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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

1.1. Gesamtziel des Vorhabens

Bei dem vorliegenden Vorhaben handelt es sich um eine Projektverlangerung des Projektes
,Einsatz mikrobiologischer Praparate zur Regulierung von Krankheiten an Erdbeeren —
Teilprojekt Graufaule und Echter Mehltau” (FKZ 060E354). Hauptziel des gesamten Projektes
war die Entwicklung eines nachhaltigen Applikationssystems hinsichtlich der Regulierung von
Schaderregern durch mikrobiologische Praparate im Okologischen Erdbeeranbau. Im
Rahmen des hier beschriebenen Teilprojektes sollte dies am Beispiel der Graufaule (Botrytis
cinerea) und des Echten Mehltaus (Podosphaera aphanis) geschehen. Ziel der
Projektverlangerung war es, die bisherigen Untersuchungen zum Einsatz von
mikrobiologischen Prdparaten gegen B. cinerea und P. aphanis (Sylla et al. 2012) in weiteren
Gewachshaus- und Freilandversuchen zu vervollstandigen und damit die Ergebnisse durch
mehrere Vegetationsperioden abzusichern. Nach der Offnung des Bundesprogramms
Okologischer Landbau (BOL) fiir andere Formen der nachhaltigen Landwirtschaft (BOLN),
sollte in der Projektverlangerung auch ein Freilandversuch zur Kombinierbarkeit
mikrobiologischer Praparate mit Fungiziden im Integrierten Erdbeeranbau Berticksichtigung

finden.

1.2. Bezug des Vorhabens zu den forderpolitischen Zielen

Wichtiges Hemmnis bei der Umstellung zum Okologischen Erdbeeranbau ist unter anderem
die Beflirchtung der Obstbauern, dass aufgrund fehlender wirksamer, biologischer
Pflanzenschutzmittel erhéhte Ertragsausfalle durch Krankheiten und Schadlinge auftreten.
Die Erarbeitung von neuen Behandlungsstrategien zur Regulierung von Schaderregern im
Okologischen Erdbeeranbau kann somit dazu beitragen, die Rahmenbedingungen fiir eine
weitere Stirkung und Ausdehnung des Okologischen Erdbeeranbaus dauerhaft zu
verbessern. Das Forschungsprojekt leistet somit einen wichtigen Beitrag flr die Ertrags- und
Qualitatssicherung im Okologischen Erdbeeranbau. Daneben kann ein Einsatz von
mikrobiologischen Praparaten im Konventionellen bzw. Integrierten Erdbeeranbau sinnvoll

sein und dazu beitragen, den Einsatz von Fungiziden zu reduzieren.
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1.3. Wissenschaftliche und technische Arbeitsziele des Vorhabens

Hauptziel des beantragten Forschungsprojektes und der Projektverlangerung war die

Entwicklung eines Applikationssystems bzw. von Behandlungsstrategien fiir mikrobiologische

Praparate, die fur eine optimierte Schaderregerregulierung bei 6kologisch angebauten

Erdbeeren geeignet sind. Im Einzelnen sollten folgende Fragen bearbeitet werden:

Kénnen B. cinerea und P. aphanis effektiv mit mikrobiologischen Prdparaten
reguliert werden?

Kénnen verbesserte Wirkungen gegen die Pathogene erzielt werden, indem
mikrobiologische Praparate kombiniert appliziert werden?

Beeinflussen diese Praparate das Auftreten anderer Schaderreger?

Gibt es Wechselwirkungen zwischen den ausgebrachten Mikroorganismen und
der indigenen Mikroorganismengemeinschaften in der Erdbeerphyllosphéare?
Kénnen mikrobiologische Prdparate so kombiniert werden, dass ein ganzer

Schaderregerkomplex effektiv reguliert werden kann?

Im Rahmen der Projektverlangerung sollte auBerdem der mogliche Einsatz mikrobiologischer

Praparate im Integrierten Erdbeeranbau untersucht und bewertet werden. Im letzten

Projektjahr waren daher folgende Fragen zu bearbeiten:

Kénnen mikrobiologische Prdparate erfolgreich im Integrierten Erdbeeranbau
gegen Graufdule eingesetzt werden?

Kann, neben dem Einsatz herkdmmlicher Fungizide, der zusatzliche Einsatz von
mikrobiologischen Praparaten im Integrierten Anbau von Erdbeeren zu einer
verbesserten Regulierung von B. cinerea fiihren?

Kann der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln die Etablierung der

ausgebrachten Mikroorganismen beeintrachtigen?

1.4. Planung und Ablauf des Projekts

Die Projektverlangerung wurde vom 01.01.2012 bis 31.12.2013 durchgefiihrt. Arbeiten, die

bereits im vorangegangenen Projekt , Einsatz mikrobiologischer Praparate zur Regulierung

von Krankheiten an Erdbeeren — Teilprojekt: Graufdaule und Echter Mehltau” (FKZ 060E354)

durchgefiihrt wurden, sollten in zwei weiteren Vegetationsperioden vertieft werden.
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Nachdem das Bundesprogramm Okologischer Landbau (BOL) fiir andere Formen der
nachhaltigen Landwirtschaft gedffnet wurde (BOLN), sollten zudem Fragestellungen zum
kombinierten Einsatz von mikrobiologischen Prdaparaten und Fungiziden bearbeitet werden.
Insbesondere sollte geklart werden, ob der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln
die Performance von mikrobiologischen Prdparaten im Integrierten Anbau beeinflussen
kann.

Dem Arbeitsplan (Abb. 1) ist die zeitliche Planung der verschiedenen Untersuchungen fir

2012 und 2013 zu entnehmen.

zeitliche Arbeitsplanung 1 2] 3lal1]213]4

Untersuchungen zur Wirksamkeit und Kombinierbarkeit
von BCAs gegen B. cinerea im Gewachshaus

Untersuchungen zur Wirksamkeit und Kombinierbarkeit
von BCAs gegen P. aphanis im Gewachshaus

Wirksamkeit und Kombinierbarkeit von BCAs im Freiland

Versuche unter Praxisbedingungen

Molekularbiclogische Arbeiten

Integrierter Erdbeeranbau - Freilandversuch

Endauswertung und Endbericht

M1 M3

Meilensteine M2 M4

Abb. 1: Zeitlicher Ablaufplan fiir das Projekt von 2012 bis 2013

Die zu erreichenden Meilensteine waren wie folgt definiert:

M1: Bewertung der Wirksamkeit und Kombinierbarkeit von mikrobiologischen
Praparaten im Gewdachshaus

M2: Bewertung des Einsatzes von mikrobiologischen Praparaten im Freiland und
Erstellung eines Applikationssystems fir eine anschlieRende Anwendung in
der Praxis

M3: Bewertung der Integrierbarkeit von mikrobiologischen Praparaten im
Integrierten Erdbeeranbau

M4:  Endauswertung und Endbericht
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Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer Praparate gegen

Botrytis cinerea im Gewachshaus

Im vorangegangenen Projekt FKZ O060E354 wurden im Jahr 2011 ausgewahlte
mikrobiologische Praparate separat und in Kombination mit anderen Praparaten hinsichtlich
ihrer Wirkung gegen B.cinerea untersucht. Fir eine zuverldssige Bewertung der
gewonnenen Versuchsergebnisse unter Gewachshausbedingungen sollte dieser Versuch

2012 wiederholt werden.

Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer Priparate gegen

Podosphaera aphanis im Gewachshaus

Im vorangegangenen Projekt FKZ 060E354 wurden im Jahr 2010 ausgewahlte
mikrobiologische Praparate separat und in Kombination mit anderen Praparaten zweimal
hinsichtlich ihrer Wirkung gegen P. aphanis unter Gewachshausbedingungen untersucht.
Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse, hervorgerufen durch schwankende
Praparatqualitaten, sollte der Versuch im Projektjahr 2012 wiederholt werden, um die bisher

erhobenen Ergebnisse sinnvoll zu erganzen.

Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer Priparate gegen

Botrytis cinerea und Podosphaera aphanis im Freiland

Nachdem im vorangegangenen Projekt FKZ 060E354 der Freilandversuch zur Wirksamkeit
ausgewahlter Praparate und Praparatkombinationen gegen B. cinerea im Jahr 2010 aufgrund
der extremen Witterungsverhaltnisse nicht eindeutig bewertet werden konnte und das
getestete Prdparat Trianum-P (Trichoderma harzianum T22) im Freilandversuch 2011 durch
das Praparat BoniProtect®forte (Aureobasidium pullulans) ersetzt werden musste, sollte der
2011 durchgefihrte Freilandversuch im Projektjahr 2012 wiederholt werden.

In Anlehnung an das vorangegangene Projekt FKZ 060E354 sollte neben dem Effekt der
ausgebrachten BCAs auf die Entwicklung von B. cinerea an der Pflanze bzw. wahrend der
Lagerung auch ein moglicher Einfluss der BCAs auf die Entwicklung von Nichtzielorganismen
(z.B. Schadlinge und indigene Mikrobiota) erfasst und bewertet werden. Weiterhin sollte im
Anschluss an den Freilandversuch 2012 auf der gleichen Flache ein Versuch zur Wirksamkeit

ausgewahlter mikrobiologischer Praparate gegen P. aphanis durchgefihrt werden.
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Ausweitung der Praxisversuche

Im Rahmen der Projektverlangerung war geplant, die Durchfihrung von Versuchen in
Praxisbetrieben in 2012 und insbesondere in 2013 auszuweiten. Zu diesem Zeitpunkt sollten,
basierend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Gewachshaus- und Freilandversuche,

Behandlungsstrategien und Handlungsempfehlungen erarbeitet worden sein.

Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewdhlter mikrobiologischer Praparate im

Integrierten Anbau von Erdbeeren

Aufgrund der Ausdehnung des Bundesprogramms Okologischer Landbau auch auf andere
Formen der nachhaltigen Landwirtschaft (BOLN) sollte untersucht werden, ob
mikrobiologische Praparate erfolgreich im Integrierten Erdbeeranbau gegen Graufdule und
Echten Mehltau eingesetzt werden kdnnen und ob deren zusatzlicher Einsatz zu besseren
Behandlungserfolgen fihrt. Hierfir war fiir 2013 ein Freilandversuch geplant, in dem
verschiedene mikrobiologische und chemische Praparate im Hinblick auf ihre Wirksamkeit
gegen Graufdule untersucht werden sollten. In diesem Versuch sollten weiterhin
mikrobiologische Untersuchungen zur Etablierung der BCAs im Integrierten Erdbeeranbau
zum Einsatz kommen, um wichtige Aussagen zu einem moglicherweise negativen Einfluss

von Fungiziden auf die Etablierung der ausgebrachten BCAs zu treffen.

Vertiefung der molekularbiologischen Arbeiten

Fiir ein genaues Verstandnis und eine korrekte Interpretation der Behandlungsergebnisse in
den Freilandversuchen ist es notwendig, die Etablierung der ausgebrachten Mikro-
organismen sowie deren mogliche Interaktionen mit den indigenen Mikroorganismen zu
erfassen. Hierflr sollten im Rahmen der Projektverlangerung neben den klassischen
mikrobiologischen Arbeiten (Lebendkeimzahlbestimmungen) erneut molekularbiologische

Arbeiten (454 Pyrosequenzierung) durchgefiuhrt werden.
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1.5. Darstellung vorhandener Schnittpunkte und Synergieeffekte im

Verbundprojekt

Wihrend der Projektverlangerung fand auf dem Gebiet des Okologischen Erdbeeranbaus
eine Kooperation zwischen drei BOLN-Projektpartnern statt:

Bioland/Foko beschéftigte sich mit der Unkrautkontrolle sowie der Regulierung des
Erdbeerbliitenstechers zur Stirkung der Ertragssicherheit und Rentabilitit im Okologischen
Erdbeeranbau (FKZ 11NAO11). Die Projekte des Julius Kiihn-Institutes (JKI) und der
Hochschule Geisenheim (ehemals Forschungsanstalt Geisenheim) konzentrierten sich
hingegen auf die Erarbeitung von Behandlungsstrategien fir den ,Einsatz mikrobiologischer
Praparate zur Regulierung von Krankheiten an Erdbeeren", wobei sich das JKI mit
bodenbiirtigen Krankheitserregern (FKZ 11NA012) und die Hochschule Geisenheim mit
Graufaule und Echtem Mehltau (FKZ 11NA013) beschéftigte.

Ziel des Verbundes war die Erarbeitung von Strategien zur Regulierung von Schaderregern
im Okologischen Erdbeeranbau. Zu diesem Zweck fanden wihrend des Projektes,
einschliellich der Projektverlangerung, regelmafige Verbundtreffen statt, in denen die

Ergebnisse der einzelnen Projekte ausgetauscht und diskutiert wurden.

1.6. Wissenschaftlicher und technischer Stand

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 fir Pilz-
krankheiten. Pilzliche Krankheitserreger kommen sowohl an der Frucht, am Blatt wie an
unterirdischen Pflanzenteilen vor. Mangels wirksamer Alternativen beschrankt man sich im
Okologischen Erdbeeranbau bei der Regulierung von Schaderregern vornehmlich auf
pflanzenbauliche MaRnahmen und die Wahl weniger anfalliger Sorten. So wird z.B. versucht,
Uber die Reduktion des organischen Dilingereinsatzes oder verdnderte Standweiten die
Anfalligkeit gegenliber 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

fir verschiedene Krankheiten und Schadlinge an Erdbeere verfligbar (Moser et al. 2008).
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In der Praxis beobachtet man jedoch eine geringe Akzeptanz der BCAs. Einer umfassenden
Studie zufolge (Moser et al. 2008) sind es vor allem drei Griinde, die dem Einsatz von BCAs
aus der Sicht der Anbauer entgegenstehen: a) unzureichende Befallsreduzierung, b) hohe
Empfindlichkeit gegenliber Witterungsbedingungen und c) Applikation zu spezifischen
Zeitpunkten.

Da im vorgesehenen Teilprojekt spezifisch die Graufdule und der Echte Mehltau an Erdbee-
ren untersucht werden sollten, wird im Folgenden der Stand des Wissens fiir die biologische
Bekampfung dieser besonders wichtigen Erdbeerkrankheiten erlautert.

Die Graufaule (Erreger: Botrytis cinerea (Pers.)) zahlt weltweit zu den wichtigsten
Krankheiten der Erdbeere und fiihrt besonders im Okologischen Anbau zu gravierenden
Ertragseinbullen. Die typische Fruchtfaule beginnt meist mit einer Infektion der Blite. Die
alternden Blitenblatter scheinen besonders empfindlich. Erst bei zunehmender Fruchtreife
erfolgt dann die typische Faulnis- und Grauschimmelbildung. Spater kommt es oft durch
direkten Kontakt mit bereits befallenen Organen und bei entsprechenden kleinklimatischen
Bedingungen zu einer raschen Ausbreitung im gesamten Bliiten- bzw. Fruchtstand (Abb. 2A
und 2B). Spatinfektionen kénnen dazu fihren, dass die Faulnis erst auf dem Weg zum oder
beim Konsumenten auftritt (Abb. 2C). Von Bedeutung sind auch die Besiedlung
abgestorbener Pflanzenteile und die darauf stattfindende, oft sehr starke Sporulation. Auf
dem abgestorbenen Pflanzenmaterial erfolgt im Wesentlichen die Uberwinterung des
Schaderregers. Eine umfassende Darstellung zur Biologie und Pathogenese von Botrytis

cinerea ist dem Werk von Elad et al. (2004) zu entnehmen.

Abbildung 2: Charakteristische Symptome an Erdbeeren verursacht durch B. cinerea.
A: Abgestorbene Erdbeerbliite bei hohem Pathogendruck. B: Graufdule an einer Frucht im
Bestand. C: Graufdule auf geernteten Friichten
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Im Okologischen Erdbeeranbau sind keine Pflanzenschutzmittel gegen die Graufiule zuge-
lassen. Zur Befallsregulierung kommen deshalb in erster Linie kulturtechnische MalRnahmen
zum Einsatz (z.B. weiter Stand, Strohunterlage, Sortenwahl, Entfernen von Infektionsquellen
wie alte Blatter, usw.). Als besonders wichtige MalRnahme wird ein im Vergleich zum
konventionellen Anbau deutlich weiterer Pflanzenabstand mit besserer Bestandesdurch-
lGftung angesehen. Dies hat jedoch eine geringere Flachenproduktivitdt zur Folge (Legard et
al. 2000). Eine befallsreduzierende Verdanderung der kleinklimatischen Bedingungen lasst
sich auch durch den Anbau in Folientunneln erreichen (Xiao et al. 2001; Evenhuis and
Wanten 2006), ohne EinbuBen bei der Flachenproduktivitat in Kauf nehmen zu mussen.
Das Entfernen des abgestorbenen Laubes und vor allem das kontinuierliche Auspfliicken
befallener Friichte bedeuten einen enormen arbeitswirtschaftlichen Nachteil des
Okologischen Anbaues von Erdbeeren. Es gibt erhebliche Sortenunterschiede in der
Anfalligkeit der Erdbeeren gegenliber Botrytis cinerea (Daugaard and Lindhard 2000);
allerdings stehen Sorten mit vollstandiger Resistenz gegen die Graufdule nicht zur
Verfigung. Die weniger anfédlligen Sorten entsprechen nicht immer den Markter-
fordernissen, so dass eine gezielte Sortenwahl zur Reduzierung der Graufdule nur bedingt

moglich ist.

Eine weitere Moglichkeit zur Reduzierung der Graufdule ist der Einsatz von
mikrobiologischen Prdparaten. Zahlreiche Prdparate bzw. Isolate wurden bereits gegen
B. cinerea, insbesondere auch an Erdbeere, getestet (Elad and Stewart 2004; Sesan 2006).
Helbig und Bochow (2001) berichten liber eine Reduktion (16-40 %) des Graufaulebefalls in
Freilandbestianden durch Bacillus subtilis an reifen Friichten. Nach Helbig (2001) bewirkte
Paenibacillus polymyxa eine Befallsreduzierung um 24 bis 36 %. Auch mit Cryptococcus
albidus erzielte Helbig (2002) eine vergleichbare Befallsreduzierung. Tanovic et al. (2008)
erreichten Wirkungsgrade von 40,3 bzw. 4,5 % mit 'Polyversum' (Pythium oligandrum) bzw.
'F-stop' (B. subtilis). Der hefedhnliche Pilz Aureobasidium pullulans reduzierte das Wachstum
von B. cinerea auf Erdbeerfriichten signifikant und verzogerte die Entwicklung des Pathogens
auf gelagerten Friichten, die zuvor mit dem BCA behandelt wurden (Adikaram et al. 2002).
Lima et al. (1997) berichteten, dass auch Behandlungen von Erdbeerpflanzen mit A. pullulans
bereits wahrend der Blite die Graufduleentwicklung auf gelagerten Frichten signifikant
reduzierten. Freeman et al. (2004) konnten nachweisen, dass verschiedene Stamme von

Trichoderma harzianum im Gewachshaus wirksam gegentiber B. cinerea waren. Auch Kovach
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et al. (2000) erzielten mit einem spezifischen Stamm ("1295-22") von Trichoderma
harzianum eine gute Wirkung gegen die Graufdule, insbesondere, wenn die Verteilung der

Trichoderma-Konidien mit Hummeln oder Bienen erfolgte.

Der Echte Mehltau (Erreger: Podosphaera aphanis (Wallr.)) hat als Schaderreger an
Erdbeeren stark an Bedeutung gewonnen, insbesondere durch den zunehmenden Anbau im
Tunnel (Parikka 2004; Dogson et al. 2008). Wahrend P. aphanis im Freiland oftmals keine
signifikanten ErtragseinbuBen verursacht (Maas 1984; Xiao et al. 2001; Carisse and Bouchard
2010), kdénnen im geschiitzten Erdbeeranbau erhebliche Schaden auftreten, die sowohl
Ertrag als auch Fruchtqualitat beeintrachtigen konnen. Der starke Mehltaubefall im Tunnel
ist mit dem fehlenden Niederschlag und den fir P.aphanis ginstigen klimatischen
Bedingungen (z.B. hohe Luftfeuchtigkeit, verringerte Lichtintensitat) korreliert (Xiao et al.

2001; Amsalem et al. 2006).

Auffillige Symptome des Echten Mehltau an Erdbeeren sind der typische, puderige
Mehltaubelag auf den Blattern (Abb.2A und 2B) sowie die nach oben gerollten Blatter
(Abb. 2C). Mit fortschreitendem Befall koénnen rotlich-violette Flecken auf der
Blattunterseite sichtbar werden. Aber auch Bliten (Abb. 2D) und Friichte kénnen besiedelt
und geschidigt werden. Uberwiegend entstehen die ErtragseinbuBen jedoch durch eine
allgemeine Schwachung der Pflanze und der damit verbundenen geringeren Bllten- und

Fruchtentwicklung.

Abbildung 3: Charakteristische Symptome des Erdbeermehltaus. A: Kolonien des Echten
Mehltaus auf Erdbeerblattern B: Dichter Mehltaubelag auf Erdbeerblattern, C: Aufrollen der
Blatter, D: Erdbeerblite mit Befall durch P. aphanis
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Zur direkten Bekdmpfung des Echten Mehltau an Erdbeeren ist fiir den Okologischen Anbau
auller Schwefel kein Pflanzenschutzmittel zugelassen (Trapp 2013). Es gibt auch keine
Erdbeersorten mit vollstandiger Resistenz gegen diesen Erreger, die gleichzeitig resistent
gegenlber anderen, wichtigen Schaderregern sind sowie zufriedenstellende Frucht-
qualitaten aufweisen (Pertot et al. 2008). Deshalb stehen auch hier bislang die kultur-
technischen MaBnahmen im Vordergrund. Das Entfernen (Abmé&hen) des Erdbeerlaubes im
Herbst hat nur eine begrenzte Wirkung und ist je nach Anbauform nicht immer moglich.
Im Folientunnel werden vor allem die Ausldufer befallen (Vukovitz 1980; Xiao et al. 2001).
Bei fehlenden sonstigen Gegenmalnahmen missen diese aufwandig von Hand entfernt
werden, um ein Ubergreifen des Pilzes auf die Ertragspflanzen und die heranreifenden
Friichte zu vermeiden. Neben diesen eher kulturtechnischen MaBnahmen kdnnen gegen den
Echten Mehltau an Erdbeere auch Behandlungen mit z.B. Na-Bicarbonat, Blattextrakten (z.B.
aus Reynoutria sachalinensis) oder mikrobiologischen Praparaten durchgefiihrt werden.

Der wohl bekannteste mikrobielle Antagonist ist der Hyperparasit Ampelomyces quisqualis,
mit dem bereits an verschiedenen Kulturen gute Wirkungen gegen verschiedene Arten des
Echten Mehltau erzielt werden konnten (Elad et al. 1996; Elad et al. 1998; Elad 2000; Kiss
2003; Romero et al. 2003; Kiss et al. 2004). In einer Studie von Pertot et al. (2008) zeigten
Behandlungen mit A. quisqualis, B. subtilis und T. harzianum im geschiitzten Anbau von
Erdbeeren deutliche Wirkungen, die jedoch nicht denen einer chemischen Behandlung
entsprachen. In einer weiteren Untersuchung von Pertot et al. (2007) hemmten
T. harzianum und zwei Stdmme von B. subtilis (QST 713 und F77) die Entwicklung von
P. aphanis auf Erdbeerbldttern, wdahrend A. quisqualis jedoch nicht wirksam war.
Untersuchungen von De Cal et al. (2008) zeigten, dass auch die Applikation von Penicillium

oxalicum eine wirksame Reduzierung des Echten Mehltau an Erdbeeren erméglicht.

Trotz der viel versprechenden Ergebnisse zur Wirkung von antagonistischen Mikro-
organismen bzw. mikrobiologischen Praparaten gegeniber B. cinerea und P. aphanis, wird
auch von unzureichenden Wirkungen der BCAs berichtet, insbesondere unter
Freilandbedingungen (z.B. Prokkola and Kivijarvi 2007; Fravel 2005; Hjeljord et al. 2000). Die
schwankenden Behandlungserfolge im Freiland kénnen verschiedene Ursachen haben.
Einerseits fehlen umfassende Kenntnisse liber die Kompatibilitdt von BCAs mit anderen BCAs
und mit anderen biologischen Pflanzenschutzmitteln. Andererseits kdnnen abiotische

Faktoren (z.B. UV-Strahlung, Niederschlag) die Etablierung, die Aktivitit sowie das Uberleben
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der ausgebrachten Mikroorganismen und damit den Behandlungserfolg wesentlich

beeintrachtigen (Jacobsen 2006; Kiss et al. 2004; Magan 2004; Kiss 2003).

Bislang betrachteten die meisten Untersuchungen zur Wirkung von Mikroorganismen gegen
Phytopathogene die Wirkung der Applikation eines einzelnen Prdparates (Mikroorganismus)
und bericksichtigten nicht mogliche Wechselwirkungen mit anderen Prdparaten oder
sonstigen PflanzenschutzmalBnahmen. Dabei kann die Kombination verschiedener
Mikroorganismen z.B. durch die Erfassung unterschiedlicher Entwicklungsstadien des
Zielorganismus zu einer besseren Wirkung fiihren als die Applikation der einzelnen Produkte
(Elad et al. 1994). Aber auch andere Wechselwirkungen sind beim Einsatz von BCA-
Kombinationen moglich. So kénnen sich bestimmte niitzliche Mikroorganismen in ihrer
Fahigkeit zur Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen oder durch verschiedene
Wirkmechanismen erganzen und damit kann die Wirkung gegeniiber dem Zielpathogen
verbessert werden (Elad and Stewart 2004; Guetsky et al. 2002a; Guetsky et al. 2002b;
Guetsky et al. 2001). Es wurde jedoch auch von antagonistischen Wechselwirkungen bei
einer kombinierten Anwendung der Prdparate Serenade'™ (B.subtilis), Trianum™
(T. harzianum Rifai T22) und Sentinel™ (Trichoderma artroviride) gegen B. cinerea an
Erdbeeren berichtet (Xu et al. 2010; Robinson-Boyer et al. 2009). Wenig Beachtung fanden
bislang auch Neben- oder Wechselwirkungen von BCAs mit anderen Krankheiten bzw.
Schadlingen oder Nitzlingen. Die Literaturrecherche ergab nur eine Veroffentlichung zu
dieser Thematik. Pertot et al. (2008) beobachteten keinerlei Auswirkungen des Einsatzes von
A. quisqualis, B. subtilis and T. harzianum T39 auf die Entwicklung von Spinn- oder

Raubmilben.

Es gibt auBerdem nur wenige Untersuchungen zur Etablierung der ausgebrachten
antagonistischen Mikroorganismen in der Phyllosphare, insbesondere unter Freiland-
bedingungen und wann mogliche Wechselwirkungen bei einer kombinierten Behandlung
von mehreren BCAs zu erwarten sind. Guetsky et al. (2002a) berichten iiber das Uberleben
von Bacillus mycoides und Pichia guilermondii auf Erdbeerbldttern sowie auf Erdbeer-
frichten im Gewadchshaus. Die Bestimmung der Lebendkeimzahlen ergab in dieser Arbeit,
dass die PopulationsgroRe der ausgebrachten Mikroorganismen auf den Blattern nach zwei
Tagen unverdndert, nach finf Tagen auf 1/50 und nach 19 Tagen auf 1/500 gesunken war.

Eine kombinierte Anwendung von Bacillus mycoides und Pichia guilermondii zeigte
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hinsichtlich ihrer Uberlebensraten keine signifikanten Abweichungen zu den
Einzelbehandlungen (Guetsky et al. 2002a). Eine weitere Untersuchung zeigte, dass unter
Gewachshausbedingungen Populationen von T. atroviride auf Erdbeerblattern innerhalb von
sieben Tagen von 3 x 10° auf 1 x 10" KBE pro mm? sanken (Longa et al. 2008). Aufgrund der
insgesamt sehr schnellen Abnahme von BCA-Populationen in der Phyllosphdre miissen BCA-

Behandlungen regelméaRig wiederholt werden (Jacobsen 2006).

Der Einsatz mikrobiologischer Prdparate ist nicht nur fiir den Okologischen Erdbeeranbau
von Bedeutung, sondern koénnte auch im Konventionellen Erdbeeranbau wesentlich an
Bedeutung gewinnen. Grund hierfir sind die vermehrten Berichte (iber das Auftreten von
Resistenzen gegeniliber Fungiziden. So berichtete Weber (2011), dass eine Vielzahl an
Botrytis-Isolaten aus Norddeutschland erhebliche Resistenzen gegenliber verschiedenen
kommerziellen Botrytiziden aufzeigten (z.B. Fenhexamid, Thiophanat-Methyl, Iprodion). In
dieser Studie konnte auch nachgewiesen werden, dass einige lsolate von B. cinerea
gleichzeitig gegenliber mehreren Fungiziden resistent waren. Die Integration von effektiven
BCAs im Konventionellen Anbau kann zu einer Reduktion von Fungizidapplikationen fihren,
ohne dass erhohte Ertragsausfille durch verstirkten Pathogenbefall auftreten (Elad and
Shtienberg 1995; Shtienberg and Elad 1997). Pertot et al. (2008) testeten die Integration von
mikrobiologischen Prdparaten in verschiedenen Strategien zur Reduzierung des Fungizid-
einsatzes gegen Echten Mehltau an Erdbeeren im Tunnel. In ihrer Untersuchung konnte der
integrierte Einsatz von mikrobiologischen Praparaten in einigen Strategien, in denen
gleichzeitig die Anzahl der Fungizidbehandlungen verringert war, dhnlich gute Wirkungen
gegenlber P. aphanis auf Blattern erzielen wie die gangigen Fungizidspritzfolgen. In einer
Studie von Cota et al. (2009) fiihrte der integrierte Einsatz des BCAs Clonostachys rosea,
Fungiziden und kulturtechnischen Malnahmen (Entfernen von infizierten und toten
Pflanzenmaterial) im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen zu verbesserten
Wirkungen gegen B. cinerea an Erdbeeren. Allerdings war in dieser Studie die Anzahl der
Fungizidbehandlungen in den integrierten Versuchsgliedern nicht reduziert. Obwohl der
integrierte Einsatz von BCAs und Fungiziden insgesamt sehr vielversprechend ist, wird auch
davon berichtet, dass diese Strategie nicht immer erfolgreich ist (Elad and Shtienberg 1995).
So kann ein integrierter Einsatz von BCAs und Fungiziden zu unzureichenden Wirkungen

fihren, wenn z.B. ungiinstigen Witterungsbedingungen fiir die BCAs vorherrschen (Elad and
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Shtienberg 1995) oder wenn die BCAs empfindlich gegeniiber den Fungiziden sind (Cota et
al. 2009).

Studien zur Struktur von Mikroorganismengesellschaften, die auch nicht kultivierbare
Mikroorganismen erfassen (z.B. PCR-DGGE, SSCP) sind relativ zeit- und kostenaufwandig. Seit
einigen Jahren sind moderne, preisglinstige Sequenziertechniken (next-generation
sequencing) wie z.B. die Roche 454-Pyrosequenzierung verfligbar, die ebenfalls fir
metagenomische Untersuchungen geeignet sind. Mit dieser molekularbiologischen Methode
konnen tausende Arten von Mikroorganismen (einschlieBlich der nicht kultivierbaren) in
einer Probe genomisch erfasst werden (Wooley et al. 2010). Im Vergleich zur herkdmmlichen
Sanger-Sequenzierung kann die 454-Pyrosequenzierung die gleiche Menge an Sequenzdaten
flr nur 10 % der Kosten und 0,9 % des Zeitaufwands erzeugen (Jones 2010). Die neuen
Sequenziertechniken erlauben die Erfassung von Metagenomen und liefern damit wertvolle
Informationen fir die gleichzeitige Beantwortung verschiedener Fragestellungen wie z.B. die
Etablierung der ausgebrachten BCAs in der Phyllosphdare, mogliche Wechselwirkungen
zwischen den BCAs und mogliche Auswirkungen der BCAs auf die Zusammensetzung der

indigenen Mikrobiota.
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2 Material und Methoden

2.1. Allgemeine Informationen

Mikrobiologische Praparate

Die Auswahl der BCAs fir die Gewéachshaus- und Freilandversuche im vorliegenden Projekt
erfolgte auf Basis verschiedener Faktoren, u.a. der Wirkung der BCAs gegen B. cinerea
und/oder P. aphanis in den Laboruntersuchungen des vorangegangenen Projektes FKZ
060E354, deren Kombinierbarkeit in vitro sowie der Verfligbarkeit von kommerziell
erhaltlichen mikrobiologischen Praparaten.

Fiir die Gewachshaus- und Freilandversuche wurden die BCAs (Tabelle 1) in Form von
formulierten Produkten und in denen vom Hersteller empfohlenen Konzentrationen bzw.
Aufwandmengen verwendet. In den Gewdachshausversuchen wurden die verschiedenen
Praparate mit 1/8 RINGER-LOsung, in den Freilandversuchen mit Leitungs- und Rheinwasser

angesetzt.

Vor dem Hintergrund einer ganzheitlichen Betrachtung eines Applikationssystems im
Okologischen Erdbeeranbau, also der Erfassung verschiedener Organismen (einschlieRlich
Schéadlingen), wurde auch der entomopathogene Pilz Beauveria bassiana (Naturalis®) indem
vorliegenden Projekt verwendet. Dieser hatte im vorangegangenen Projekt FKZ 060E354

gute in vitro Wirkungen gegen B. cinerea in Tests an abgeschnittenen Bliiten gezeigt.

Tabelle 1: Liste der BCAs fiir die Gewachshaus- und Freilandversuche

Mikroorganismus Praparat/ Zur Verfigung gestellt von

Ampelomyces quisqualis AQ10 AQ10® WG/ Intrachem Bio Deutschland GmbH&Co0.KG

Aureobasidium pullulans

DSM Nr. 14940 & 14941 BoniProtect®f0rte/ Bio-Protect GmbH

Bacillus amyloliquefaciens FZB42 RhizoVitaI®42 fl./ ABITEP GmbH

Bacillus subtilis FZB24 FzB24®l./ ABITEP GmbH

Beauveria bassiana ATCC 74040 Naturalis®/ Intrachem Bio Deutschland GmbH& Co.KG
Trichoderma harzianum T58 Trichostar®/ Gerlach Naturliche Dingemittel GmbH & Co.KG
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Pathogene

Fir den Graufdule-Gewachshausversuch wurde ein aus Reben (Oestrich-Winkel,
Deutschland) gewonnenes B. cinerea - Isolat aus der Stammsammlung des Institutes fir
Phytomedizin, Hochschule Geisenheim, verwendet. Das Isolat wurde bei -80 °C konserviert.
Fir den Versuch wurde es aufgetaut und anschlieRend bei 24 °C auf PDA (Dunkelheit)
kultiviert.

Das Inokulum von P. aphanis fir den Mehltau-Gewachsversuch stammte von natdrlich
infizierten Erdbeerpflanzen im Gewachshaus (Herbst 2012). Um den obligat biotrophen
Schaderreger erhalten zu konnen, wurden junge, gesunde Erdbeerpflanzen der Sorte
‘Elsanta’ mit dem Echten Mehltau inokuliert und in einem Kulturraum bei circa 20 °C,
65 % relativer Luftfeuchtigkeit und einer Photoperiode von 12 Std./12 Std. kultiviert. Bei

Bedarf wurden die Pflanzen durch neue ersetzt.

2.2. Gewachshausversuche

2.2.1. Allgemeine Informationen zu den Gewachshausversuchen

Der Graufdule-Gewachshausversuch wurde im Spatsommer/Herbst 2012, der Mehltau-
Gewachshausversuch im Frihjahr 2013 durchgefiihrt. Fir die Gewachshausversuche wurden
Traypflanzen der Sorte 'Elsanta’ verwendet. Fir den Graufaule-Gewachshausversuch wurden
diese in den TopfgroRen 13 cm (Anzucht) und 19 cm in Einheitserde Typ P (Gepac Patzer)
kultiviert. Fiir den Mehltau-Gewachshausversuch wurden die Traypflanzen nur in der

TopfgrofRRe 13 cm in Einheitserde ED 73 (Gepac Patzer) kultiviert.

Die Gewachshausversuche wurden in einer 15 m? groBen Gewachshauskabine durchgefihrt.
Von Anfang Maérz bis Ende September wurde die Gewadchshauskabine ab einer Lichtstarke
von ca. 60 kLux schattiert. Von September bis Marz wurde eine Assimilationsbeleuchtung
mit einer Photoperiode von 14Std. (Tag) und 10Std. (Nacht) eingeschaltet. Die

Klimafiihrung fiir die verschiedenen Versuche ist in der Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht {iber die Klimafiihrung der Gewiachshausversuche

Versuch Klimafiihrung (Angaben in °C)

Graufaule - Gewzchshausversuch Vorkultur/Einwurzeln: (Tag/Abend/Nacht/Cool Morning)
Heizung: 16/16/10/10
Laftung: 20/20/14/14
Weiterkultur: (Tag/Abend/Nacht/Cool Morning)
Heizung: 18/18/12/12
Loftung: 22/22/16/16

Echter Mehltau -Gewzchshausversuch Wahrend des gesamten Kultur: (Tag/Nacht)
Solltemperatur: 20/18

Heizung: 18/16
Luftung: 22/20

2.2.2. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer

Praparate gegen Botrytis cinerea im Gewachshaus

In diesem Versuch wurden pro Versuchsglied vier Parzellen mit je vier Versuchspflanzen
(insgesamt 16 Pflanzen) auf Gewachshaustischen randomisiert aufgestellt. Die Pflanzen
wurden zweimal wochentlich manuell bewdssert und ab Blihbeginn wéchentlich mit dem
biologischen Fllssigdiinger BIOTRISSOL® (0,5 %, Heinrich Propfe GmbH) gediingt. Wahrend
der Blite wurden taglich Ventilatoren fiir 1 Stunde eingeschaltet, um eine ausreichende
Bestaubung der Bliten zu gewahrleisten. Zur Vermeidung eines Spinnmilben- und

Trauermickenbefalls wurden praventiv Raubmilben sowie Nematoden ausgebracht.

Die Versuchspflanzen wurden von Blihbeginn (BBCH 60) bis Erntebeginn (BBCH 87)
wochentlich mit den zu testenden BCAs behandelt (Tabelle 3). Die Kontrollpflanzen wurden
mit 1/8 RINGER-L6sung oder mit einer im Erdbeeranbau gangigen Fungizidspritzfolge
behandelt. Alle Behandlungen wurden mit Hilfe einer Riickenspritze (Hochdruckspriihgerat,

3615 INOX PLUS, Mesto GmbH) durchgefiihrt.
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Tabelle 3: Versuchsglieder zur Bekdampfung von B. cinerea im Gewdachshausversuch 2012

VG Behandlung mit Konzentration des Mittels (%)
VG01 1/8 RINGER-L6sung

VG02 RhizoVitaI®42 fl. (Bacillus amyloliquefaciens) 0,07

VGO03 BoniProtect“forte (Aureobasidium pullulans) 0,09

VG04 Naturalis® (Beauveria bassiana) 0,07

VGO05 RhizoVital®42 fl. + BoniProtect “forte 0,07 + 0,09

VGO6  Rhizovital®42 fi. + Naturalis® 0,07 +0,07

VGO7 BoniProtect“forte + Naturalis® 0,09 + 0,07

VG038 RhizoVital®42 fl. + BoniProtect“forte + Naturalis 0,07 + 0,09 + 0,07

VGO09 1x Signum®, 2x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva® 0,13;0,1;0,1 + 0,05

Um Aussagen zur Praparatqualitdt zu erhalten, wurden an jedem Behandlungstag die
Lebendkeimzahlen in den mikrobiologischen Prdparaten erfasst. Dabei entsprachen die
Lebendkeimzahlen der entsprechenden Mikroorganismen in den BCA-Prdparaten im

Durchschnitt den Herstellerangaben.

Wie im Graufiaule-Gewdachshausversuch des Projektes FKZ 060E354 wurden die Pflanzen
jeweils 24 Stunden nach den ersten drei Behandlungsterminen mit einer Konidiensuspension
von B. cinerea (ca. 1 x 10°> Konidien/ml) in einer Aufwandmenge von 20-25 ml pro Pflanze
inokuliert. Fir eine ausreichende Infektion der Erdbeerpflanzen mit B. cinerea wurden die
Pflanzen auBerdem wéahrend der Blite nachts (20 Uhr bis 8 Uhr) mit einer transparenten
Plastikfolie abgedeckt. Die Abdeckung erfolgte von Montag bis Freitag, wahrend dieses im
Versuch des vorangegangenen Projektes FKZ 060E354 taglich stattfand. Der Grund fir die
Reduzierung der Folienabdeckung von sieben auf vier Nichte pro Woche lag darin, dass
damals bereits zu Blihbeginn ein sehr hoher Befall mit B. cinerea erfolgt war, was zum

Absterben vieler Bliiten gefiihrt hatte.

Auswertung des Graufaule-Gewachshausversuches

Die Erdbeeren wurden wochentlich geerntet und die Anzahl sowie das Frischgewicht der
gesunden und mit B. cinerea befallenen Friichte erfasst.

AuBerdem wurde die Befallshdufigkeit von B. cinerea an den Pflanzen an drei Terminen
(BBCH 85, BBCH 87 und BBCH 89) erfasst. Dazu wurde bei jeder Bonitur an jeder Pflanze die
Anzahl gesunder und mit B. cinerea befallener Friichte/Bliten sowie die Anzahl nicht
bestaubter Bluten dokumentiert.
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Die Befallshaufigkeit von B. cinerea wurde wie folgt berechnet:

Befallshaufigkeit von B. cinerea (%) = (Ngot / Nges) X 100 (2)

wobei ngot = Anzahl Botrytis infizierter Friichte pro Pflanze
Nges = Gesamtanzahl Friichte pro Pflanze

In einem Lagerversuch wurden zudem Nachernteeffekte der BCAs untersucht. Hierflr
wurden alle geernteten und gesunden Friichte auf Zellstoff-Papier in Plastikkisten (60 cm
Lange x 40 cm Breite x 12 cm Tiefe) ausgelegt, so dass sich die Friichte nicht berihrten (Abb.
4). Die Kisten mit den Erdbeeren wurden bei Raumtemperatur gelagert und die Friichte
jeweils nach zwei, vier, sechs und sieben Tagen auf Infektionen mit B. cinerea sowie anderer
Fruchtfaulen untersucht. Befallene Friichte wurden gezahlt, gewogen und jeweils aus den

Plastikkisten entfernt. Die Befallshaufigkeit von B. cinerea wurde wie folgt berechnet:

Befallshaufigkeit von B. cinerea (%) = (Ngot/ Nges) X 100 (2)

wobei ngot = Anzahl Botrytis infizierter Friichte pro Kiste
Nges = Gesamtanzahl Friichte pro Kiste

Abb. 4: Lagerung der Friichte in Plastikkisten

Nichtzielorganismen

Das Auftreten von Nichtzielorganismen wie Echter Mehltau, Blattlduse und Spinnmilben
wurde wadhrend des Graufaule-Gewachshausversuches beobachtet. Es konnte ein Befall der
Pflanzen mit Echtem Mehltau festgestellt werden. Der Echte Mehltau-Befall wurde gemaR

eines Boniturschemas (Tabelle 4) an zwei Terminen (BBCH 85, BBCH 89) ermittelt.
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Tabelle 4: Boniturschema zur Ermittlung des Befalls der Pflanzen mit Echtem Mehltau

Boniturskala Mittlerer Befall

0%
0-1%
1-5%
5-20%
20-40%
>40%

a b~ W N B O

Andere Nichtzielorganismen traten nicht auf.

2.2.3. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer

Praparate gegen Podosphaera aphanis im Gewidchshaus

Bei diesem Versuch handelte es sich um eine Wiederholung der beiden Mehltau-
Gewadchshausversuche, die 2010 im Rahmen des vorangegangenen Projektes FZK 060E354

durchgefihrt wurden.

Fir diesen Versuch waren pro Versuchsglied sechs Parzellen mit je fiinf Versuchspflanzen
(insgesamt 30 Pflanzen) vorgesehen. Die Erdbeerpflanzen wurden zweimal wdchentlich per
Hand bewassert. Es wurden praventiv Raubmilben sowie Nematoden eingesetzt, um einen
Spinnmilben- bzw. Trauermiickenbefall zu vermeiden.

Zu BBCH 12/13 wurden die verschiedenen BCAs gegen P. aphanis ausgebracht (Tabelle 5).
Die Kontrollpflanzen wurden mit 1/8 RINGER-L&sung oder mit dem Fungizid Systhane 20 EW
(Wirkstoff: Myclobutanil) behandelt. Alle Prifmittel wurden mit einer Riickenspritze
(Hochdrucksprihgerat, 3615 INOX PLUS, Mesto GmbH) ausgebracht. Nach der Behandlung,
die auBerhalb der Gewachshauskabine stattfand, wurden die Pflanzen entsprechend ihrer
Behandlung randomisiert in der Gewdchshauskabine auf insgesamt sechs Tischen

aufgestellt.
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Tabelle 5: Ubersicht der Versuchsglieder im Mehltau-Gewichshausversuch

VG Behandlung mit Konzentration des Mittels (%)
VG 01 1/8 RINGER-L6sung

VG 02 AQ10®WG (Ampelomyces quisqualis)+ Nu-Film 0,07 +0,3

VG 03  FzB24® fi.(Bacillus subtilis FZB24) 01

VG 04 Trichostar® (Trichoderma harzianum T58) 1,0

VGO05  AQ10®WG + Nu-Film + FzB24 0,07+0,3+0,1

VG06  AQL0®WG + Nu-Film + Trichostar” 0,07+03+10

VG 07 Trichostar® + FzB24° fi 1,0+0,1

VG 08 Systhane 20 EW (200 g/I Myclobutanil) 0,05

Am Tag nach den Behandlungen wurden die Versuchspflanzen mit P. aphanis
inokuliert. Dazu wurden jeweils zwei "Infektor-Pflanzen", welche starken Befall mit Echtem
Mehltau aufwiesen, in einer Ampel (iber je einen Tisch angebracht. Die Konidien wurden

einmalig mit Hilfe von zwei Ventilatoren fiir eine Stunde in der gesamten Kabine verwirbelt.

Auswertung des Mehltau-Gewachshausversuches

Nach einer zweiwdchigen Inkubation wurde der Befall der Pflanzen mit P. aphanis erfasst.
Dazu wurde die Anzahl der Mehltaukolonien auf jedem Blatt gezdhlt und die mittlere Anzahl

an Mehltaukolonien pro Pflanze berechnet.

2.3. Freilandversuche

2.3.1. Allgemeine Informationen zu den Freilandversuchen

Beide Freilandversuche wurden am Standort Geisenheim durchgefihrt.

Der Freilandversuch 2012 wurde dabei auf derselben Versuchsfliche wie die
Freilandversuche des vorangegangenen Projektes FZK 060E354 durchgefiihrt. Hierbei
handelte es sich um eine extensiv bewirtschaftete Flache und der Versuch wurde erneut in
einer randomisierten Blockanlage mit vier Blocken zu neun Parzellen (insgesamt 36
Parzellen; ca. 1.300 m? Nettoversuchsflache ) angelegt. Im Projektjahr 2012 handelte es sich
um zweijahrige Erdbeerpflanzen. Diese waren am 12. August 2010 als getopfte Griinpflanzen
(cv. Elsanta) gepflanzt und bereits im Freilandversuch 2011 als einjdhrige Pflanzen
verwendet worden. Die Wasserversorgung der Pflanzen wurde (ber eine

Tropfchenbewdsserung mit einem Einschaltpunkt von < -250 hPa sichergestellt.
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Der Freilandversuch 2013 wurde auf einer benachbarten Flache durchgefiihrt. Der Versuch
wurde ebenfalls in einer randomisierten Blockanlage mit vier Blocken zu acht Parzellen
(insgesamt 32 Parzellen; ca. 1200 m? Nettoversuchsfliche) angelegt. Fir diesen Versuch
wurden am 5. Juni 2012 Frigopflanzen (cv. Elsanta) gepflanzt. Die Pflanzen wurden 2013
mittels Sprinkler bewdssert (bei < -250 hPa).

In beiden Versuchsjahren bestanden die Parzellen aus vier Reihen mit jeweils 20 Pflanzen
(= 80 Pflanzen). Zur Vermeidung von Randeffekten wurden die dufleren Reihen je Parzelle als
Randpflanzen betrachtet, so dass pro Parzelle insgesamt nur 32 Pflanzen fir die
Auswertungen verwendet wurden.

In beiden Versuchen wurden die Pflanzen zum Ende der Bliite mit Stroh gemulcht. Die

Unkrauter wurden bei Bedarf mechanisch entfernt.

Zur Gewadhrleistung ginstiger Infektionsbedingungen fiir B. cinerea wurde, wie im
vorangegangenen Projekt FZK 060E354, in den Freilandversuchen eine Beregnungsanlage
installiert, indem alle Parzellen mit einem Sprinkler ausgestattet und die Pflanzen ab
Blihbeginn nachts beregnet wurden. Die Beregnung erfolgte in beiden Jahren jeweils um
20:30 Uhr, 21:30 Uhr, 23:30 Uhr und 5 Uhr fir je 8 Minuten (ca. 2-2,5 mm simulierter
Niederschlag pro Nacht). Im Jahr 2012 wurde die Beregnung aufgrund starker Niederschlage
jedoch vom 17.5. bis 22.5. ausgesetzt.

In Anlehnung an die Versuche des vorangegangenen Projektes FZK 060E354, bestand eine
weitere Mallnahme zur Férderung von B. cinerea darin, einen GroRteil der Pflanzen im
Bestand nicht zu beernten, d.h. befallene Friichte wurden an der Pflanze belassen.
Ausgenommen davon waren zehn Pflanzen pro Parzelle, die fir die Erfassung der

Erntemengen vorgesehen waren.
Zwei Datalogger dienten der Erfassung von Lufttemperatur und relativer Luftfeuchte.

Zwischen den Erdbeerpflanzen wurden auBerdem Blattfeuchtefiihler angebracht, um die

Blattbenetzungszeiten zu erfassen.
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2.3.2. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer

Praparate gegen Botrytis cinerea im Freiland (2012)

Im Projektjahr 2012 wurde der Freilandversuch aus 2011 (Projekt: FZK 060E354) hinsichtlich
der Wirksamkeit und Kombinierbarkeit von ausgewahlten mikrobiologischen Praparaten

gegenulber B. cinerea wiederholt.

Die drei mikrobiologischen Praparate RhizoVital®42 fl. (B. amyloliquefaciens), Boni-
Protect®forte (A. pullulans) und Naturalis® (B. bassiana) wurden von Beginn der
Erdbeerblite (BBCH 61) bis kurz vor Ernteende (BBCH 89) im wdochentlichen Abstand einzeln
und in Kombination gegen B. cinerea appliziert (Tabelle 6). In den Kontrollvarianten wurde
Wasser bzw. eine im Konventionellen Erdbeeranbau gangige Fungizidspritzfolge (an vier
Terminen wahrend der Blite, anschlieend Wasser) ausgebracht. Die Prifmittel wurden
mithilfe einer druckluftunterstiitzten Dreidiisengabel (Christian Schachtner Geratetechnik)

an insgesamt sieben Behandlungsterminen ausgebracht.

Tabelle 6: Ubersicht der Versuchsglieder im Freilandversuch 2012

VG Behandlung mit Konzentration des Mittels (%)
VGO01 Wasser

VGO02 RhizoVitaI®42 fl. (Bacillus amyloliquefaciens) 0,07

VGO03 BoniProtect forte (Aureobasidium pullulans) 0,09

VGO04 Naturalis® (Beauveria bassiana) 0,07

VGO05 RhizoVital®42 fl. + BoniProtect™forte 0,07 + 0,09

VG06  Rhizovital®42 fl. + Naturalis”™ 0,07 +0,07

VGO7 BoniProtect"forte + Naturalis” 0,09 + 0,07

VGO08 RhizoVital®42 fl. + BoniProtect “forte + Naturalis® 0,07 + 0,09 + 0,07

VGO09 1x Signum®, 2x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva® 0,13;0,1;0,1 + 0,05

An jedem Behandlungstermin wurden die Lebendkeimzahlen in den mikrobiologischen

Praparaten erfasst. Sie entsprachen dabei jeweils im Durchschnitt den Herstellerangaben.

Auswertung des Freilandversuches

In Anlehnung an die Freilandversuche des vorangegangenen Projektes FZK 060E354 wurden
die Erntemengen, die Befallshdufigkeit von B. cinerea an der Pflanze sowie die Entwicklung

von B. cinerea wahrend der Fruchtlagerung ermittelt.
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Fir die Bestimmung der Erntemengen wurden zehn, durchschnittlich entwickelte Pflanzen
markiert, an sechs Terminen beerntet und das Frischgewicht von gesunden Friichten
ermittelt. Mit Graufdule befallene Friichte wurden ebenfalls geerntet und gewogen. Die
durchschnittliche Erntemenge pro Pflanze wurde aus den aufsummierten Erntemengen
ermittelt. AnschlieBend wurde der Prozentsatz befallener Friichte pro Pflanze berechnet.

Die Befallsbonituren hinsichtlich B. cinerea wurden bei BBCH 89, BBCH 91 und BBCH 92
durchgefiihrt, wobei die EPPO-Priifrichtlinie 1/16 (2) (Eppo 1996) erfillt wurde. Hierbei
wurde die Anzahl gesunder und mit B. cinerea befallener Friichte bei zehn markierten und
nicht beernteten Pflanzen in jeder Parzelle erfasst. Die Befallshdufigkeit wurde unter
Verwendung von Formel 1 (siehe Kapitel 2.2.2.) berechnet.

Fiir die Untersuchung der Graufduleentwicklung an gelagerten Friichten wurden 30 gesunde
Friichte (oder alle Friichte bei weniger als 30 Friichten) bertihrungsfrei auf Zellstoff-Papier in
Plastikkisten ausgelegt. Die Kisten wurden bei Raumtemperatur aufgestellt. Die Friichte
wurden alle zwei Tage (max. sieben Tage) auf Befall durch B. cinerea und anderen Erregern
untersucht. Die faulen Friichte wurden dabei entfernt, die gesunden Friichte verblieben
jeweils in den Kisten. Die Anzahl und das Gewicht von Botrytisfriichten wurden
dokumentiert und die Befallshdufigkeit von B. cinerea bei den gelagerten Friichten nach
Formel 2 (siehe Kapitel 2.2.2.) berechnet. Der Lagerversuch wurde insgesamt zweimal

durchgeflhrt.

Vor dem Hintergrund der ganzheitlichen Betrachtung eines Applikationssystems im
Okologischen Erdbeeranbau wurde neben der Graufiule auch das Auftreten von
Nichtzielorganismen an den Pflanzen beobachtet. Eine Befallsbonitur hinsichtlich des
Erdbeerblitenstechers (Anthonomus rubi) erfolgte einmalig nach der Blite. Hierfiir wurden
10 Pflanzen auf abgeknickte Bliiten untersucht. Die Befallshdufigkeit von A. rubi pro Parzelle

wurde anschliefend wie folgt berechnet:

Befallshaufigkeit von A. rubi (%) = (Napgeknickt / 10) x 100 (3)

wobei Napgeknicke = Anzahl an Pflanzen mit abgeknickten Bliten

Das Auftreten von Spinnmilben wurde in einer destruktiven Endauswertung ermittelt

(Milbenwaschmethode nach Boller 1984).
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Weitere Schadlinge (z.B. Blattlduse) konnten nicht im nennenswerten Umfang beobachtet
werden. Aus diesem Grund wurde auf eine zeitaufwadndige Bonitur der Schadlinge im

Bestand verzichtet.

Wie im Versuch 2011 (Projekt: FZK 060E354) wurden an drei Terminen Blattproben (30
Blatter pro Parzelle) entnommen, um die Etablierung der BCAs sowie den Einfluss der BCAs
auf die natirlichen Mikroorganismengemeinschaften der Erdbeerblatter zu untersuchen. Fir
einen direkten Vergleich mit dem Freilandversuch des vorangegangenen Projektes FZK
060E354 wurden die Blattproben 2012 zu den gleichen BBCH-Stadien entnommen wie 2011:
die erste Probenahme fand vor der ersten BCA-Applikation zu BBCH 60, die zweite nach vier
BCA-Applikationen zu BBCH 73 und die dritte vier Wochen nach der siebten bzw. der letzten
BCA-Applikation zu BBCH 93 statt. Zusatzlich wurden an zwei Terminen (BBCH 91 und BBCH
92) jeweils 15 Friichte aus jeder Parzelle entnommen, um Aussagen zur Etablierung der BCAs
auf den Friichten treffen zu kdnnen. Der Probenumfang umfasste sowohl bei den Blatt- als

auch bei den Fruchtproben 36 Proben.

Durch Abspllen der Mikroorganismen von der Blatt- bzw. Fruchtoberflaiche wurden Extrakte
hergestellt. Zur Herstellung der Blattextrakte wurden die Blatter einer Probe in eine
Pufferlosung  Uberfiihrt.  AnschlieBend wurden die  Mikroorganismen  mittels
Uberkopfschiittlung (30 Minuten bei ca. 50 Umdrehungen pro Minute) sowie
anschliefendem Ultraschallbad (7 Minuten bei 35 kHz) von den Blattern abgewaschen und in
PBS-Pufferlosung suspendiert. Zur Herstellung der Fruchtextrakte wurden die
Mikroorganismen lediglich mittels Ultraschallbad von den Friichten abgewaschen. Die
Blattextrakte wurden fiir die Lebendkeimzahlbestimmungen (kulturabhangiges Verfahren)
und fir die 454 Pyrosequenzierung (kulturunabhangiges Verfahren), die Fruchtextrakte

lediglich fur Lebendkeimzahlbestimmungen verwendet.

Zur Bestimmung der Lebendkeimzahlen wurden jeweils 50 ul eines Blatt- oder Frucht-
extraktes mittels Spiralplater (Whitley Automatic Spiral Plater, Don Whitley Scientific,
England) auf verschiedene Ndhrmedien plattiert: R2A (Gesamtkeimzahlen Bakterien), PDA
dil. (Gesamtkeimzahlen Pilze), TSA dil. (Endosporen-formende Bakterien, u.a. Bacilli), SA

(Keimzahlen von Aureobasidium) und BSM (Keimzahlen von Beauveria). Fiir die Bestimmung
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von Endosporen-formenden Bakterien wurden die Extrakte vor dem Ausplattieren auf TSA
dil. einer Hitzebehandlung (80°C fir 15 Minuten) unterzogen.

Die Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE) von Endosporen-formenden Bakterien wurde
nach einer zweitdgigen Inkubation bei 27°C (Dunkelheit) ermittelt. Die Anzahl an
Aureobasidium-Kolonien auf SA wurde nach einer flinftagigen Inkubation bei 20°C
(Dunkelheit) ermittelt, wohingegen die Auszahlung der KBE auf den R2A-, PDA dil.- und BSM-
Platten nach einer siebentagigen Inkubation bei 20°C (Dunkelheit) erfolgte. Die verwendeten

Nahrmedien und deren Rezepturen sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Ndhrmedien fir die Lebendkeimzahlbestimmungen

Nahrmedium Rezeptur
R2A 18,2 g/L R2A Agar (BD, Frankreich); 0,1 g/L Cycloheximid
PDA dil 10,0 g/L Potato Dextrose Agar (Merck, Deutschland); 12,0 g/L Bacto Agar (BD, Frankreich)

0,1 g/L Streptomycinsulfat; 0,01 g/L Tetracycline hydrochlorid

SA 65,0 g/L Sabouraud Dextrose Agar (BD, Frankreich); 0,3 g/L Streptomycinsulfat

18,0 g/L Bacto Agar (BD, Frankreich); 20,0 g/L Glukose (99,9%); 10,0 g/L Soja-Pepton
BSM 0,05 g/L Cycloheximid; 0,1 g/L Dodine; 0,1 g/L Streptomycinsulfat;
0,05 g/L Tetracycline hydrochloride

4,0 g/L Tryptic Soy Agar (BD, Frankreich); 13,5 g/L Bacto Agar (BD, Frankreich);

TSA dil. 0,1 g/L Cycloheximid

Das restliche Volumen der Blattextrakte wurde in 250 ml Zentrifugenflaschen Gberfiihrt und
zentrifugiert (14.000xg, 20 Min., 4°C). Das entstandene Pellet wurde mit etwa 30 bis 40 ml
des jeweils verbliebenen Uberstandes resuspendiert und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt. Die Suspensionen wurden anschlielend bis zum Beginn der molekularbio-

logischen Untersuchungen (siehe 2.3.4.) bei -20°C gelagert.

2.3.3. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewdhlter mikrobiologischer
Priaparate gegen Botrytis cinerea im Integrierten Anbau von Erdbeeren

(2013)

Im Versuch 2013 wurde neben der Wirksamkeit von ausgewdhlten BCAs und BCA-
Kombinationen auch der Effekt eines zusatzlichen Einsatzes von ausgewdhlten BCA-
Behandlungen nach einer vorangegangenen, klassischen Behandlungsfolge von Fungiziden

im Hinblick auf eine moglicherweise verbesserte Regulierung von B. cinerea untersucht.
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Hierzu wurden die Erdbeerpflanzen von Bliihbeginn (BBCH 61) bis zur Fruchtreife (BBCH 85)
mit den mikrobiologischen Pradparaten RhizoVital®42 fl. und BoniProtect®forte (jeweils
einzeln sowie miteinander kombiniert) gegen B. cinerea behandelt. Dariber hinaus wurden
diese BCA-Pradparate in weiteren Versuchsgliedern nach einer klassischen Behandlungsfolge
mit Fungiziden an drei weiteren Behandlungsterminen (jeweils einzeln oder miteinander
kombiniert) ausgebracht (Tabelle 8). In den Kontrollvarianten wurde nur Wasser bzw. eine
im Konventionellen Erdbeeranbau gangige Behandlungsfolge von Fungiziden (an drei
Terminen wahrend der Bliite, anschlielRend Wasser) ausgebracht. Die Prifmittel wurden
mithilfe einer druckluftunterstiitzten Dreidliisengabel an insgesamt sechs Behandlungs-

terminen appliziert.

Tabelle 8: Ubersicht der Versuchsglieder im Freilandversuch 2013

VG Behandlung mit Konzentration des Mittels

(%)

VGOl Wasser
VGO2  Rhizovital®42 . (Bacillus amyloliquefaciens) 0,07
VGO3  BoniProtect forte (Aureobasidium pullulans) 0,09
VG04  Rhizovital®42 fl. + BoniProtect “forte 0,07 +0,09
VGO5  1x Signum®, 1x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva" , Rhizovital 42 fl. (3%) 0,13;0,1; 0,1 + 0,05; 0,07
VGO6  1x Signum®, 1x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva”™ , BoniProtect “forte (3%) 0,13;0,1;0,1 + 0,05 ; 0,09
VGO7 1x Signum®, 1x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva® , Rhizovital®42 fl.+ 0,13:0,1; 0,1 + 0,05; 0,09 +

BoniProtect forte (3% 0,07

. ® .. ® ® . ® . .

VGO8  1x Signum , 1x Switch ™, 1x Teldor  + Ortiva 0,13:0,1; 0,1 + 0,05

Auswertung des Freilandversuches

Wie bereits 2012 wurden an jedem Behandlungstag die Lebendkeimzahlen in den mikrobio-
logischen Praparaten erfasst. Auch in diesem Versuch entsprachen die Lebendkeimzahlen in

den BCA-Praparaten den Angaben der Hersteller.

Die Erntemengen, der Befall von B. cinerea im Bestand sowie die Entwicklung von B. cinerea
an gelagerten Frichten wurden wie im Freilandversuch 2012 ermittelt (siehe Kapitel 2.3.2).
Abweichend zum Freilandversuch 2012 wurden die Befallsbonituren von B. cinerea in

diesem Jahr nur an zwei Terminen durchgefiihrt (BBCH 91 und BBCH 92).
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Im Versuch 2013 wurden weiterhin an zwei Terminen Blatter (30 Blatter pro Parzelle)
gesammelt, um die Etablierung der BCAs, den Einfluss der vorangegangenen
Fungizidbehandlungen auf die Etablierung der BCAs sowie den Einfluss der Behandlungen
auf die indigenen Mikroorganismen zu untersuchen. Die ersten Blattproben wurden vor der
ersten BCA-Applikation zu BBCH 55-57 und die zweiten nach vier Behandlungsterminen zu
BBCH 67-71 entnommen. Die Herstellung der Blattextrakte und die Bestimmung der
Lebendkeimzahlen von Bakterien, Pilzen, Endosporen-formenden Bakterien und
Aureobasidium erfolgten wie im Freilandversuch 2012 (siehe Kapitel 2.3.2).

Das verbleibende Volumen der Blattextrakte wurde wie in Kapitel 2.3.2. beschrieben
ebenfalls fir die molekularbiologischen Untersuchungen bearbeitet und bis zum Beginn der

molekularbiologischen Untersuchungen (siehe Kapitel 2.3.4.) bei -20°C gelagert.

2.3.4. Vertiefung der molekularbiologischen Arbeiten

Anmerkung

Die Proben aus dem Freilandversuch 2011 (Projekt: FZK 060E354) wurden im Winter 2012
zusammen mit den Proben aus dem Freilandversuch 2012 bearbeitet. Somit werden die
entsprechenden molekularbiologischen Arbeiten zum Freilandversuch 2011 ebenfalls in

diesem Abschnitt bzw. in diesem Bericht vorgestellt.

Durchfiihrung der molekularbiologischen Arbeiten

Fiir die Freilandversuche 2011 und 2012 wurden die molekularbiologischen Arbeiten fiir

ausgewahlte Versuchsglieder durchgefiihrt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht der Blattproben fiir die molekularbiologischen Arbeiten 2011 und 2012

. Anzahl Probenahme-
Versuchsglied Behandlung Wiederholungen termine
VG 01 Kontrolle (Wasser) 4 BBCH 60, 73, 93
VG 03 BoniProtect” forte 4 BBCH 60, 73, 93
VG 07 Boniprotect®forte + Naturalis® 4 BBCH 60, 73, 93
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Fiir den Freilandversuch 2013 wurden die molekularbiologischen Arbeiten fir alle
Versuchsglieder an beiden Probenahmeterminen durchgefiihrt (Tabelle 10). Die Proben aus

2013 wurden im Rahmen einer Masterarbeit (Pauli 2013) bearbeitet.

Tabelle 10: Ubersicht der Blattproben fiir die molekularbiologischen Arbeiten 2013

. Anzahl Probenahme
= EEmEm I ! Wiederholungen -temine
VGO0l Wasser 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
VG02 RhizoVital®42 fl. (B. amyloliquefaciens) 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
VG03 BoniProtect “forte (A. pullulans) 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
VG04 RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
. ® L ® ® . ®
VGO5 1x .Slgr?ung@ , Ix Switch ™, 1x Teldor™ + Ortiva ", 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
Rhizovital ™42 fl. (3x)
1x Signum® 1x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva®
VGO06 i ® ’ ’ 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
BoniProtect forte (3x)
. ® L ® ® . ®
VGO7 1x .Slgr?ung@ , 1x Swnch , 1x T(gldor + Ortiva 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71
Rhizovital™ 42 fl.+ BoniProtect forte (3 x)
VG08  1x Signum®, 1x Switch®, 1x Teldor® + Ortiva®™ 4 BBCH 55-57, BBCH 67-71

Die gefrorenen Blattextrakte wurden aufgetaut und erneut zentrifugiert. Aus den Pellets
wurde die DNA isoliert (PowerSoiI® DNA Isolation Kit, Stid-Laborbedarf GmbH, Gauting,
Deutschland). Fragmente des ITS rRNA (~400bp) und 16S rRNA (~450 bp) Gens wurden
anschlielend unter Verwendung der universellen Primer-Paare ITS1 und ITS2 (Buée et al.
2009) sowie 27F und 337R (Hamp et al. 2009) mittels PCR amplifiziert. Die Primer sind
hierbei zuvor durch Einfiigen der Key-Primer A (CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA) und B
(CTATGCGCCTTGCCAGCC CGC), einer Schlisselsequenz (TCAG) sowie einer proben-
spezifischen Sequenz (MID) fir die 454 Pyrosequenzierung modifiziert worden.

Im Anschluss an die PCR wurden jeweils 4 pl jedes PCR-Produktes auf ein 1 %-iges
Agarosegel geladen und mittels Gelelektrophorese auf Vorhandensein von 400 bp bzw. 450
bp grolen DNA-Fragmenten untersucht. Die ITS rRNA- und 16S rRNA - PCR-Produkte
wurden aufgereinigt (HiYield PCR Clean-up/Gel Extraction Kit, Siid-Laborbedarf GmbH,
Gauting, Deutschland), bevor diese zu aquimolaren Konzentrationen gepoolt wurden. Die
beiden Pools aus PCR-Produkten wurden fir die Durchfihrung der 454-Pyrosequenzierung
an ein kommerzielles Labor (LGC Genomics GmbH, Berlin) gesendet. Die ITS rRNA - und die

16S rRNA - PCR-Produkte wurden hier jeweils auf verschiedenen 1/16-Platten sequenziert.

10.02.2014 31



Auswertung der 454-Pyrosequenzierung

Die bioinformatische Analyse der 454-Pyrosequenzierungsdaten wurde durch den
bioinformatischen Service von LGC Genomics GmbH mittels QIIME vorgenommen.

Eine ausfihrliche Beschreibung der verschiedenen Schritte der bioinformatischen Analyse
fir die Blattproben aus den Freilandversuchen 2011 und 2012 ist der Publikation von Sylla et
al. (2013) zu entnehmen. Diese trifft auch generell fir die bioinformatische Analyse der
Blattproben aus dem Freilandversuch 2013 zu, mit Ausnahme von: Auslassen des Denoising-
Schrittes, da fir die Generierung der Daten das Flow Pattern B verwendet wurde und ein
Denoising hier nicht moglich war.

In Klrze zusammengefasst beinhaltete die bioinformatische Analyse der 454
Pyrosequenzierungsdaten u.a. die Zusammenfassung von Sequenzen mit einer Uber-
einstimmung von mindestens 97 % zu operational taxonomic units (OTUs). Fir jedes OTU
wurde eine reprdsentative Sequenz gewadhlt. Die reprdsentativen Sequenzen jedes OTUs

wurden im Anschluss mit Referenzsequenzen aus einer Datenbank (Greengenes fiir 16S

rRNA-Sequenzen, UNITE fir ITS rRNA-Sequenzen) verglichen.

Die durch den bioinformatischen Service zur Verfigung gestellten Daten wurden
anschlielend fiir die Darstellung der Zusammensetzung der bakteriellen und pilzlichen
Phyllospharen-Mikrobiota verwendet. Die Mikroorganismengemeinschaften zwischen
verschiedenen Proben wurden mit Hilfe einer ANOSIM (analysis of similarity) in PAST
(paleontological statistics software package, Version 2.17b) verglichen. Fir alle Proben
wurden der Shannon-Diversity-Index und der Chaol-Estimator (nur fiir die Proben aus 2011
und 2012) in PAST berechnet. Als Grundlage fiir die Berechnung der ANOSIM, des Shannon-

Diversity Index und des Chao1l Estimators wurden OTUs auf Gattungsebene (L6) verwendet.

2.4. Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse wurde mit Statistica (Version 7.1)
durchgefiihrt. Die Werte der Lebendkeimzahlbestimmungen wurden log-transformiert
(x’=log(x+1)), wahrend die restlichen Werte nicht transformiert wurden.

Alle Daten wurden auf Normalverteilung getestet (Shapiro-Wilk-Test, a = 5 %). Flr den

Vergleich zwischen den Behandlungen wurde entweder eine einfaktorielle Varianzanalyse
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(normalverteilte Daten) oder eine nicht-parametrische Kruskal-Wallis-ANOVA (nicht
normalverteilte Daten) durchgefiihrt (o = jeweils 5%). Im Falle von signifikanten
Behandlungseffekten wurde ein Dunnett- oder Tukey-Test (normalverteilte Daten) oder

multiple Vergleiche mittels Kruskal-Wallis-Test (nicht normalverteilte Daten) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewihlter mikrobio-

logischer Prdaparate gegen Botrytis cinerea im Gewachshaus

Ermittlung von Erntemengen und Fruchtbefall

Das mittlere Frischgewicht von gesunden Friichten lag in diesem Versuch zwischen 25,9 g
und 38,5 g pro Pflanze, das Frischgewicht von Botrytis-Friichten zwischen 0, 6 g und 3,8 g pro
Pflanze. Signifikante Behandlungsunterschiede im Frischgewicht lagen weder bei den
gesunden noch bei den Botrytis-Friichten vor. Es konnten auch keine Behandlungsunter-
schiede hinsichtlich der durchschnittlichen Anzahl gesunder bzw. mit Botrytis befallener

Frichte pro Pflanze nachgewiesen werden (Abb. 5).

mgesunde Frichte OBotrytis-Friichte
10
Q
o 87
o N
S %
e 97
= o
g2 4
c o
< 5 |
0 i

> >
< & oo,e oge
< € &
<&

Abb. 5: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Anzahl der
Friichte pro Pflanze. Die Behandlungen wurden abgekirzt durch W=Wasser,
RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide. Die Fehler-
balken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen traten nicht auf (ANOVA, a =5 %).
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Bestimmung des Graufaulebefalls an der Pflanze

Beim ersten Boniturtermin (BBCH 85) lag die Befallshdufigkeit von B. cinerea zwischen 3 %
und 28 % (Abb. 6). Bei der zweiten (BBCH 87) und dritten Bonitur (BBCH 89) lag die mittlere
Befallshaufigkeit von B. cinerea zwischen 9% und 30 % bzw. zwischen 23 % und 34 %.
Signifikante Unterschiede zur unbehandelten Wasserkontrolle konnten an keinem der
Boniturtermine nachgewiesen werden. Somit erzielten weder die getesteten Behandlungen
mit den BCAs bzw. BCA-Kombinationen noch die Behandlung mit den Fungiziden eine im

Vergleich zur Wasserkontrolle ausreichende Wirkung gegeniiber B. cinerea.
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Abb. 6: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Befalls-
haufigkeit von B. cinerea. Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser,
RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide. Die Fehler-
balken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen traten nicht auf (ANOVA oder Kruskal-Wallis-ANOVA, a = 5 %).

Bestimmung des Graufaulebefalls wahrend der Lagerung

Im Lagerversuch konnte nach zweitagiger Lagerung kein Graufaulebefall festgestellt werden.
Der mittlere Befall der Friichte mit B. cinerea lag nach einer vier- und sechstagigen Lagerung
zwischen 0% und 28 % bzw. zwischen 15% und 57 %. Der Botrytis-Befall nahm von
sechstagiger auf siebentagiger Lagerung nicht mehr zu. In diesem Versuch konnten keinerlei
signifikante Behandlungsunterschiede nachgewiesen werden, d.h. neben den BCAs
reduzierte auch die klassische Behandlungsfolge mit den Fungiziden die Graufduleent-

wicklung an gelagerten Friichten im Vergleich zur Wasserkontrolle nicht (Abb. 7).
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Abb. 7: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf den Graufaule-
befall von Friichten wahrend der Lagerung. Die Behandlungen wurden abgekirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen
den Behandlungen traten nicht auf (ANOVA oder Kruskal-Wallis-ANOVA, jeweils o =5 %).

Erfassung der Nichtzielorganismen

Die Erfassung des Mehltaubefalls an zwei Terminen ergab, dass der mittlere Befall der
Pflanzen mit Echtem Mehltau bei allen Versuchsgliedern unter 1,5 % lag. Aufgrund des
insgesamt geringen Befalls und der groRBen Streuung der Daten wurde davon abgesehen, die

Daten statistisch auszuwerten.

3.2. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobio-
logischer Priaparate gegen Podosphaera aphanis im Gewachshaus

Der Befall mit Echtem Mehltau war trotz Inokulation der Versuchspflanzen mit dem Erreger
insgesamt sehr gering (Abb. 8). In der Wasserkontrolle wurden im Durchschnitt nur 0,3
Mehltaukolonien pro Pflanze beobachtet. Bei drei der insgesamt acht Versuchsglieder waren
keine Kolonien des Echten Mehltaus zu erkennen. Aufgrund des insgesamt sehr geringen
Befalls der Pflanzen wurde bei diesem Versuch davon abgesehen, die Daten statistisch

auszuwerten.
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Abb. 8: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf den Befall der
Pflanzen mit Echtem Mehltau. Die Kontrollbehandlungen wurden abgekiirzt durch
W=Wasser und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

3.3. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobio-

logischer Priaparate gegen Botrytis cinerea im Freiland (2012)

Ermittlung von Erntemengen und Fruchtbefall

Im Freilandversuch 2012 lag der mittlere Ertrag pro Pflanze zwischen 266,3 g und 358,1 g.
Der mittlere Ausfall an Botrytisfriichten beim Erntegut lag bei allen Versuchsgliedern unter
8% (Abb.9) und unterschied sich nicht signifikant zwischen den verschiedenen

Behandlungen (Kruskal-Wallis-ANOVA: p=0,183).
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Abb. 9: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf den Ausfall an
Botrytisfrichten beim Erntegut. Die Behandlungen wurden abgekirzt durch W=Wasser,
RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide. Die Fehler-
balken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen traten nicht auf (Kruskal-Wallis-ANOVA, jeweils a =5 %).

Bestimmung des Graufaulebefalls an der Pflanze

Der Graufaulebefall an den Pflanzen war beim ersten Boniturtermin (BBCH 89) sehr gering
und lag zwischen 0,3 % und 1,7 % (Abb. 10). Zu diesem Termin gab es keine signifikanten
Behandlungsunterschiede (Kruskal-Wallis-ANOVA: p=0,091). Beim zweiten Boniturtermin
(BBCH 91) lag der Befall der Pflanzen mit B. cinerea zwischen 8,9% und 26,9 %.
Zu diesem Zeitpunkt reduzierten Behandlungen mit RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte,
RhizoVital®42 fl. + Naturalis® sowie mit Fungiziden den Graufaulebefall an der Pflanze im
Vergleich zur Wasserkontrolle (23,6 %) signifikant. Beim dritten Boniturtermin (BBCH 92) lag
der mittlere Botrytis-Befall bereits zwischen 61,0 % und 78,4 %. An diesem Termin konnte
nur noch die Behandlung mit der klassischen Fungizidspritzfolge den Graufdaulebefall im
Vergleich zur Wasserkontrolle signifikant reduzieren (Kruskal-Wallis-Test: p=0,032), wahrend
keine der BCA-Behandlungen signifikante Befallsreduktionen erzielte, vermutlich aufgrund

des inzwischen sehr hohen Befalls der Pflanzen mit B. cinerea.
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Abb. 10: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Befalls-
haufigkeit von B. cinerea an der Pflanze. Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Versuchsglieder, die einen anderen
Buchstaben als die Wasserbehandlung aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden
BBCH-Stadium signifikant von der Wasserkontrolle (Kruskal-Wallis-ANOVA, jeweils a =5 %).

Bestimmung des Graufdulebefalls wiahrend der Lagerung

Im ersten Lagerversuch lag insgesamt ein moderater Befall der Friichte mit B. cinerea vor
(Abb. 11). Nach einer zweitagigen Lagerung der Erdbeeren lag die Befallshaufigkeit von
B. cinerea zwischen 0 % und 4,2 %. Nach einer vier- bzw. sechstédgigen Lagerung lag diese
bereits zwischen 4.2 % und 12,5 % bzw. 13,3 % und 27,5 %. Nach sieben Tagen der Lagerung
stieg der Graufaulebefall auf 13,3 % bis 32,5% an. Allerdings konnte an keinem der
Auswertungszeitpunkte ein signifikanter Behandlungseffekt nachgewiesen werden.

Im zweiten Lagerversuch war der Graufaulebefall an den gelagerten Frichten insgesamt
hoher als im ersten Lagerversuch (Abb. 12). Bereits nach zwei Tagen der Lagerung lag der
Botrytisbefall bei den mit Wasser behandelten Friichten bei 16,7 %, bei den Ubrigen
Versuchsgliedern zwischen 4,3 % und 14,0 %. Nach einer vier- und sechstagigen Lagerung lag
der Graufaulebefall bei allen Versuchsgliedern zwischen 25,0 % und 40,2 % bzw. zwischen
40,6 % und 65,4 %. Am letzten Auswertungszeitpunkt, d.h. nach siebentdgiger Lagerung,
erreichte der Botrytis-Befall 42,3 % bis 72,1 %. Wie auch beim ersten Lagerversuch, konnten
zu allen Auswertungsterminen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen

ermittelt werden.
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Abb. 11: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf den Graufaule-
befall von Friichten wahrend der Lagerung (1. Lagerversuch). Die Behandlungen wurden
abgekirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis®
und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen traten nicht auf (ANOVA oder Kruskal-Wallis-
ANOVA, jeweils a =5 %).
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Abb. 12: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf den Graufaule-
befall von Friichten wahrend der Lagerung (2. Lagerversuch). Die Behandlungen wurden
abgekirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis®
und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen traten nicht auf (ANOVA oder Kruskal-Wallis
ANOVA, jeweils a =5 %).
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Nichtzielorganismen

Im Versuch 2012 wies ein GroRteil der hinsichtlich des Befalls mit dem Erdbeerblitenstecher
untersuchten Pflanzen abgeknickte Bluten auf: im Durchschnitt waren zwischen 77,5 % und
90% der untersuchten Pflanzen von A.rubi befallen. Signifikante Einflisse der
verschiedenen Behandlungen auf das Auftreten des Erdbeerbliitenstechers konnten nicht
nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-ANOVA: p=0,679). Die Erfassung des
Spinnmilbenbefalls mittels Milbenwaschmethode ergab, dass die mittlere Anzahl an
Spinnmilben bei allen Versuchsgliedern zwischen 3,5 und 14,5 lag. Zwischen den
Behandlungen konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (ANOVA:

p = 0,559).

Lebendkeimzahlbestimmungen

Die wichtigsten Ergebnisse der Lebendkeimzahlbestimmungen des Freilandversuches 2012
sind in den Abb. 13 bis 20 dargestellt. Nach vier BCA-Behandlungen (BBCH 73) waren die
Gesamtkeimzahlen der Bakterien (Abb. 13) sowie die Keimzahlen von Endosporen-
formenden Bakterien (Abb. 14) auf Blittern, die mit RhizoVital®42 fl. (B. amyloliquefaciens
FZB42) einzeln oder in Kombination mit einem anderen BCA-Prdparat behandelt wurden, im
Vergleich zur Wasserkontrolle signifikant erhéht. Die Gesamtkeimzahlen der Pilze waren auf
Blattern, die mit den BCA-Kombinationen RhizoVital®42 fl. + Naturalis®, BoniProtect®forte +
Naturalis® und RhizoVital® 42 fl. + BoniProtect®forte + Naturalis® behandelt wurden,
signifikant erhoht (Abb. 15). Hingegen konnten Aureobasidium (Abb. 16) sowie Beauveria
(Abb. 17) auf entsprechend behandelten Blattern nicht in signifikant hoheren Keimzahlen

detektiert werden.

Neben einem erwarteten Anstieg der Gesamtkeimzahlen von Bakterien sowie der
Keimzahlen von Endosporen-formenden Bakterien in entsprechend behandelten
Blattproben konnte kein deutlicher Effekt der BCA-Behandlungen auf die natirliche

Mikrobiota der Phyllosphare mittels Lebendkeimzahlbestimmung nachgewiesen werden.
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Abb. 13: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Gesamtkeim-
zahlen von Bakterien auf Blattern unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach
viermaliger BCA-Applikation (BBCH 73). Die Behandlungen wurden abgekirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Versuchsglieder, die einen anderen
Buchstaben als die Wasserbehandlung aufweisen, unterscheiden sich signifikant von der
Wasserkontrolle (Dunnett-Test, a =5 %).
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Abb. 14: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Lebendkeim-
zahlen von Endosporen-formenden Bakterien auf Blattern unterschiedlich behandelter
Erdbeerpflanzen nach viermaliger BCA-Applikation (BBCH 73). Die Behandlungen wurden
abgekirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis®
und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Versuchsglieder,
die einen anderen Buchstaben als die Wasserbehandlung aufweisen, unterscheiden sich
signifikant von der Wasserkontrolle (Kruskal-Wallis-Test, a = 5 %).
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Abb. 15: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Gesamtkeim-
zahlen von Pilzen auf Blattern unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach viermaliger
BCA-Applikation (BBCH 73). Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=
RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung. Versuchsglieder, die einen anderen Buchstaben als
die Wasserbehandlung aufweisen, unterscheiden sich signifikant von der unbehandelten
Kontrolle (Dunnett-Test, a = 5 %).
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Abb. 16: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Lebendkeim-
zahlen von Aureobasidium auf Blattern unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach
viermaliger BCA-Applikation (BBCH 73). Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen
den Behandlungen traten nicht auf (Kruskal-Wallis-ANOVA, a =5 %).
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Abb. 17: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Lebendkeim-
zahlen von Beauveria auf Blattern unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach
viermaliger BCA-Applikation (BBCH 73). Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen
den Behandlungen traten nicht auf (Kruskal-Wallis-ANOVA, a =5 %).

Vier Wochen nach der letzten BCA-Behandlung, d.h. zu BBCH 93, waren die Keimzahlen von
Endosporen-formenden Bakterien in allen Versuchsgliedern insgesamt sehr niedrig, auch in
denen, die zuvor mit RhizoVital®2 fl. behandelt wurden (Abb. 18). In den meisten
Blattproben, die zuvor mit BoniProtect®forte allein oder in Kombination mit einem anderen
BCA-Praparat behandelt wurden, waren die Keimzahlen von Aureobasidium ebenfalls sehr
gering (Abb. 19). Aureobasidium konnte lediglich auf Blattern, die vier Wochen zuvor mit
RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte behandelt wurden, in signifikant héheren Keimzahlen
nachgewiesen werden als in den wasserbehandelten Kontrollblattern (Kruskal-Wallis-Test:
p =0,024). Die Keimzahlen von Beauveria waren auch zu BBCH 93 in allen Blattproben sehr
niedrig (Abb. 20). Signifikante Unterschiede konnten zwischen den Behandlungen nicht

festgestellt werden (Kruskal-Wallis-ANOVA: p = 0,530).
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Abb. 18: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Lebendkeim-
zahlen von Endosporen-formenden Bakterien auf Blattern unterschiedlich behandelter
Erdbeerpflanzen vier Wochen nach letzter BCA-Applikation (BBCH 93). Die Behandlungen
wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte,
Nat=Naturalis® und F=Fungizide. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen
traten nicht auf (Kruskal-Wallis-ANOVA, o = 5 %).
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Abb. 19: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Lebendkeim-
zahlen von Aureobasidium auf Blattern unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen vier
Wochen nach letzter BCA-Applikation (BBCH 93). Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Versuchsglieder, die einen anderen
Buchstaben als die Wasserbehandlung aufweisen, unterscheiden sich signifikant von der
unbehandelten Kontrolle (Kruskal-Wallis-Test, a=5 %).
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Abb. 20: Einfluss von Behandlungen mit BCAs und BCA-Kombinationen auf die Lebendkeim-
zahlen von Beauveria auf Blattern unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen vier Wochen
nach letzter BCA-Applikation (BBCH 93). Die Behandlungen wurden abgekirzt durch
W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte, Nat=Naturalis® und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen
den Behandlungen traten nicht auf (Kruskal-Wallis-ANOVA, a =5 %).

3.4. Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobio-
logischer Priparate gegen Botrytis cinerea im Integrierten Anbau von

Erdbeeren (2013)

Ermittlung von Erntemengen und Fruchtbefall

Der mittlere Ertrag pro Pflanze lag im Freilandversuch 2013 zwischen 534,5 g und 684,1 g. In
diesem Jahr betrug der Ausfall an Botrytisfriichten beim Erntegut zwischen 1,7 % und 4,1 %
(Abb. 21). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen

Behandlungen festgestellt werden (ANOVA: p=0,517).
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Abb. 21: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlieenden BCA-Behandlungen auf den Ausfall an Botrytisfriichten beim Erntegut. Die
Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen traten nicht auf (Kruskal-Wallis-
ANOVA, jeweils a = 5%).

Bestimmung des Graufdulebefalls an der Pflanze

Der Graufaulebefall an der Pflanze lag beim ersten Boniturtermin (BBCH 91) im Versuchsjahr
2013 zwischen 2,1 % und 6,3 % und war damit insgesamt sehr gering (Abb. 22). Dennoch lag
zu diesem Zeitpunkt in den mit Fungiziden (F) sowie in den mit Fungiziden plus RhizoVital®42
fl. + BoniProtect®forte (F — RV+Bon) behandelten Parzellen ein im Vergleich zur Wasser-
kontrolle signifikant geringerer Befall durch B. cinerea vor. Die wirksamen Behandlungen (F
sowie F—RV+Bon) unterschieden sich hierbei nicht signifikant hinsichtlich des Graufaule-
befalls.

Beim zweiten Boniturtermin (BBCH 92) lag der Befall der Pflanzen mit B. cinerea bei allen
Versuchsgliedern zwischen 20,2% und 57,9%. Zu diesem Zeitpunkt reduzierten
Behandlungen mit den Fungiziden (F), den Fungiziden plus RhizoVital®42 fl. (F — RV) sowie
den Fungiziden plus RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte (F — RV+Bon) den Graufaulebefall
an der Pflanze im Vergleich zur Wasserkontrolle (47,1%) signifikant. Hierbei war der Befall
mit B. cinerea in Parzellen, die mit Fungiziden plus RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte (F—
RV+Bon) tendenziell geringer (20,2 %) als in Parzellen, die lediglich mit den Fungiziden

behandelt wurden (30,1 %). Allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant.
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Abb. 22: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschliefenden BCA-Behandlungen auf die Befallshaufigkeit von B. cinerea an der Pflanze.
Die Behandlungen wurden abgekirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl.,
Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung. Versuchsglieder, die einen anderen Buchstaben als die Wasserbehandlung
aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden BBCH-Stadium signifikant von der
Wasserkontrolle (Kruskal-Wallis-Test, jeweils o = 5%).

Bestimmung des Graufaulebefalls wahrend der Lagerung

Im ersten Lagerversuch des Freilandversuches 2013 lag der Graufaulebefall nach einer
zweitagigen Lagerung der Erdbeeren zwischen 0 % und 2,5 % (Abb. 23). Nach vier bzw. sechs
Tagen Lagerung waren bereits 18,3 % bis 34,2 % bzw. 33,3 % bis 51,7 % der gelagerten
Frichte mit B. cinerea befallen. Nach einer siebentdgigen Lagerung reichte der
Graufaulebefall von 39,2 % bis 52,5 %. An allen Auswertungszeitpunkten lagen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen hinsichtlich der
Graufduleentwicklung vor.

Im zweiten Lagerversuch erreichte der Botrytisbefall an gelagerten Friichten nach zwei
Tagen Lagerung 0,0% bis 5,0 % und nach vier Tagen Lagerung 5,0 % bis 38,3 % (Abb. 24).
Nach sechs- bzw. siebentadgiger Lagerung der Friichte lag der Graufaulebefall zwischen
43,3 % und 70,0 bzw. zwischen 55,0 % und 79,2 %. Auch bei diesem Lagerversuch konnten

keinerlei Behandlungseffekte nachgewiesen werden.
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Abb. 23: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlieBenden BCA-Behandlungen auf den Graufdulebefall von Friichten wahrend der
Lagerung (1. Lagerversuch). Die Behandlungen wurden abgekirzt durch W=Wasser,
RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen traten
nicht auf (ANOVA oder Kruskal-Wallis ANOVA, jeweils o = 5 %).
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Abb. 24: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlieenden BCA-Behandlungen auf den Graufdulebefall von Frichten wdhrend der
Lagerung (2. Lagerversuch). Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser,
RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen traten
nicht auf (ANOVA jeweils a =5 %).
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Lebendkeimzahlbestimmungen

Die Lebendkeimzahlbestimmungen im Freilandversuch 2013 wurden im Rahmen einer
Masterarbeit durchgefiihrt und ausgewertet (Pauli 2013). Die wichtigsten Ergebnisse daraus

sind den Abb. 25 bis 28 zu entnehmen.

Nach insgesamt vier Behandlungen (BBCH 67-71) traten keine signifikanten
Behandlungsunterschiede in den Gesamtkeimzahlen von Bakterien (Abb. 25) und Pilzen
(Abb. 26) auf den Blattern auf. Hingegen waren die Lebendkeimzahlen von Endosporen-
formenden Bakterien (einschlieflich Bacilli) auf Blattern, die mit RhizoVital®42 fl. behandelt
waren, im Vergleich zur Wasserkontrolle und zu allen Blattproben, die nicht mit
RhizoVital®42 fl.  behandelt waren, signifikant erhdht (Abb.27). Zwischen den
Versuchsgliedern mit RhizoVitaI®fI.—Behandlungen traten dabei keine signifikanten
Unterschiede in den Lebendkeimzahlen von Endosporen-formenden Bakterien auf, obwohl
die Ausbringung von RhizoVital®42 fl. bei den Versuchsgliedern mit Fungiziden und
anschlielender BCA-Behandlung nur einmal und nicht viermal (wie bei ausschlieRlicher BCA-
Applikation) erfolgte. Uberraschenderweise waren die Lebendkeimzahlen von Endosporen-
formenden Bakterien auch auf Blattern, die mit Fungiziden und anschlieBend mit
BoniProtect®forte behandelt wurden und damit nicht mit RhizoVital®42 fl. behandelt
wurden, signifikant hoher als auf wasserbehandelten Blattern (Abb. 27).

Obwohl BoniProtect®forte in einigen Versuchsgliedern ausgebracht wurde, waren die
Lebendkeimzahlen von Aureobasidium nach vier Behandlungsterminen nicht nur in den
unbehandelten, sondern auch in den entsprechend behandelten Versuchsgliedern sehr
gering (Abb. 28). Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsgliedern

hinsichtlich der Aureobasidium-Keimzahlen lagen nicht vor.
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Abb. 25: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlielRenden BCA-Behandlungen auf die Gesamtkeimzahlen von Bakterien auf Blattern
unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach vier Behandlungsterminen (BBCH 67-71).
Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen traten nicht auf (ANOVA, a=5 %).
Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).
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Abb. 26: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlieBenden BCA-Behandlungen auf die Gesamtkeimzahlen von Pilzen auf Blattern
unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach vier Behandlungsterminen (BBCH 67-71).
Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen traten nicht auf (ANOVA, a =5 %).
Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).

10.02.2014 51



o - c
; 6 C c C C
=~ 5
- AB B AB
+
H 4 A
11]
X 3
=)
3 2
1 -
0 I T T T T T T
A s @oo q}oo & Q’oo Qoo <
A" < ‘ *
< < Qg-

Abb. 27: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschliefenden BCA-Behandlungen auf die Lebendkeimzahlen von Endosporen-formenden
Bakterien unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach vier Behandlungsterminen
(BBCH 67-71). Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl.,
Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
Versuchsglieder mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander
(Tukey-Test, a =5 %). Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).
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Abb. 28: Einfluss von Behandlungen mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlieBenden BCA-Behandlungen auf die Lebendkeimzahlen von Aureobasidium
unterschiedlich behandelter Erdbeerpflanzen nach vier Behandlungsterminen (BBCH 67-71).
Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen traten nicht auf (ANOVA, a =5 %).
Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).
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3.5. Ergebnisse der 454 Pyrosequenzierung

3.5.1. Freilandversuche 2011 und 2012

Die ausfiihrlichen Ergebnisse der 454 Pyrosequenzierung aus den Freilandversuchen 2011
und 2012 sind Sylla et al. (2013) zu entnehmen. Im vorliegenden Bericht sind die

entsprechenden Ergebnisse zusammengefasst.

Die Durchfiihrung der 454 Pyrosequenzierung hat ergeben, dass die Zusammensetzung der
natirlich vorkommenden mikrobiellen Gemeinschaften zwischen den Versuchsjahren 2011
und 2012 variierte, z.B. vor Beginn der BCA-Behandlungen (BBCH 60). Im Versuchsjahr 2011
reprasentierten beispielsweise die Gattungen Cryptococcus und Cystofilobasidium zu BBCH
60 die am haufigsten, natiirlich vorkommenden Pilze in der Erdbeerphyllosphédre, dagegen
war 2012 die relative Abundanz dieser Gattungen zum gleichen Wachstumsstadium geringer
als 2011 (siehe Abb. 3 in Sylla et al. 2013). Zum Stadium BBCH 60 war bei den Bakterien die
Gattung Hymenobacter im Jahr 2011 in der Erdbeerphyllosphdre dominant, wahrend die
relative Haufigkeit von Hymenobacter zum selben Wachstumsstadium im Jahr 2012 geringer
war (siehe Abb. 5 in Sylla et al. 2013). Auch innerhalb der Vegetationsperiode traten
Schwankungen in der Zusammensetzung der natirlich vorkommenden Mikroorganismen auf

(Sylla et al. 2013).

Im Jahr 2011 flhrten die Behandlungen der Erdbeerpflanzen mit A. pullulans
(BoniProtect®f0rte) allein oder in Kombination mit B. bassiana (Naturalis®) nach vier BCA-
Behandlungsterminen (BBCH 73) zu einer im Vergleich zur Wasserkontrolle signifikanten
unterschiedlichen Zusammensetzung der pilzlichen Gemeinschaften in der Phyllosphare
(ANOSIM: beide p-Werte < 0,027). Einzelapplikationen mit A. pullulans fihrten im Hinblick
auf langfristige BCA-Effekte, d.h. auch vier Wochen nach der letzten Behandlung (BBCH 93),
ebenfalls zu einer Veranderung in der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften (ANOSIM:
p = 0,029). In den mit den BCAs behandelten Versuchsgliedern, die signifikante Effekte
zeigten, war die mittlere relative Haufigkeit der Ordnung Dothideales im Vergleich zur
Wasserkontrolle entsprechend erhoht (Tabelle 11). Gleichzeitig war die Abundanz der
anderen Pilzordnungen in diesen Versuchsgliedern nicht wesentlich verringert, jedoch der
Anteil an Gattungen mit einer relativen Haufigkeit von weniger als 1 % oder an OTUs, die

nicht klassifiziert werden konnten, reduziert. Entsprechend war in den mit den BCAs
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behandelten Versuchsgliedern die relative Abundanz von Aureobasidium (einer Gattung der
Ordnung Dothideales) im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhoht (Tukey-Test: alle p-Werte
< 0,029). Zudem war zu BBCH 73 die pilzliche Diversitat auf den mit A. pullulans bzw.
A. pullulans + B. bassiana behandelten Blattern im Vergleich zur Wasserkontrolle signifikant

reduziert (Tukey-Test: beide p-Werte < 0,027).

Tabelle 11: Relative Haufigkeit von Pilzordnungen in der Erdbeerphyllosphdre bestimmt
durch die 454 Pyrosequenzierung nach BCA-Behandlungen an zwei verschiedenen Terminen
(BBCH 73, BBCH 93) im Freilandversuch 2011. Die Behandlungen wurden abgekiirzt durch
W=Wasser, AP= Aureobasidium pullulans (BoniProtect®forte), AP/BB=A. pullulans + Beau-
veria bassiana (Naturalis®). Auszug aus Tabelle 2 (modifiziert) in Sylla et al. (2013).

BBCH 73° BBCH 93°
W AP AP/BB W AP AP/BB

Ordnung MW  SE MW  SE MW  SE MW  SE MW  SE MW  SE

Filobasidiales 0088 0013 0088 0023 0050 0009 0389 0026 0270 0,036 0311 0,021
Dothideales 0,093 0008 0297 0080 0519 0024 0049 0021 0234 0029 0139 0,028
Capnodiales 0080 0012 0035 0007 0024 0005 0224 0026 0198 0,028 0,138 0,044
Cystofilobasidiales 0,016 0,002 0,009 0,003 0,007 0004 0044 0046 0011 0003 0,006 0,002
Pleosporales 0,096 0010 0103 0035 0040 0,004 0047 0,020 0076 0,022 0114 0,034
Sporidiobolales 0,017 0,003 0,005 0,003 0011 0000 0031 0008 0033 0013 0,032 0,005
Chaetothyriales 0,068 0,012 0,036 0003 0037 0010 0003 0003 0004 0001 0,006 0,002
Helotiales 0010 0001 0004 0002 0020 0006 0053 0021 0017 0,008 0041 0,007
Hypocreales 0011 0004 0010 0,002 0008 0,003 0020 0012 0013 0,006 0016 0,008
Tremellales 0,003 0001 0008 0,003 0001 000l 0001 0002 0001 0,00l 0002 0,001
Lecanorales 0034 0004 0013 0005 0023 0,006 0000 0000 0003 0,002 0002 0,002
Agaricales 0,001 0000 0001 0001 0002 000l 0043 0,047 0016 0,002 0,041 0,009
Taphrinales 0,007 0002 0002 0,001 0002 0,00l 0001 0001 0012 0,003 0013 0,004
Teloschistales 0,027 0004 0016 0001 0006 0,002 0000 000l 0000 0,000 0,003 0,001
Erysiphales 0017 0001 0016 0,005 0002 0,001 0000 0001 0001 0,001 0,004 0,002
Xylariales 0,008 0002 0011 0007 0009 0002 0000 0000 0002 0,001 0,000 0,000
Pucciniales 0017 0003 0010 0,005 0009 0,004 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000
Andere " 0408 0023 0335 0055 0228 003l 0094 0047 0108 0,020 0,131 0,040

2 hach 4 BCA-Behandlungen; BBCH 73 reprasentiert damit kurzfristige Effekte
b vier Wochen nach der letzten BCA-Behandlung; BBCH 93 reprasentiert damit langfristige Effekte
€ enthalt Ordnungen mit weniger als 1% sowie OTUs, die keiner Ordnung zugeordnet werden konnten

Im Freilandversuch 2011 konnten weiterhin keine signifikanten Effekte der BCA-
Behandlungen auf die Zusammensetzung der bakteriellen Phyllosphdarengemeinschaften

nachgewiesen werden (ANOSIM: alle p-Werte > 0,682).
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Fir das Versuchsjahr 2012 konnten keine Schlussfolgerungen zu moglichen Effekten der
eingesetzten BCAs auf die natirlichen Mikroorganismengemeinschaften in der Phyllosphare
getroffen werden, da sich weder A. pullulans noch B. bassiana in der Phyllosphdre etabliert

haben (siehe auch Kapitel 3.3).

3.5.1. Freilandversuch 2013

Die 454 Pyrosequenzierung der Proben des Versuchsjahres 2013 wurde im Rahmen einer
Masterarbeit durchgefiihrt (Pauli 2013). Gleichfalls erfolgte ein GroRteil der Auswertung der
16S rRNA-Sequenzen im Rahmen derselben Arbeit. Die Auswertungen wurden fiir diesen
Bericht z.T. durch statistische Analysen (z.B. ANOSIM) ergdnzt. Die Auswertung der ITS rRNA-

Sequenzen erfolgte unabhangig von dieser Masterarbeit.

Die Gesamtanzahl der ITS rRNA-Sequenzen betrug 71.042, die insgesamt 1.034 OTUs
zugeordnet wurden. Fir die erste Probenahme vor Behandlungsbeginn (BBCH 55-57)
konnten durchschnittlich 1.313 + 508 und fur die zweite Probenahme nach vier
Behandlungen (BBCH 67-71) durchschnittlich 1.250 + 450 ITS rRNA-Sequenzen je Probe
ermittelt werden. Von insgesamt 68.643 16S rRNA-Sequenzen konnten nach Bereinigung der
Daten um Chloroplasten-Sequenzen etwa 28% aller Sequenzen (19.550) Bakterien
zugeordnet werden. Die Anzahl der OTUs betrug insgesamt 2098. Die mittlere Anzahl an 16S
rRNA-Sequenzen je Probe entsprach 266 + 204 fiir die erste Probenahme (BBHCH 55-57) und
456 + 205 fir die zweite Probenahme (BBCH 67-71).

Pilzliche Gemeinschaften in der Erdbeerphyllosphire

In allen, noch unbehandelten Versuchsgliedern gehorten Vertreter der Klassen
Dothideomycetes, Tremellomycetes und Leotiomycetes zu den am haufigsten, natirlich
vorkommenden Pilzen der Erdbeerphyllosphdre zum Wachstumsstadium BBCH 55-57

(Tabelle 12).
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Tabelle 12: Relative Haufigkeit von Pilzklassen in der Erdbeerphyllosphdre bestimmt durch
die 454 Pyrosequenzierung vor Behandlungen (BBCH 55-57) mit BCAs, BCA-Kombinationen
sowie Fungiziden plus anschliefenden BCA-Applikationen. Die vorgesehenen Behandlungen
wurden abgekilirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte und
F=Fungizide.

Mittlere relative Haufigkeit (%)a

Klasse W RV Bon RV+Bon F-RV F-Bon F-RV+Bon F

Dothideomycetes 339 40,7 354 32,4 29,7 32,7 36,6 33,8
Tremellomycetes 26,3 249 257 25,5 29,0 34,8 23,9 22,8
Leotiomycetes 179 20,2 20,3 26,6 20,4 17,5 25,0 25,8
Sordariomycetes 55 32 45 3,2 51 3,6 3,3 3,4
Agaricomycetes 3,9 2,3 3,9 3,1 2,2 19 2,0 2,3
Microbotryomycetes 0,7 0,7 1,0 0,8 0,7 0,6 0,6 0,3
Andere ° 11,8 81 93 8,3 12,8 8,8 8,6 11,7

& Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n = 4)
enthalt Klassen mit weniger als 1% sowie OTUs, die keiner Klasse zugeordnet werden konnten

Auf Gattungsebene reprasentierten Cryptococcus und Davidiella die am haufigsten, nattirlich
vorkommenden Pilze auf Erdbeerblattern, gefolgt von Cladosporium und Cystofilobasidium
(Tabelle 13). Die relative Haufigkeit von Aureobasidium, einem an die Phyllosphéare
angepassten hefedhnlichen Pilz, lag auf den noch unbehandelten Blattproben zwischen
1,7 % und 3,9 %.

Die Diversitatsindizes unterschieden sich nicht deutlich bei den verschiedenen, noch
unbehandelten Blattproben und lagen zwischen 2,593 und 3,038 (Tabelle 13). Auch die
Zusammensetzung der pilzlichen Gattungen unterschied sich auf den noch unbehandelten

Blattern nicht (ANOSIM: alle p-Werte > 0,120).
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Tabelle 13: Relative Haufigkeit von Pilzgattungen in der Erdbeerphyllosphdre bestimmt
durch die 454 Pyrosequenzierung vor Behandlungen (BBCH 55-57) mit BCAs, BCA-
Kombinationen sowie Fungiziden plus anschlieBenden BCA-Applikationen. Die vorgesehenen
Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide.

Mittlere relative Haufigkeit (%)a

Gattung W RV Bon RV+Bon F-RV F-Bon F-RV+Bon F
Cryptococcus 18,8 17,3 151 15,8 18,9 23,0 15,6 14,0
Davidiella 13,7 16,4 12,6 14,2 11,5 15,5 16,0 14,9
Cladosporium 6,7 9,9 10,0 8,5 7,3 7,0 7,7 6,4
Cystofilobasidium 2,2 2,3 4,1 2,8 6,4 4,7 3,4 4,0
Aureobasidium 29 3,6 2,4 1,7 3,2 29 3,8 3,9
Udeniomyces 2,5 2,7 3,0 4,9 1,9 3,7 2,2 2,0
Alternaria 2,1 2,5 3,3 2,2 1,7 1,6 2,6 1,8
Epicoccum 1,6 2,0 1,9 0,9 11 1,1 1.4 1,9
Fusarium 1.4 0,9 2,2 1,2 1,8 0,9 0,9 0,9
Lewia 1,0 14 1,6 11 1,0 1,3 1.4 1,0
Vuilleminia 0,8 0,4 0,9 0,7 0,4 0,3 0,3 0,8
Bjerkandera 0,7 0,3 0,8 0,7 0,5 0,5 0,6 0,4
Sporormia 0,9 0,3 0,3 0,4 1,3 0,3 0,2 0,3
Verticillium 0,7 0,2 0,3 0,3 1,3 0,3 0,3 0,3
Fomes 0,6 0,4 0,5 0,4 0,4 0,2 0,3 0,5
Truncatella 0,7 0,5 0,1 0,1 0,2 0,5 0,3 0,4
Cadophora 0,5 0,2 0,9 0,4 0,3 0,3 0,0 0,0
Discostroma 0,4 0,3 0,0 0,2 0,3 0,3 0,2 0,4
Pleospora 0,3 0,4 0,2 0,2 0,0 0,1 0,4 0,4
Hormonema 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Phoma 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,3
Andere” 41,6 37,0 39,9 43,2 40,4 35,4 42,2 45,4
Shannon-

Diversity Index 3,038 2,764 3,005 2,639 2,678 2,648 2,618 2,593

2 Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n=4)
b enthdlt Gattungen mit weniger als 1% sowie OTUs, die keiner Gattung zugeordnet werden konnten

Nach vier Behandlungen der Pflanzen mit den BCAs, BCA-Kombinationen oder mit den
Fungiziden plus anschlieRenden BCA-Behandlungen (BBCH 61-71), waren Pilze der Klassen
Tremellomycetes und Dothideomycetes in allen Blattproben am haufigsten vertreten, wobei
die relative Haufigkeit der Dothideomycetes in allen mit BoniProtect®forte-behandelten
Versuchsgliedern etwa 1,7 bis 2,3-fach hoher war als in den mit Wasser behandelten

Blattproben (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Relative Haufigkeit von Pilzklassen in der Erdbeerphyllosphdre bestimmt durch
die 454 Pyrosequenzierung nach Behandlungen (BBCH 67-71) mit BCAs, BCA-Kombinationen
sowie Fungiziden plus anschlieBenden BCA-Applikationen. Die Behandlungen wurden
abgekirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide.

Mittlere relative Haufigkeit (%)a

Klasse W RV Bon RV+Bon F-RV.__F-Bon F-RV+Bon F

Tremellomycetes 579 55,1 453 48,0 45,7 36,8 26,3 40,6
Dothideomycetes 22,0 19,7 413 38,6 24,7 42,2 51,7 28,5
Leotiomycetes 2,6 4,0 1,7 2,0 4.4 2,7 2,6 2,8
Sordariomycetes 1,7 1,7 1,9 1,6 2,9 1,7 1,8 7,8
Microbotryomycetes 2,2 0,6 1,0 1,0 3,4 1,8 2,6 3,2
Agaricomycetes 0,4 0,5 0,2 0,3 1,1 0,9 0,7 0,4
Eurotiomycetes 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,4 0,1 0,4
Wallemiomycetes 0,0 0,2 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0
Andere " 13,0 18,1 8,5 8,3 16,8 13,4 14,1 16,2

2 Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n=4)
b enthélt Klassen mit weniger als 1% sowie OTUSs, die keiner Klasse zugeordnet werden konnten

Cryptococcus war zu BBCH 67-71 in allen Versuchsgliedern die am haufigsten vertretene
Gattung (Tabelle 15). Die mittlere relative Haufigkeit von Aureobasidium-Sequenzen betrug
in wasserbehandelten Blattproben nur 1,0 %, erreichte hingegen in allen mit BoniProtect®-
forte behandelten Blattproben Werte von 23,8 % bis 29,8 % (Tabelle 15 und Abb. 29). Die
relative Abundanz von Aureobasidium war in allen mit BoniProtect®forte-behandelten
Blattproben signifikant hoher als in der Wasserkontrolle (Dunnett-Test: alle p-Werte <
0,001). In den mit BoniProtect®forte und RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte behandelten
Versuchsgliedern war gleichzeitig die relative Haufigkeit der dominanten Gattung
Cryptococcus sowie anderer Gattungen im Vergleich zur Wasserkontrolle nur unwesentlich
verringert. Hingegen war die relative Haufigkeit von Cryptococcus in Versuchsgliedern, die
mit einer klassischen Fungizidbehandlung plus BoniProtect®forte bzw. mit einer klassischen
Fungizidbehandlung plus RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte behandelt wurden, im
Vergleich zu mit Wasser behandelten Versuchsgliedern um das 1,4- bzw. 2,3-fache reduziert.
Die Diversitdtsindizes waren dennoch in allen Blattproben &hnlich hoch (Tabelle 15).
Hingegen unterschieden sich alle behandelten Versuchsglieder hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung der pilzlichen Gemeinschaften signifikant von der Wasserkontrolle

(ANOSIM: alle p-Werte < 0,032).
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Tabelle 15: Relative Haufigkeit von Pilzgattungen in der Erdbeerphyllosphdre bestimmt
durch die 454 Pyrosequenzierung nach Behandlungen (BBCH 67-71) mit BCAs, BCA-
Kombinationen sowie Fungiziden plus anschlieBenden BCA-Applikationen. Die Behandlungen
wurden abgekilirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte und

F=Fungizide.

Mittlere relative Haufigkeit der Pilzgattungen (%)a
Gattung W RV Bon RV+Bon F-RV F-Bon F-RV+Bon F
Cryptococcus 415 40,3 354 34,7 35,2 28,4 17,6 30,1
Aureobasidium 1,0 24 28,9 25,2 2,9 23,8 29,8 47
Davidiella 10,5 6,4 53 55 7,0 4,0 11,8 9,2
Epicoccum 4,4 3,9 3.4 2,7 8,6 8,2 57 10,3
Sporobolomyces 2,2 0,5 0,9 1,0 31 1,6 2,4 3,2
Cystofilobasidium 25 3,7 1,8 2,6 0,9 11 0,4 0,2
Monographella 11 11 1,2 0,9 1,9 0,9 1,0 2,7
Cladosporium 2,0 2,5 1,3 2,1 0,6 0,9 0,6 0,6
Lewia 1,2 1,2 0,6 0,7 1,1 0,8 0,7 0,7
Pyrenophora 0,6 0,7 0,2 0,5 1,1 2,3 0,6 0,8
Udeniomyces 1,0 1,6 1,2 1,3 0,1 0,1 0,1 0,1
Alternaria 0,5 0,6 0.4 0,5 0,8 0,3 0,8 0,4
Verticillium 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4
Eurotium 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,0 0,4
Capnobotryella 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,5 0,0 0,0
Wallemia 0,0 0,2 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0
Andere ° 314 349 19,2 22,0 35,7 26,6 28,3 36,2
Shannon-

Diversity Index

2,385 2,435 2,137 2,238 2,498 2,335 2,375 2,458

2 Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n=4)

b enthdlt Gattungen mit weniger als 1% sowie OTUs, die keiner Gattung zugeordnet werden konnten
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Abb. 29: Relative Haufigkeit von Aureobasidium in der Erdbeerphyllosphdre nach
Behandlungen (BBCH 67-71) mit BCAs, BCA-Kombinationen sowie Fungiziden mit
anschlieBenden BCA-Behandlungen im Freilandversuch 2013. Die Behandlungen wurden
abgekirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Versuchsglieder, die einen anderen
Buchstaben als die Wasserbehandlung aufweisen, unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle (Dunnett-Test, a = 5 %).

Bakterielle Gemeinschaften in der Erdbeerphyllosphére

Bakterien der Klassen Gammaproteobacteria und Alphaproteobacteria reprasentierten die
am haufigsten, natirlich vorkommenden Bakterien der Erdbeerphyllosphdre vor Beginn der
Behandlungen (BBCH 55-57) (Tabelle 16). Interessanterweise betrug die relative Haufigkeit
der Alphaproteobacteria in zwei der noch unbehandelten Blattproben (spatere Behandlung
mit BoniProtect®forte und Fungizide plus RhizoVital®42 fl.) mindestens 45,7 % und die
relative Haufigkeit der Gammaproteobacteria in denselben Proben maximal 12,9 %,
wahrend das Verhaltnis der relativen Haufigkeit beider Klassen in den anderen sechs, noch
unbehandelten Proben gegensatzlich war, d.h. hier dominierten Vertreter der

Gammaproteobacteria die Erdbeerphyllosphare.

Im Durchschnitt konnten zu BBCH 55-57 etwa 54,0 % der bakteriellen Sequenzen keiner
Gattung zugeordnet werden, so dass in diesem Bericht davon abgesehen wird, die Daten fir
diesen Termin auf Gattungsebene darzustellen. Die Werte des Shannon-Wiener Index
schwankten an diesem Termin zwischen 2,292 und 1,362. Damit war die bakterielle

Diversitat bei den noch unbehandelten Blattproben an diesem Termin uneinheitlich.
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Tabelle 16: Relative Haufigkeit von bakteriellen Klassen in der Erdbeerphyllosphare
bestimmt durch die 454 Pyrosequenzierung vor Behandlungen (BBCH 55-57) mit BCAs, BCA-
Kombinationen sowie Fungiziden plus anschlieBenden BCA-Applikationen. Die vorgesehenen
Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide. Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).

Mittlere relative Haufigkeit (%)%

Klasse W RV Bon RV+Bon F-RV F-Bon F-RV+Bon F

Gammaproteobacteria 50,2 62,5 15 38,4 12,9 49,2 44,7 53,9
Alphaproteobacteria 10,6 9,8 50,4 25,3 45,7 11,4 9,7 20,8
Rubrobacteria 8,2 2,5 3,7 3,0 2,9 6,5 10,8 2,5
Betaproteobacteria 50 49 11,5 5,6 10,0 11,8 4,4 3,7
Bacilli 2,8 3,7 0,7 0,4 0,0 1,8 15,9 1,3
Solibacteres 0,7 0,4 0,0 0,2 0,0 0,0 0,6 0,0
Flavobacteriia 0,2 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0,6 0,2
Oscillatoriophycideae 0,0 0,2 0,5 0,2 0,0 0,0 0,6 0,4
Acidimicrobiia 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4
Actinobacteria 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Nostocophycideae 0,0 0,0 0,0 11 0,0 0,0 0,0 0,0
Andere” 21,7 15,9 314 24,8 28,6 19,2 12,7 16,8

& Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n=4)
b enthalt Klassen mit weniger als 1% sowie OTUs, die keiner Klasse zugeordnet werden konnten

Auch wenn vor Behandlungsbeginn die Diversitat sowie die Haufigkeitsverteilung der Klassen
Gammaproteobacteria und Alphaproteobacteria in den verschiedenen Blattproben nicht
immer gleichmaBig war, konnten keine signifikanten Unterschiede in der Zusammensetzung
der bakteriellen OTUs auf Gattungsebene im Vergleich zur Wasserbehandlung festgestellt

werden (ANOSIM: alle p-Werte > 0,344).

Nach Behandlung der Pflanzen mit den BCAs, BCA-Kombinationen oder mit den Fungiziden
plusm BCAs (BBCH 61-71) waren Bakterien der Klassen Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria und Gammaproteobacteria in allen Versuchsgliedern haufig vertreten
(Tabelle 17). Die relative Haufigkeit von Vertretern der Klasse Bacilli in der
Erdbeerphyllosphdre war gering, unabhangig davon, ob die Blatter zuvor mit RhizoVital®42

fl. behandelt wurden.
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Tabelle 17: Relative Haufigkeit von bakteriellen Klassen in der Erdbeerphyllosphére
bestimmt durch die 454 Pyrosequenzierung nach Behandlungen (BBCH 67-71) mit BCAs,
BCA-Kombinationen sowie Fungiziden plus anschlieBenden BCA-Applikationen. Die
vorgesehenen Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl.,
Bon=BoniProtect®forte und F=Fungizide. Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).

Mittlere relative Haufigkeit (%)%

Klasse W RV Bon RV+Bon F-RV F-Bon F-RV+Bon F

Alphaproteobacteria 28,6 28,6 24.8 25,3 25,7 32,1 34,0 25,9
Betaproteobacteria 24,3 30,6 23,8 16,6 26,5 30,2 26,5 28,0
Gammaproteobacteria 17,0 9,5 24,1 30,1 29,8 13,6 27,9 24,7
Rubrobacteria 3,6 4,4 34 4,7 3,0 4,6 4,8 8,0
Bacilli 1,1 3,5 4,2 2,5 57 47 2,7 12
Mollicutes 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sphingobacteriia 0,3 0,5 0,2 0,6 0,1 0,2 0,0 0,2
Solibacteres 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,3 0,0 0,1
Oscillatoriophycideae 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nostocophycideae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
Andere” 24,4 22,3 19,5 20,1 9,1 14,1 4,1 12,0

2 Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n=4)
b enthélt Klassen mit weniger als 1% sowie OTUSs, die keiner Klasse zugeordnet werden konnten

Die Gattung Sphingomonas war nach insgesamt vier Behandlungsterminen in allen
Versuchsgliedern am haufigsten vertreten (Tabelle 18). Die relative Haufigkeit der Gattungen
Hymenobacter, Pseudomonas und Variovorax in der Erdbeerphyllosphdre war zu diesem
Zeitpunkt ebenfalls hoch, jedoch nicht in allen Versuchsgliedern. Z.B. war die Gattung
Hymenobacter nur in Versuchsgliedern haufig vertreten, die zuvor mit Wasser oder
ausschlieBlich mit den BCA-Praparaten behandelt wurden, wahrend sie in Versuchsgliedern,
in denen Fungizide appliziert worden waren, deutlich seltener vorkam. Im Vergleich zur
Wasserkontrolle war die relative Haufigkeit von Bacillus in RhizoVital®42 fl.-behandelten
Blattproben nicht erhoht.

Anders als vor Behandlungsbeginn unterschied sich die bakterielle Diversitat in den meisten
behandelten Versuchsgliedern nicht deutlich von der Diversitat der mit Wasser behandelten
Blattproben (Tabelle 18). Lediglich die Blattproben, die mit einer klassischen Fungizid-
spritzfolge plus der BCA-Kombination RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte behandelt
wurden, wiesen einen im Vergleich zur Wasserkontrolle etwas geringeren Diversitatsindex
auf. Signifikante Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung zwischen den
behandelten Versuchsgliedern zu den mit Wasser behandelten Blattproben traten nicht auf

(ANOSIM: alle p-Werte > 0,116).
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Tabelle 18: Relative Haufigkeit von bakteriellen Gattungen in der Erdbeerphyllosphére
bestimmt durch die 454 Pyrosequenzierung nach Behandlungen (BBCH 67-71) mit BCAs,
BCA-Kombinationen sowie mit Fungiziden plus anschlieBenden BCA-Applikationen. Die
Behandlungen wurden abgekiirzt durch W=Wasser, RV=RhizoVital®42 fl., Bon=Boni-
Protect®forte und F=Fungizide. Quelle: Pauli 2013 (modifiziert).

Mittlere relative Haufigkeit der Bakterien auf Gattungsebene (%)a

Gattung W RV Bon RV+Bon F-RV F-Bon F-RV+Bon F
Sphingomonas 20,5 195 19,3 20,0 20,0 22,6 31,3 19,0
Hymenobacter 16,4 12,8 14,1 12,4 1,6 3,5 14 4,1
Pseudomonas 11,6 45 12,1 14,6 20,9 10,4 1,4 21,7
Variovorax 115 131 7,6 7,4 10,0 13,3 10,9 12,5
Buchnera 2,0 1,7 4,6 6,0 47 0,4 24,5 1,0
Methylobacterium 1,7 1,8 2,0 1,9 1,3 2,6 14 2,5
Agrobacterium 1,4 1,3 0,2 0,3 1,2 1,6 0,0 0,8
Lactobacillus 11 15 42 11 53 4,3 2,7 1,2
Rhodococcus 1,0 0,8 0,9 0,9 0,5 0,7 14 2,7
Janthinobacterium 0,7 1,3 0,7 2,3 42 2,6 0,0 0,9
Dyadobacter 0,7 0,8 0,4 0,3 0,6 1,0 0,0 0,7
Wolbachia 0,5 0,0 0,1 0,2 0,2 0,5 0,0 0,0
Candidatus

hamiltonella 0,5 0,0 2,7 4,2 0,4 0,2 0,7 0,5
Pigmentiphaga 0,4 0,5 3,1 0,1 1,7 0,1 0,0 0,8
Pedobacter 0,4 1,6 0,3 0,7 1,0 0,8 0,0 0,4
Bifidobacterium 0,3 1,1 0,8 0,8 1,0 0,9 2,0 0,8
Rathayibacter 0,2 0,4 0,2 0,9 0,4 0,4 0,0 1,3
Chryseobacterium 0,2 0,5 0,0 0,6 0,0 0,1 0,0 0,2
Acidovorax 0,1 0,1 0,0 0,0 0,4 0,1 0,0 0,0
Mycetocola 0,1 0,1 0,0 0,2 0,0 0,2 14 0,2
Bacillus 0,0 1,9 0,0 1,4 0,4 0,4 0,0 0,0
Microcoleus 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sanguibacter 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0
Rickettsiella 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Andere® 28,6 33,9 26,7 23,0 24,2 33,0 21,1 28,6
Shannon-

Diversity Index 2,776 2,822 2,835 2,905 2,779 2,881 2,153 2,624

& Mittelwert fiir jedes Versuchsglied wurde berechnet aus 4 Einzelwerten (n=4)
b enthélt Gattungen mit weniger als 1% sowie OTUs, die keiner Gattung zugeordnet werden konnten
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3.6. Diskussion der Ergebnisse

Ziel des Projektes war die Entwicklung von Applikationssystemen bzw. Behandlungs-
strategien fiir eine optimierte Regulierung von Graufdule und Echten Mehltau durch
mikrobiologische Praparate (BCAs) bei 6kologisch angebauten Erdbeeren. Im vorliegenden
Projekt wurde hierbei der Fokus auf einen kombinierten Einsatz von BCAs zur biologischen
Kontrolle beider Schaderreger gelegt. Im Rahmen der Projektverlangerung konnten
verschiedene Untersuchungen aus dem vorangegangenen Projekt FZK 060E354 wiederholt
werden.

Unter Gewdchshausbedingungen konnte B. cinerea nicht effektiv durch die getesteten
mikrobiologischen Praparate RhizoVital®42 fl. (Bacillus amyloliquefaciens), BoniProtect™forte
(Aureobasidium pullulans) und Naturalis® (Beauveria bassiana) reguliert werden, unabhéngig
davon, ob diese einzeln oder kombiniert eingesetzt wurden. Bereits im Gewachshausversuch
des vorangegangenen Projektes FZK 060E354 konnten keine Behandlungseffekte der o.g.
BCAs und BCA-Kombinationen gegeniliber B. cinerea an der Pflanze festgestellt werden.
Ursache fir die fehlenden Behandlungserfolge der BCAs und BCA-Kombinationen kdnnte
sein, dass die Graufdule-Gewachshausversuche des vorliegenden Projektes im
Spatsommer/Herbst stattfinden mussten und das Pflanzenmaterial zu diesem Zeitpunkt
bereits an Vitalitat verloren hatte. Folge waren zu geringe Ertrage flr eindeutige
Behandlungsunterschiede. Es wird daher fiir zukinftige Untersuchungen empfohlen,
Gewadchshausversuche, die eine Fruchtreife erfordern, mit nicht zu lang gelagerten Pflanzen

(z.B. Frigo-, Wartebeet- oder Traypflanzen) im Frihjahr durchzufihren.

Wie bereits im Freilandversuch 2011 (Projekt: FZK 060E354), fiihrte auch im Freilandversuch
2012 der kombinierte BCA-Einsatz im Vergleich zu den BCA-Einzelapplikationen zu
verbesserten Wirkungen hinsichtlich der Regulierung von B. cinerea an der Pflanze. Ahnlich
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich eines kombinierten Einsatzes von BCAs gegeniber
B. cinerea an Erbeeren wurden bereits in anderen Untersuchungen, jedoch nur unter
kontrollierten Bedingungen, gezeigt (z.B. Guetsky et al. 2001, Guetsky et al. 2002b). In diesen
Untersuchungen konnten die verbesserten Wirkungen der BCA-Kombination P. guilermondii
und B. pumilis auf verschiedene Wirkmechanismen beider BCAs (Guetsky et al. 2002a;
Guetsky et al. 2002b) sowie verschiedene Anforderungen der BCAs an die
Umweltbedingungen (Guetsky et al. 2001) zuriickgefiihrt werden. Im vorliegenden Projekt

jedoch wurden die Wirkmechanismen oder die Umweltanspriiche der eingesetzten BCAs
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nicht genauer untersucht, so dass keine sicheren Aussagen Uber die verantwortlichen
Mechanismen fiir die verbesserten Wirkungen gegeniiber der Graufdule getroffen werden
konnen. Diese gilt es in weiteren Untersuchungen zu identifizieren.

Die in dem Freilandversuch 2012 gegen B. cinerea (an der Pflanze) wirksamen BCA-
Kombinationen RhizoVital®42 fl. + BoniProtect®forte und RhizoVital42®fl + Naturalis® waren
jedoch nicht im Freilandversuch 2011 (Projekt: FZK 060E354) wirksam, wahrend die damals
wirksamen BCA-Kombinationen BoniProtect®forte + Naturalis® sowie RhizoVital®42 fl. +
BoniProtect®forte + Naturalis® im Freilandversuch 2012 nicht im Bestand (d.h. gegen
B. cinerea an der Pflanze) wirkten. Auch konnten 2012 keinerlei Behandlungseffekte
wahrend der Lagerung beobachtet werden, wahrend solche im Freilandversuch des
vorangegangenen Projektes FKZ 060E354 in einem der zwei Lagerversuche durchaus
beobachtet werden konnten (Sylla et al. 2012). Damit ist der Einsatz von BCA-Kombinationen
im Hinblick auf verschiedene Vegetationsperioden nicht bestidndig. Diese in dem Projekt
gewonnenen Erkenntnisse bestatigen bereits veroffentlichte Untersuchungen an Erdbeeren,
in denen BCAs ebenfalls nicht zuverldssig gegen B. cinerea wirksam waren (Prokkola and
Kivijarvi 2007; Helbig and Bochow 2001; Hjeljord et al. 2000).

Der antagonistische, hefedhnliche Pilz A. pullulans, der in den Freilandversuchen 2011
(Projekt: FZK 060E354) und 2012 in Form des BCA-Praparates BoniProtect®forte u.a. gegen
B. cinerea eingesetzt wurde, etablierte sich in den Versuchsjahren unterschiedlich
erfolgreich. Dies wird auch als Ursache der schwankenden Behandlungserfolge der BCA-
Kombinationen in den Freilandversuchen 2011 und 2012 hinsichtlich der Regulierung von
B. cinerea angesehen. A. pullulans ist ein an die Phyllosphdre angepasster Mikroorganismus
(Blakeman and Fokkema 1982; Chi et al. 2009). Seine gute Wirkung gegeniiber Graufaule an
Erdbeeren wurde auch in verschiedenen anderen Untersuchungen beobachtet (Lima et al.
1997; Adikaram et al. 2002). Es wird angenommen, dass unginstige Witterungsbe-
dingungen im Versuchsjahr 2012 (d.h. hdufige Regenfille) die erfolgreiche Etablierung des
ausgebrachten BCAs A. pullulans in der Erdbeerphyllosphdre verhindert haben (Sylla et al.
2013). In Freilandversuchen von Strgmeng et al. (2005) war A. pullulans im Jahr 2004 gegen
B. cinerea an Erdbeeren wirksam, wahrend der gleiche Antagonist im darauffolgenden Jahr,
welches durch starke Regenfdlle wahrend der Blite gepragt war, nicht mehr wirksam war.
Als Ursache fiir die fehlenden Effekte von A. pullulans in 2005 nannten Strgmeng et al.
(2005) u.a. auch eine mogliche Abwaschung des BCAs von der Pflanzenoberflache aufgrund

der starken Regenfille.
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Die Ergebnisse dieses und des vorangegangenen Projektes FZK 060E354 weisen auRerdem
darauf hin, dass die 2011 und 2012 mit Hilfe der 454 Pyrosequenzierung nachgewiesenen
unterschiedlichen natirlichen Mikroorganismengemeinschaften, ebenfalls einen Einfluss auf

die unterschiedliche Etablierung von A. pullulans hatten (Sylla et al. 2013).

Trotz der immer noch unzuverldssigen Ergebnisse von ausschliefSlichen BCA-Behandlungen
im Okologischen Erdbeeranbau, kann ein Einsatz von BCAs im Konventionellen
Erdbeeranbau von Bedeutung sein und z.B. den Einsatz von Fungiziden zu reduzieren (Elad
and Shtienberg 1995). Eine mogliche Strategie ist der Einsatz von BCAs nach einer
klassischen Behandlungsfolge von Fungiziden. Damit konnten Sekundarinfektionen im
Bestand, die unter ungiinstigen Bedingungen (z.B. bei starken Regenféllen) verstarkt nach
der Bliite auftreten und aufgrund der einzuhaltenden Wartezeiten nicht mehr mit Fungiziden
bekdampft werden kénnen, reduziert werden.

Die Ergebnisse des Freilandversuches 2013 zeigten, dass weder die Einzelapplikationen der
mikrobiologischen Pradparate RhizoVital®42 fl. (B. amyloliquefaciens) und BoniProtect“forte
(A. pullulans) noch deren kombinierte Applikation gegen B. cinerea wirksam waren. Somit
brachten Behandlungen mit mikrobiologischen Prdparaten nach einer vorangegangenen
klassischen Fungizidspritzfolge, d.h. nach der Bliite, auch keine deutlichen zusatzlichen
Wirkungen gegen B. cinerea hervor.

Die Ergebnisse der Lebendkeimzahlbestimmungen weisen darauf hin, dass A. pullulans sich
im Freilandversuch 2013 nicht in der Phyllosphére etabliert hat, was eine mogliche Erklarung
fir die fehlenden Behandlungserfolge dieses BCAs wadre. Dieses Ergebnis steht jedoch im
Widerspruch zu den Ergebnissen der 454 Pyrosequenzierung. Mit dieser Methode konnten
in allen Versuchsgliedern, die zuvor mit BoniProtect®forte behandelt wurden, signifikant
erhohte Abundanzen an Aureobasidium-Sequenzen festgestellt werden, was auf eine
erfolgreiche Etablierung von Aureobasidium in der Phyllosphdre hinweist. Es kann nicht
eindeutig geklart werden, weshalb es zu den widerspriichlichen Ergebnissen hinsichtlich der
Etablierung von Aureobasidium gekommen ist. Deshalb kénnen auch keine eindeutigen
Aussagen dariber getroffen werden, ob die fehlenden BCA-Wirkungen im Freilandversuch
2013 mit einer gescheiterten Etablierung von Aureobasidium im Zusammenhang stehen,
oder ob die Wirkmechanismen des durchaus etablierten BCAs gegeniliber B. cinerea in

diesem Jahr nicht effektiv genug waren.
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Kenntnisse Gber mogliche negative Effekte von Pestiziden auf mikrobielle BCAs sind von
grofRer Bedeutung, wenn diese im Konventionellen Erdbeeranbau erfolgreich integriert
werden sollen (Elad and Stewart 2004). Die Lebendkeimzahlbestimmungen im Rahmen des
Freilandversuches 2013 weisen darauf hin, dass vorangegangene Behandlungen mit
Fungiziden keine negativen Effekte auf die Etablierung von B. amyloliquefaciens hatten. Mit
der gleichen Methode konnte bei Aureobasidium jedoch keine Etablierung in der
Phyllosphare festgestellt werden. Daher ist auch eine Aussage hinsichtlich des Einflusses der
applizierten Fungizide auf die Etablierung dieses BCAs zundchst nicht moglich. Die Ergebnisse
der 454 Pyrosequenzierung deuten allerdings darauf hin, dass die eingesetzten Fungizide die
Etablierung von Aureobasidium nicht beeintrachtigen. Letzteres Ergebnis steht im Gegensatz
zu den Ergebnissen von Walter et al. (2007), die schadigende Effekte von Pestiziden auf
A. pullulans nachgewiesen haben. In deren Studie wurden jedoch andere Fungizide gegen
A. pullulans sowie auch andere lIsolate des Antagonisten getestet als im vorliegenden
Projekt. In einer Studie von Schmid et al. (2011) war die natlrliche Abundanz von
A. pullulans in der Phyllosphare von konventionell angebauten Reben deutlich geringer als in
Okologisch angebauten Reben. Es wurde jedoch nicht vermutet, dass das geringere
natirliche Auftreten von A. pullulans in konventionell angebauten Reben auf moglicherweise
schadigende Fungizidbehandlungen zurlickzufiihren war. Das Ergebnis ihrer Studie wurde
vielmehr auf fordernde Effekte der Behandlungen mit Schwefel und Kupfer in 6kologisch
angebauten Reben zurlickgefuhrt, da A. pullulans in der Lage ist, diese Stoffe zu verwerten

(Schmid et al. 2011).

Insgesamt ist eine eindeutige Bewertung des Freilandversuches 2013 aus den o.g. Griinden
sehr schwierig und es kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine zusatzliche BCA-
Behandlung nach einer klassischen Fungizidspritzfolge in einer anderen Vegetationsperiode
(z.B. unter giinstigeren Witterungsbedingungen fiir die BCAs) zu besseren Wirkungen gegen
Graufdule an Erdbeeren gefiihrt hatte. In diesem Zusammenhang sollten weitere

Untersuchungen durchgefihrt werden.

Die Ergebnisse, die im Rahmen der vorliegenden Projektverlangerung mittels der 454
Pyrosequenzierung gewonnen wurde, deuten erstmalig darauf hin, dass antagonistische
Mikroorganismen andere, natlirlich vorkommende Mikroorganismen der Phyllosphére unter

Freilandbedingungen zumindest kurzfristig verdrangen kdnnen. Die Zusammensetzung von

10.02.2014 67



Mikroorganismengemeinschaften in der Phyllosphdre wird bereits von vielen anderen
Faktoren wesentlich beeinflusst, z.B. durch Witterungsbedingungen (Kadivar und Stapleton
2003; Kinkel 1997; Andrews 1992), das Anbausystem (Schmid et al. 2011; Ottesen et al.
2009) oder den Einsatz von Pestiziden (Zhang et al. 2009; Walter et al. 2007). Damit sind die
Mikroorganismengemeinschaften der Phyllosphdre generell als sehr dynamisch zu
betrachten und die Erkenntnisse der Projektverlangerung nur mit Vorsicht zu interpretieren.
Es wurde aulRerdem gezeigt, dass bereits der Befall von Pflanzen mit einem Pathogen die
Mikroorganismengemeinschaften der Phyllosphare wesentlich beeinflusst (Suda et al. 2010).
Daher stellt sich die Frage, ob ein im Hinblick auf das Pathogen erwiinschter
LSVerdrangungseffekt” der ausgebrachten BCAs nicht gleichzeitig einen, wenn auch
indirekten, Effekt auf die indigenen Mikroorganismengemeinschaften haben muss. Es ist
daher fraglich, ob ein erfolgreicher Einsatz der BCAs ohne kurzzeitige direkte oder indirekte

Effekte auf die indigene Mikrobiota tiberhaupt moglich ist.

Insgesamt zeigten die im Projekt gewonnene Ergebnisse, dass der Einsatz von BCAs in der
Phyllosphare weiterhin schwierig bleibt. Ein noch umfangreicheres und tieferes Verstandnis
der Mikroorganismen-Interaktionen in der Phyllosphdre sowie aller Faktoren, die diese
Interaktionen beeinflussen kdnnen, ist dringend notwendig, um die Grenzen des Einsatzes
mikrobiologischer Praparate in der Phyllosphdre noch besser zu verstehen und gleichzeitig
die Chancen fiir einen erfolgreichen Einsatz von BCAs im Okologischen oder Integrierten

Erdbeeranbau zu identifizieren.

3.7. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse;

bisherige und geplante Aktivitaten zur Verbreitung der Ergebnisse

Die im Rahmen der Projektverlangerung gewonnenen Erkenntnisse kdnnen derzeit nicht in
die Praxis des Okologischen Erdbeeranbaus umgesetzt werden. Denn auch wenn eine
effektive Regulierung von B. cinerea durch kombinierte BCA-Behandlungen grundsatzlich
erzielt werden kann, so waren die Behandlungserfolge der BCA-Kombinationen in den
Freilandversuchen nicht bestdndig. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass verschiedene
Faktoren (z.B. Wetterbedingungen, indigene Mikrobiota) die Etablierung der ausgebrachten
BCAs und damit die Wirksamkeit der BCAs gegeniiber den Pathogenen in der Phyllosphére

wesentlich beeinflussen kénnen. Diese Erkenntnisse verdeutlichen, dass der Einsatz von
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antagonistischen Mikroorganismen gegen Pflanzenkrankheiten in der Phyllosphdre (z.B.
Graufaule) weiterhin eine groBe Herausforderung darstellt und der kombinierte Einsatz von
mikrobiologischen Praparaten die Schwierigkeiten, die eine biologische Kontrolle in der
Phyllosphéare mit sich bringt, nicht zuverlassig tiberwinden kann.

Im Rahmen der Projektverlangerung konnten keine eindeutigen Aussagen dariber getroffen
werden, ob ein Einsatz von mikrobiologischen Praparaten im Integrierten Erdbeeranbau zu
verbesserten Wirkungen gegen Graufdule an Erdbeeren fiuhren kann. Hierzu wadre die

Durchfiihrung weiterer Freilandversuche notwendig.

Die Ergebnisse des vorliegenden Projektes wurden im Rahmen von Vortragen und Postern
auf verschiedenen nationalen und internationalen Tagungen sowie bei Projekttreffen
vorgestellt (siehe Kapitel 7). Ein GroBteil der Ergebnisse ist auflerdem bereits in
internationalen Fachzeitschriften publiziert. Es ist geplant, einen weiteren Artikel zu
publizieren. Die Hochschule Geisenheim war weiterhin Organisator und Veranstalter der
Abschlusstagung zum Verbundprojekt ,Okologischer Erdbeeranbau“ mit knapp 80
Teilnehmern (Berater, Versuchsansteller, Verbands- und Firmenvertreter) aus dem In- und
Ausland. Im Rahmen dieser Tagung wurden u.a. die Ergebnisse des vorangegangenen

Projektes FZK 060E354 und des vorliegenden Projektes vorgestellt.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Projektverlangerung konnten im Projektjahr 2012 ein Gewédchshausversuch
sowie ein Freilandversuch zur Wirksamkeit von BCAs und BCA-Kombinationen gegen Botrytis
cinerea durchgefiihrt werden. Im Gewachshausversuch waren weder an der Pflanze noch im
Lagerversuch signifikante Wirkungen der BCAs gegeniliber B. cinerea nachweisbar. Unter
Freilandbedingungen zeigten jedoch Applikationen der BCA-Kombinationen RhizoVital®42
fl. + BoniProtect®forte und RhizoVital®42 fl. + Naturalis® im Gegensatz zur Einzelapplikation
der BCAs signifikante Wirkungen gegen B. cinerea an der Pflanze. In Lagerversuchen, die im
Rahmen des Freilandversuchs 2012 durchgefiihrt wurden, konnten hingegen keinerlei
Behandlungseffekte durch BCAs oder BCA-Kombinationen nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse der Lebendkeimzahlbestimmungen weisen darauf hin, dass Bacillus
amyloliquefaciens sich unmittelbar nach Ausbringung des BCA-Praparates RhizoVital®42 fl. in
der Erdbeerphyllosphare etablierte. Vier Wochen nach Beendigung der RhizoVital®42 fl. -
Behandlungen waren die Keimzahlen der Endosporen-formenden Bakterien (u.a. Bacilli)
jedoch wieder auf dem Niveau der unbehandelten Blatter. Weiterhin haben die
Lebendkeimzahlbestimmungen gezeigt, dass die ausgebrachten BCAs Aureobasidium
pullulans und Beauveria bassiana sich 2012 nicht auf der Blattoberflache etabliert haben.

Im Jahr 2013 wurden erneut ein Gewdachshausversuch und ein Freilandversuch durchgefiihrt.
Der Gewdchshausversuch zur Wirkung und Kombinierbarkeit der mikrobiologischen
Praparate AQ10®WG, Trichostar® und FZB24®fl. im Hinblick auf die Regulierung von
Podosphaera aphanis konnte jedoch aufgrund des geringen Befalls der Pflanzen mit Echtem
Mehltau nicht bewertet werden.

Im Freilandversuch 2013 wurde die Wirkung von ausgewadhlten BCAs- und BCA-
Kombinationen sowie von zusatzlichen BCA-Behandlungen nach einer klassischen Fungizid-
spritzfolge gegen B. cinerea untersucht. Keine der BCA-Behandlungen reduzierte den
Graufdulebefall an der Pflanze im Vergleich zur Wasserbehandlung. Hingegen zeigten einige
Versuchsglieder mit klassischen Fungizidspritzfolgen plus anschlieRenden BCA-Behandlungen
signifikante Wirkungen gegen B.cinerea an der Pflanze. Im Vergleich zur alleinigen
Fungizidbehandlung konnte die Wirkung gegentiber B. cinerea durch einen zuséatzlichen BCA-
Einsatz allerdings nicht deutlich verbessert werden. Die Lebendkeimzahlbestimmungen
zeigten, dass B. amyloliquefaciens sich 2013 nach Ausbringung der BCAs in der

Erdbeerphyllosphdre etablierte, A. pullulans hingegen nicht. Ein negativer Effekt der zuvor
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gespritzten Fungizide auf die Lebendkeimzahlen der beiden BCAs konnte im Versuch nicht
detektiert werden.

Mit Hilfe der 454 Pyrosequenzierung konnten wertvolle Erkenntnisse zur Zusammensetzung
von mikrobiellen Gemeinschaften in der Erdbeerphyllosphdre gewonnen werden. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass A. pullulans indigene Pilze in der Erdbeerphyllosphére
verdrangen kann, sofern dieser BCA sich erfolgreich in diesem Habitat etabliert hat. Sie
zeigten aullerdem, dass die Zusammensetzung der Pilze nicht nur durch A. pullulans,
sondern auch durch den BCA B. amyloliquefaciens sowie durch Fungizide beeinflusst werden
konnen. Die Ergebnisse der 454 Pyrosequenzierung aus dem Versuch 2013 zeigten zudem,
dass Aureobasidium sich entgegen der Ergebnisse der Lebendkeimzahlbestimmungen

womoglich doch in der Phyllosphare von Erdbeeren etabliert hat.
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5 Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen und Hinweise auf weiterfiihrende
Fragestellungen

Der Gewdchshaus- und Freilandversuch zur Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter
mikrobiologischer Praparate gegeniiber B. cinerea wurden im Rahmen des Zeit- und
Arbeitsplans durchgefiihrt.

Der Gewachshausversuch zur Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobio-
logischer Praparate gegenliber P. aphanis konnte hingegen nicht wie geplant im Frihjahr
2012 durchgefiihrt werden, da die Erhaltungszucht des Echten Mehltaus auf Erdbeer-
pflanzen im Winter 2012 zusammengebrochen war und somit im Friihjahr keine mit
P. aphanis infizierten Pflanzen vorhanden waren, die als Inokulum hatten verwendet werden
konnen. Der Mehltau-Gewachshausversuch wurde jedoch im Friihjahr 2013 nachtraglich
durchgeflhrt.

Es war aulBerdem geplant, im Anschluss an den Graufaule-Freilandversuch 2012 auf gleicher
Flache einen Freilandversuch zur Wirksamkeit mikrobiologischer Praparate gegen P. aphanis
durchzufiihren, da im Herbst nach dem Mulchen der Pflanzen erfahrungsgemafl verstarkt
mit Befall durch Echten Mehltau zu rechnen ist. Im Projektjahr 2012 ist jedoch kein
Mehltaubefall aufgetreten und der geplante Mehltau-Freilandversuch konnte nicht
durchgefihrt werden.

Der Freilandversuch zur Wirksamkeit und Kombinierbarkeit ausgewahlter mikrobiologischer
Praparate im Integrierten Anbau von Erdbeeren wurden im Rahmen des Zeit- und
Arbeitsplans durchgefiihrt.

Im Rahmen der Projektverlangerung wurden auBerdem die molekularbiologischen Arbeiten

wie geplant durchgefiihrt und die Ergebnisse der 454 Pyrosequenzierung ausgewertet.

Im Projektjahr 2012 wurden keine Versuche in Praxisbetrieben durchgefiihrt, da zu diesem
Zeitpunkt noch keine sicheren Erkenntnisse zu wirkungsvollen Behandlungsstrategien
vorlagen. Da auch die Ergebnisse aus den Freilandversuchen 2011 und 2012 nicht einheitlich
waren, d.h. verschiedene BCA-Kombinationen gegenuber B. cinerea wirksam waren, konnten
auch im Anschluss an diese Versuche keine klaren Handlungsempfehlungen fiir das Jahr
2013 gegeben werden. Aus diesem Grund wurde auch 2013 davon abgesehen, Versuche in
Praxisbetrieben durchzufihren.
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