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1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts, Darstellung des mit der
Fragestellung verbundenen Entscheidungshilfe-/Beratungsbedarfs
im BMVEL

Die Bekampfung der Rebenperonospora gehdrt weltweit ein grof3ten Problemen bei
der Produktion von Kelter- und Tafeltrauben (Falscher Mehltau; Plasmopara viticola
(Berk. & Curt.) Berl. & de Toni); im folgenden: P. viticola oder Peronospora). Um die
Befallsstarke mdoglichst gering zu halten und damit eine gute Traubenqualitat zu
sichern, wird im ©Okologischen Weinbau in erster Linie Kupfer eingesetzt.
Kupferapplikationen sind aber aus vielerlei Hinsicht negativ zu bewerten. Dabei
stehen o©kotoxikologische Aspekte im Vordergrund. Neben der generellen
Kupferwirkung gegen den Schadpilz sind aber auch allgemeine phytosanitare Effekte
z.T. erwlnscht (z.B. in Form einer Kupferabschlussbehandlung).

Vor allem in Jahren mit hohem Befallsdruck, wie in 1997, 2000, 2001 und 2002,
bedarf es zur Regulierung dieses Schadpilzes schlagkraftiger alternativer Konzepte,
die ohne Kupfer auskommen. Aus diesem Grunde ist das Gesamtziel des Vorhabens
die praxisgerechte Einarbeitung der Applikation bakterieller Antagonisten gegen den
Erreger des Falschen Mehltaus der Rebe in ein vorhandenes Bekdmpfungskonzept
des Okologischen Weinbaus (,Oko-Standard), welches alle anderen Schaderreger
der Rebe bertcksichtigt. Damit soll der 6kologisch wirtschaftenden weinbaulichen
Praxis eine wirkungsvolle und 6konomisch interessante Alternative zum Ersatz von
Kupfer zur Verfigung gestellt werden.

Die im Projekt bearbeitete Thematik bezieht sich auf den Themenbereich ,Status
Quo Analysen und Erarbeitung von Strategien zur Losung bestehender Probleme
zum Pflanzenschutz (einschl. Vorratsschutz) im 6kologischen Landbau sowie bei der
Okologischen Saat- und Pflanzguterzeugung*.

Seitens des BMVEL besteht besonderer Beratungs- und Entscheidungs-
hilffebedarf bei der Erarbeitung von Ansatzen fur erfolgversprechende
Strategien zum Ersatz von Kupfer insbesondere zur Regulierung von
Pilzkrankheiten im 6kologischen Landbau.

Aufgrund fehlender Alternativen stellen Kupferapplikationen leider noch immer das
Hauptinstrument dar, um die Rebenperonospora im 06kologischen Weinbau zu
bekdmpfen. Somit treffen die o0.g. Programminhalte auf das Pathosystem Vitis

vinifera/Plasmopara viticola in besonderem Mal3e zu.



1.1 Planung und Ablauf des Projektes

Das Projekt wurde in drei Projektphasen unterteilt. In der ersten Projektphase
wurden bereits vorhandene bakterielle Antagonisten im Blattscheibentest sowie an
Topfreben unter Gewéachshausbedingungen auf ihre biologische Wirkung gegeniber
P. viticola untersucht. Im nachsten Schritt wurde die groRtechnische Fermentation
aussichtsreicher Kandidaten sowie deren Formulierung fur die Applikation im
Freiland optimiert. In der zweiten Projektphase wurden die Antagonisten (integriert
in das Bekampfungskonzept ,Oko-Standard“) an zwei unterschiedlichen Standorten
(Geisenheim, Weinsberg) auf 6kologisch bewirtschafteten Weinbergen appliziert.
Das Lesegut wurde nach der Mostanalytik zur Vinifikation an die Versuchskeller der
beiden Forschungseinrichtungen weitergegeben. Da die Ergebnisse zur Weinanalytik
und zur Sensorik erst im Fruhjahr 2004 vorliegen, wurde vereinbart, diese
nachzureichen. In der dritten Projektphase fand der Technologie- und Wissens-
transfer statt. Aufgrund des extrem trockenen und heiRen Sommers 2003 war der
Befall mit P. viticola so gering, dass eine Bewertung der unterschiedlichen
Behandlungen nicht mdglich war. Da den 6kologisch wirtschaftenden Winzern somit
keine Ergebnisse aus der Praxis mitgeteilt werden konnten, wurde der Umfang des

Projektteils ,Technologie- und Wissenstransfer entsprechend reduziert.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknUpft
wurde

Der Stand der Forschung im Bereich Kupferersatz/Kupferreduzierung wurde von der
Projekt-Koordinatorin im Rahmen des Er6ffnungsvortrags zum internationalen
Symposium ,EcoFruVit* im Jahr 2002 umfassend dargelegt (vgl. 10" International
Conference on Cultivation Techniques and Phytopathological Problems in Organic
Fruit-Growing and Viticulture, Weinsberg, 4. und 7. Februar 2002).

Nach wie vor existieren zur Bekampfung der Rebenperonospora im Bereich
Kupferersatz keine praxistauglichen Konzepte. Dies betrifft alle vier Bereiche der
moglichen Alternativen zum Kupfereinsatz und/oder deren Mischung: (i)
Antagonisten, (ii) Pflanzen- oder Algenextrakte, (iii) Induzierte Resistenz, (iv)

antifungische Substanzen. Insbesondere vor dem Hintergrund der dramatischen



Befallssituationen der letzten Jahre sind Alternativ-Strategien mit Wirkungsgraden

von 50 bis 60 % vollig unzureichend (vgl. Proceedings der EcoFruVit 2002).

Auf der Basis des Einsatzes bakterieller Antagonisten sind die Voraussetzungen fir
die Entwicklung einer praxistauglichen Bekampfungsstrategie am ehesten gegeben,
da die Kriterien zur Charakterisierung der Produktqualitdit im Falle dieses
Bekampfungskonzeptes schon jetzt zu einem hohen Prozentsatz positiv zu bewerten
sind bzw. im Rahmen des vorliegenden Forschungsvorhabens weiter optimiert
wurden. Diese betreffen die Bereiche Okonomie, Okologie, Okobilanz, Gesundheit,

Technologie sowie gesellschaftlicher Nutzen.

Die Basis fur die im Rahmen dieses Vorhabens ausgewéhlte Kupferersatz-Strategie
wurde Anfang der 90er Jahre gelegt. In Kooperation mit der Universitdt Gottingen
wurde an der Forschungsanstalt Geisenheim eine Promotionsarbeit durchgefihrt, die
sich mit dem Einsatz bakterieller Antagonisten gegen P. viticola befasst hat. Die
hierbei selektierten und getesteten Bakterien bildeten die Grundlage fur das
vorliegende Projekt. Neben einer sehr guten protektiven Wirkung (80 bis 90 %
Wirkungsgrad im Freilandversuch) und leichten kurativen Effekten war im
Rahmen der Promotionsarbeit nur folgende Schwachstellen zu verzeichnen:

die Formulierung der Bakterien sowie die Bereitstellung groer Mengen der

antagonistisch wirksamen Isolate. Daraus resultierten wiederum technische

Probleme bei der Applikation der Substanzen unter Praxisbedingungen. Somit

sollte sich das hier zugrundeliegende Projekt in erster Linie mit diesen drei

Aspekten befassen.

2. Material und Methoden

Selektion der bakteriellen Antagonisten

Aus vorhandenen Stammsammlungen wurden insgesamt 54 bakterielle Antagonisten
ausgewabhlt, die den Gattungen Pseudomonas spp. sowie Bacillus spp. angehoérten.
Die Isolate wurden im Rahmen vorheriger Untersuchungen von der Rebphylloplane
bzw. aus ackerbaulich genutzten Bo&den isoliert. Sie stammten aus der

Forschungsanstalt Geisenheim, der Georg-August-Universitat Gottingen, der FZB



Biotechnik in Berlin bzw. aus dem ,Institut flr Biologische Bekampfung von
Pflanzenkrankheiten" der Biologischen Bundesanstalt in Darmstadt.

Die Bakterien-lsolate wurden auf TSA bei einer Temperatur von 20 °C kultiviert
(Tryptic Soy Agar; Bestandteile: Tryptic Soy Broth 20 g, Agar-Agar 15 g, dest.
Wasser 1000 ml; pH 6.5 — 7; das Medium wurde bei 121 °C fiur 20 Min. autoklaviert).
Fur die langfristige Lagerung wurden die Bakterien auf TSA bei einer Temperatur von
4 °C aufbewahrt.

Kultivierung von Pythium ultimum und Phytophthora infestans

Zur Durchfuhrung der Dual-Kultur-Tests in vitro wurden Verwandte des
Zielorganismus P. viticola ausgewahlt, die in der Lage sind, auf Nahrmedien zu
wachsen: Pythium ultimum und Phytophthora infestans.

Pythium ultimum wurde auf Mais-Extrakt-Medium bei einer Temperatur von 20 °C
kultiviert. Zur Zubereitung des Mediums wurden 10 g Mais-Schrot in 200 ml dest.
Wasser fur 90 Min. gekocht. Das Filtrat wurde auf 1000 ml aufgeftllt und 5 g
Glucose-Monohydrat sowie 10 g Agar-Agar zugesetzt. Der pH-Wert wurde auf pH 5,5

eingestellt. Das Medium wurde bei 121 °C fur 20 Min. autoklaviert.

Phytophthora infestans wurde auf Erbsen-Agar bei einer Temperatur von 20°C
kultiviert. Zur Zubereitung des Mediums wurden 200 g gefrorene Erbsen
(TiefkUhlkost) in 1000 ml Leitungswasser fur 45 Min. gekocht. Das Filtrat wurde nach
dem Kochen mit Leitungswasser auf 1000 ml aufgefullt und mit 6 g Glucose-
Monohydrat sowie 20 g Agar-Agar gemischt. Der pH-Wert wurde auf pH 7 eingestellt.

Das Medium wurde bei 121 °C fir 20 Min. autoklaviert.

Dual-Kultur-Test

In einem ersten Screening wurde die antimykotische Wirkung der bakteriellen
Antagonisten im Dual-Kultur-Test mit Pythium ultimum and Phytophthora infestans
Uberpruft. Die zu testenden Bakterien wurden strichférmig in die Petrischalen-Mitte
aufgeimpft. Als Nahrmedium kam im Falle von Pythium ultimum TSA zum Einsatz;
die Wirkung gegen Phytophthora infestans wurde auf MA Uberpruft.

An beiden Seiten des Impfstrichs wurde jeweils eine ausgestanzte, pilzbewachsene
Agar-Scheibe (Durchmesser 4 mm) platziert. Die Agar-Scheibe wurde umgedreht auf

den Nahrboden gelegt und hatte vom Impfstrich einen Abstand von 2 cm. Als



Kontrollplatten dienten Petrischalen, die ausschlie3lich mit zwei pilzbewachsenen
Agarscheiben belegt wurden. Die inokulierten Platten wurden bei 20 °C im Dunkeln
inkubiert. Im Falle von P. ultimum wurde nach 2 und 7 Tagen ausgewertet; bei P.
infestans erfolgte die Auswertung jeweils spater, am 7. und 12. Tag. Diese Versuche
wurden viermal wiederholt. Bakterien-Isolate, die sich durch eine starke
Hemmwirkung auszeichneten, wurden fir die weiteren Versuche mit dem

Zielorganismus P. viticola ausgewahlt.

Anzucht der Topfreben im Gewéachshaus

Im Frihjahr des aktuellen Jahres wurden einjahrige Rebruten der Sorten cv. Muller
Thurgau und cv. Riesling geschnitten und als Zwei-Augen-Stecklinge zugeschnitten.
AnschlieRend wurden die Stecklinge fur 24 Stunden in 0,5 %iger Chinosol-Losung
desinfiziert, in Folienbeutel luftdicht verpackt und bei 4 °C im Kihlraum gelagert.

Fur die Anzucht der Versuchspflanzen wurden die eingelagerten Stecklinge zunachst
fur 4 Stunden gewassert. Anschlie3end wurden die Holzer an beiden Enden um ca. 1
cm eingekirzt und das untere der beiden Nodien geblendet. Die so vorbereiteten
Stecklinge wurden schrag in ein Substratgemisch (50 % Perlite, 50 % Einheitserde P)
gesteckt, wobei das nicht geblendete Nodium direkt auf dem Substrat auflag, um
eine Austrocknung zu verhindern. Nach ca. 8 bis 10 Wochen wurden die Stecklinge
in Einheitserde ED 73 getopft und wodchentlich mit Flory 3 mega (0,1 %)
(18+12+18+2) (N+P+K+Mg) gedlngt.

Zielorganismus Plasmopara viticola

Alle Versuche wurden mit einem aus der Mycothek des Fachgebietes Phytomedizin
der Forschungsanstalt Geisenheim stammenden Isolat von P. viticola durchgefihrt.
Der obligat biotrophe Organismus wurde an Topfreben vermehrt und in Form eines
Sporangienrasens auf abgetrennten Rebblattern bei —-20 °C gelagert. Zur
Sporangienernte wurden die Blatter mit kaltem, sterilem Wasser abgespilt und
mittels Zahlkammer auf eine Dichte von 1,0E+07 bzw. 1,0E+05 Sporangien pro

Milliliter eingestellt.

Herstellung von Antagonisten-Suspensionen spezifischer Dichte
Basierend auf den Ergebnissen der Tests in vitro (Dual-Kultur-Test gegen Pythium

ultimum and Phytophthora infestans) wurden sechs Isolate ausgewahlt und fur die



nachfolgenden Untersuchungen verwendet: B2, 1-112, I-70, IV-298a, 11I-78a, 824 and
[-16/1. Alle Isolate wurden in TSB (Tryptic Soy Broth; Rezeptur wie vom Hersteller
angegeben) angezogen, indem eine Impfose Bakterienschleim einer jungen
Plattenkultur unter sterilen Bedingungen in die autoklavierte, abgekiihlte Kulturlésung
eingebracht wurde. Die beimpften 50 ml Erlenmeyerkolben wurden bei einer
Temperatur von 30 °C fir 24 h in einem Schittelinkubator inkubiert (100 rpm). Nach
der Inkubation wurde die Bakteriensuspension 1:1 mit sterilem dest. Wasser
verdinnt und auf eine optische Dichte von ODgg = 1.6 eingestellt.

Blattscheiben-Test mit Plasmopara viticola

Zur Prufung der antifungischen Aktivitat ausgewdahlter bakterieller Isolate wurden
Blattscheiben-Tests durchgefuhrt. Dazu wurden aus Rebblattern mittels Korkbohrer
Blattscheiben ausgestanzt und je sechs Stiick mit der Blattunterseite nach oben auf
eine mit Wasser-Agar gefillte Petrischale ausgelegt. AnschlieBend wurden die
Blattscheiben mit einer frischen Kulturlésung bzw. mit Fermentationsschlamm
(1,0E+07 CFU/mI bzw. ODggp = 1.6) mit Hilfe des Airbrush®-Systems bespriiht. Die
Petrischalen der Kontrolle wurden mit verdinnter, unbeimpfter Kulturldosung bzw. mit
Wasser bespriht.

Die Petrischalen wurden bis zum Abtrocknen offen gelassen. Nach 48 h erfolgte die
Inokulation mit einer frisch hergestellten Sporangien-L6sung von P. viticola. Nach 5
bis 7 Tagen Inkubationszeit (22-24 °C) wurden die Deckel der Petrischalen mit
Wasser angefeuchtet und die Schalen Uber Nacht abgedunkelt, um sog.
Ausbruchbedingungen zu schaffen. Am nachsten Tag erfolgte die Bewertung des
Befalls (Prozent der von Sporangienrasen bedeckten Flache auf den einzelnen
Blattscheiben).

Uberpriufung der biologischen Wirksamkeit der Antagonisten an
Topfreben unter Gewachshausbedingungen

Die Behandlung der Topfreben (cv. Riesling; cv. Muller-Thurgau; optimal geeignet ist
das 6- bis 8-Blatt-Stadium) wurde in Anlehnung an die Blattscheiben-Tests
durchgefthrt. Im ersten Schritt wurde die Antagonisten-Suspension auf die
Blattunterseite appliziert. Dies erfolgte mittels Airbrush®-System. Nach 24-stiindiger
Trocknung wurde im zweiten Schritt die Sporangiensuspension von P. viticola

aufgebracht. Uber die Topfreben wurden anschlieRend groRe PE-Tiiten gestilpt, um



moglichst lange eine hohe Luftfeuchte und tropfbar flissiges Wasser zu
gewahrleisten. Nach 48 h wurden die PE-Tuten entfernt und die Pflanzen wurden 6
Tage im Gewachshaus bei 20 °C und einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16:8 kultiviert.
Am siebenten Tag wurde das Eintiten der gesamten Topfrebe wiederholt, um

Ausbruchbedingungen zu schaffen.

Identifizierung der ausgewahlten Antagonisten

In der Geisenheimer Arbeitsgruppe erfolgte die Identifizierung der bakteriellen
Antagonisten mit dem MicroLog®-System. Dieses Identifizierungsverfahren wird seit
Uber zehn Jahren in Geisenheim fir die systematische Einordnung von Bakterien
und Hefen eingesetzt. Zur Absicherung der Ergebnisse wurde in der Arbeitsgruppe in
Gottingen erganzend eine Identifizierung der Antagonisten mit einem anderen
Identifizierungssystem durchgefiihrt. Im Falle von Vertretern der Gattung
Pseudomonas (I-112, 11-16/1, IV 298a) wurde das Identifizierungssystem APl 20 NE
(Fa. Api BioMérieux®) eingesetzt. Fur alle Bacillus-Isolate (B2 and 857) wurde das
System API 50 CHBJ/E verwendet (Fa. Api BioMérieux®). Hierfir wurde stets eine
junge Bakterienkultur der jeweiligen Stamme verwendet (max. 24 h alt). Alle
Untersuchungen zur Identifizierung der Stamme wurden dreimal wiederholt.
Erganzend wurden Primartests durchgefihrt (z.B. Katalase-Test, Oxidase-Test)
sowie mikroskopische Untersuchungen zur Kolonie- und Zellmorphologie.

Alle Antagonisten, fur die ein Einsatz im Freiland geplant war, wurden zur weiteren
Absicherung der ldentifizierungsergebnisse (MicroLog® und Api®) durch die DSMZ

(Braunschweig) bestimmt.

Selektion von Formulierungshilfsstoffen

Eines der Hauptziele des Projektes bestand in der Auswahl von
Formulierungshilfsstoffen, die in der Lage sind, die Fermentationsausbeute zu
steigern, eine bessere Applikationsqualitéat zu ermdglichen, aber auch den Belangen
UV-Schutz sowie zur Steigerung der Regenfestigkeit des Spritzbelages Rechnung zu
tragen. Wichtig war die Forderung, dass das Pilzwachstum durch diese Substanz(en)
nicht gefordert werden sollte. Bei der Auswahl war auf3erdem darauf zu achten, dass
die Adjuvantien bzgl. ihrer Herkunft, Zusammensetzung und/oder Wirkung mit den

Richtlinien fir den 6kologischen Anbau in Einklang stehen.



a. ) Einsatz von Lignin

Zunachst wurde die Eignung von Lignin (Fa. Aldrich) als Zusatz zur
Antagonistensuspension uberprift. Hierfir wurde eine 10 %ige Stammldsung mit
demin. Wasser angesetzt. Von dieser Stammlésung wurden jeweils 0.5, 1, 1.5 und 2
ml zu 20 ml TSB Medium zugefiigt. Diese Mengen entsprechen 0.05, 0.1, 0.15 und
0.2 g Lignin pro 20 ml Medium. Die Mischungen wurden anschliel3end fir 20 min bei
einer Temperatur von 121 °C autoklaviert. Fur den Test wurde ein Pseudomonas-
Stamm (I-112) und ein Bacillus-Stamm (857) ausgewahlt. Eine in TSB-Medium
angezogene frische Vorkultur wurde auf eine optische Dichte von ODgg = 1.5
eingestellt und jeweils 5 pl der Suspension wurde dem ligninhaltigen Testmedium
zugesetzt. Als Kontrolle diente TSB ohne Ligninanteil. Die Kulturflaschen wurden im
Schuttelinkubator fur 72 h bei 28 °C und 100 rpm inkubiert. Jede Behandlung wurde
in vier Parallelen angelegt; der Versuch wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend
wurde die Bakteriendichte ermittelt (Anzahl koloniebildender Einheiten pro Millilliter).
Der Effekt des Lignins wurde auch gegentber den Testpilzen untersucht. Hierfur fand

die Technik des Agarschalen-Diffusionstests Anwendung.

b.) Einsatz von Gemusedlen

Aus der breiten Palette von Gemiusedlen wurden einige fur die Tests ausgewahlt. Als
Testorganismen kamen die Antagonisten-Stamme 1-112 und 857 zum Einsatz. Die
Wirkung folgender Ole wurde Uberpriift: ,Codacide* und ,E 41272“ (Microcide Ltd,
England); ,Addit* und ,,experimental oil* (Koppert GmbH, Niederlande).

Die Testmethodik wurde wie oben beschrieben angewandt. Fur die Herstellung der
Formulierung wurde das O, die Bakterienzellen und dest. Wasser im Verhaltnis 1:1:8
gemischt. Zur besseren Vermischung wurde zunachst die Bakteriensuspension mit
dem Ol kraftig gemischt und dann das Wasser langsam zuzugeben. Nach
Herstellung von Verdinnungsreihen wurde auch hier einerseits die Wirkung auf das
Wachstum der Antagonisten untersucht. Andererseits wurde uberpruft, ob durch
Olzusatz die antagonistische Wirkung gegeniber P. ultimum in vitro gesteigert

werden kann. Beide Versuche wurden viermal wiederholt.



c.) Testung einiger Spurenelemente in vitro

Die Wirkungen einiger ausgewahlter Spurenelemente auf das Wachstum und die
antagonistische Aktivitat der Antagonisten wurde untersucht (I-112, 11-16/1, 1V-298a,
B2, EB4 and 857).

Die Spurenelemente sind im folgenden aufgefihrt: HzBOs (0.2mM), ZnSO4 X 7H,0
(0.2mM), MnSO4 (0.05mM). Diese Substanzen wurden in dest. Wasser gel6st und fur
20 min bei einer Temperatur von 121 °C autoklaviert. Die Antagonisten wurden in
TSB Medium kultiviert und auf eine optische Dichte von ODggo = 1.5 eingestellt. Von
dieser Bakteriensuspension wurden 100 ul entnommen und mit 900 pul der
Spurenelemente-Stammlésung gemischt. Die Kontroll-Platten wurden ohne Zusatz
von Spurenelementen hergestellt. Von einer Verdiinnungsreihe (bis 10°) wurden
jeweils 10-pl der Suspension entnommen und auf der Oberflache einer TSA-Platte
verteilt. Nach der Inkubationszeit fir 48 h bei 24 °C erfolgte die Auszéhlung der
koloniebildenden Einheiten (KBE/ml oder CFU/ml). Von jedem Versuchsglied wurden

vier Parallelplatten angelegt; der Versuch wurde zweimal wiederholt.

d.) Untersuchungen Uber die Wirkung von “Sorbitol” und “Trehalose” in vitro

Fur die Untersuchungen zur Wirkung von Sorbitol und Trehalose wurden die Stamme
[-112, B2 und EB4 ausgewahlt. Es wurden die Standardmedien der FZB Biotechnik
(Berlin) eingesetzt. Diesen Medien wurde Sorbitol bzw. Trehalose zugesetzt
(Sorbitol: 198.2g/l = 0.98 aktives Wasserpotential (ay); Trehalose: 0, 0.03, 0.14, 0.81
and 0.96 Mol/Liter). Nach Kultivierung der Antagonisten wurde die Kulturlésungen im
Dual-Kultur-Test eingesetzt, um zu prifen, ob die biologische Wirksamkeit

gegenuber P. ultimum gesteigert werden konnte oder abgenommen hatte.

Herstellung der bakteriellen Biomasse fir die Freilandversuche

Fermentation

Die Fermentation der Isolate und die Aufarbeitung bis zum Fermentationsschlamm

wurde von der Firma FZB Biotechnik GmbH in Berlin durchgeftuhrt.
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a.) EB4 und B2 (Bacillus amyloliquefaciens, DSMZ)

1,5 L des Nahrmediums NB19 (FZB) wurden mit 15 ml einer Vorkultur (GNB, 35 °C,
220 rpm, 8 h) beimpft. Die Kultivierung (35 °C, 900 rpm, 20-40 h) erfolgte im
Fermenter (BIOSTAT).

b.) 1-112 (Pseudomonas sp., DSMZ)

1 L des Mediums GNB (SIFIN) wurde mit zwei Impfésen beimpft. Die Kultivierung (30
°C, 175 rpm, 20-40 h) erfolgte im Schittelkolben.

Formulierung bakterieller Antagonisten

Fir einen Einsatz von Bakterien in der weinbaulichen Praxis missen diese in
formulierter Form vorliegen. Die Formulierungshilfsstoffe erfillen dabei wichtige
Funktionen, wie z.B. die Erh6éhung der Wirkungssicherheit und der
Anwenderfreundlichkeit des biologischen Produktes. AufRerdem schitzen sie die
Organismen vor widrigen Umwelteinflissen und erleichtern deren Etablierung auf der

Pflanzenoberflache.

Test der Formulierungshilfsstoffe auf phytotoxische und antifungische
Eigenschaften

Um mdgliche phytotoxische Eigenschaften der ausgewahlten Formulierungsstoffe
ausschlieen zu konnen, wurden im Gewéachshaus Versuche an Topfreben
durchgefuhrt. DarUber hinaus erfolgte in einem getrennten Versuchsansatz eine
Bewertung der antifungischen Eigenschaften der Stoffe gegeniber P. viticola.

Die ausgewahlten Formulierungshilfsstoffe Trehalose, Xanthan Gum und PHYTO-
VITAL® wurden zunéchst einzeln - in den im Freiland applizierten Konzentrationen -
frisch angesetzt. Darlber hinaus wurde eine Variante mit allen drei Stoffen
hergestellt, die der eigentlichen Formulierung entsprach. Anschlie3end folgte die
Applikation an jeweils drei Topfreben der Sorte cv. Riesling mit dem Airbrush-
System. Die Inokulation mit P. viticola erfolgte 48 h spater nach Vorschrift. Bei den

Varianten zur Bewertung der phytotoxischen Eigenschaften wurde nicht inokuliert.
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Herstellung der Formulierungen

Fur die Formulierung sowohl der gram positiven Isolate B2 und EB4 als auch des
gram negativen Isolates 1-112, wurde eine Flussigformulierung ausgewahlt. Fir die
Applikationen im Freiland wurde eine Zellzahl von 1,00E+07 CFU/mI angestrebt. Die
einzusetzende Menge an Bakterien wurde dabei in 1 L 0,14 M Trehalose-L6sung
eingemischt. Anschliel3end erfolgte eine schrittweise Zugabe von 0,02 % Xanthan
gum (bezogen auf die applizierte Gesamtwassermenge). Dieses Gemisch wurde
jeweils frisch hergestellt und bis zur Applikation im Freiland im Kihlschrank gelagert.
Direkt vor der Ausbringung wurde zur vorbereiteten Formulierung das UV-
Schutzmittel PHYTO-VITAL® in einer Aufwandmenge von 6 L/ha zugegeben.

Lagerungsversuche

Die formulierten Antagonisten wurden im Kduhlschrank (4 °C) gelagert. Zur
Bestimmung der Zellzahlen wurden Proben entnommen und nach Erstellung einer

Verdiinnungsreihe ausplattiert.

Freilandversuche

Die bakteriellen Formulierungen wurden in der Vegetationsperiode 2003 an drei
verschiedenen Standorten im Freiland getestet. Zwei der Versuche wurden in
Versuchsweinbergen der Forschungsanstalt Geisenheim und ein Versuch an der
LVWO Weinsberg durchgefuhrt. Die Versuchsflachen wurden in Form von
randomisierten  Blockanlagen mit vier Wiederholungen angelegt. Die
Versuchsanlagen waren mit cv. Riesling bestockt. Die einzelnen Wiederholungen der
Versuchsglieder wurden mittels Parzellenspritzgerat in regelmafigen Intervallen
behandelt.

Die nachfolgenden beiden Tabellen geben eine Ubersicht (iber die Versuchsglieder.
Am Standort Weinsberg stimmte Art und Umfang der Versuchsglieder mit dem des
Geisenheimer Standorts Mauerchen Uberein. Die Versuchsflache in Weinsberg war

mit cv. Trollinger bestockt.
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Tab. 1: Darstellung der Versuchsglieder am Standort Mauerchen in Geisenheim.

Versuchsglieder Standort Mauerchen

1 Kontrolle

2 Integriert

3 Oko-Standard (mit Kupfer)

9 Oko-Standard + B2 (ohne Kupfer)

10 Oko-Standard + I-112 (ohne Kupfer)

11 Oko-Standard + B2 (50%)+1-112 (50%) (ohne Kupfer)

Tab. 2: Darstellung der Versuchsglieder am Standort Kellersgrube in Geisenheim.

Versuchsglieder Standort Kellersgrube

1 Kontrolle

2 Integriert

3 Oko-Standard (mit Kupfer)

4 EB4 (ohne Kupfer)

5 [-112 (ohne Kupfer)

6 B2 (ohne Kupfer)

7 EB4 (50%)+1-112 (50%) (ohne Kupfer)
8 EB4 (50%)+B2 (50%) (ohne Kupfer)

9 B2 (50%)+1-112 (50%) (ohne Kupfer)

Applikation der bakteriellen Antagonisten

Fur die Applikation der bakteriellen Antagonisten wurde eine Zellzahl von 1,00E+07
CFU/ml angestrebt. Zu Beginn jeder Spritzung wurden aus der Spritzbriihe Proben

entnommen und nach Erstellung einer Verdinnungsreihe die Zellzahl bestimmit.
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Versuche zur Etablierung bakterieller Antagonisten im Freiland

Zur Bewertung moglicher witterungsbedingter Einflisse auf die Fahigkeit der
Etablierung der ausgebrachten Isolate wurden jeweils einen Tag vor und einen Tag
nach erfolgter Applikation Reisolierungen vorgenommen. Dabei wurden zwei
Rebblatter in je vier Wiederholungen fur jedes Versuchsglied aus dem Weinberg
entnommen. Die Blatter wurden in 50 ml physiologischer NaCIl-Losung aufgenommen
und anschlieBend 30 min mit Hilfe eines Uberkopfschittlers abgewaschen. Die
Waschflussigkeit wurde verdinnt und Aliquote der Verdinnungsstufen mittels
Spiralgerat auf TSA ausgebracht. Nach Inkubation (48 h, 24 °C) der Platten erfolgte
die Auswertung der Koloniedichte (CFU/ml).

Bonitur des Peronospora-Befalls an Blattern und Trauben

Zur Erfassung der Befallssituation wurde der prozentuale Anteil der Lasionen (hier:
Sporangienrasen) auf der Blattunterseite bzw. an den Trauben erfasst. Im Falle der
Blattscheiben sowie der ganzen Blatter diente eine visuelle Boniturhilfe der besseren

Standardisierbarkeit bei der Abschatzung.
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3. Ergebnisse

3.1 Ausfuhrliche Darstellung und Diskussion der wichtigsten
Ergebnisse

Versuche zur antifungischen Aktivitat ad planta

Die bakteriellen Isolate, die gegen die Modellpilze Pythium ultimum und Phytophthora
infestans in vitro eine gute antifungische Wirkung zeigten, wurden fir weiterfihrende
Tests ad planta ausgewahlt. Mit Hilfe des Blattscheiben- und Topfrebentests, konnte
die antifungische Aktivitdt gegen den obligat biotrophen Zielorganismus P. viticola
geprift werden.

Blattscheibentest

45

40 A

BB oo gl

Befall [%]
N N w
o ) o

=
ol
!
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!
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=

Kontrolle 112 5 Kontrolle 824 B2
Variante

Abb. 1: Blattscheibentest, Prozentualer Befall mit Plasmopara viticola nach
Applikation der Isolate Pseudomonas sp. 1-112, Pseudomonas fluoreszens 5,
Bacillus sp. 824 und Bacillus amyloliquefaciens B2. Die Fehlerbalken repréasentieren
die Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Abbildung 1 zeigt die Reduktion des Befalls mit P. viticola nach Applikation der
Isolate 1-112, 5, 824 und B2. Trotz geringer Infektionsraten der Kontrollen von 19 %
bzw. 35 %, konnte eine signifikante Reduktion des Befalls nach Applikation der
aufgefuhrten Isolate beobachtet werden.

Gewachshausversuche an Topfreben

Aufgrund der geringen Infektionsraten und versuchstechnischer Probleme des
Blattscheibentests in den Wintermonaten, wurden weiterfihrende Tests an
Topfreben durchgefuihrt. Der Test an ganzen Pflanzen entspricht eher den
naturlichen Bedingungen und wurde deshalb schon frihzeitig im Rahmen des
Screenings eingesetzt.

In der Abbildung 2 ist die Wirkung der applizierten Isolate auf den Befall mit P.
viticola dargestellt. Alle getesteten Isolate zeigten eine antifungische Aktivitat
gegenuber dem Zielpathogen. Im Gewaéachshaus konnten Infektionsraten der
Kontrollen zwischen 60 % und 75 % erreicht werden.

Ein wichtiger Ansatzpunkt zur Erhdéhung der Wirksicherheit eines biologischen
Praparates liegt in der Fermentation des Organismus. Kultivierungsparameter
beeinflussen nicht nur die Uberlebensfahigkeit des spater formulierten Antagonisten
sondern auch dessen Eigenschaften. So ist bekannt, dass bestimmte Zusatze zum
Kultivierungsmedium das Spektrum bzw. die Menge an gebildeten Antibiotika

beeinflussen kdnnen.

Ausgewahlte bakterielle Antagonisten wurden mit freundlicher Unterstiitzung der FZB
Biotechnik GmbH in Berlin in geeigneten Medien kultiviert und durch Zentrifugation
bis zum Fermentationsschlamm aufgearbeitet. Um mdgliche Einflisse des
Kultivierungsmediums auf die antifungische Aktivitat der Isolate ausschlie3en zu
konnen, wurden die Fermentationsschlamme ebenfalls an Topfreben getestet. Dabei
wurde in den Gewdachshausversuchen eine Zellzahl von 1,00E+07 CFU/mI
angestrebt. Trotz geringerer Infektionsraten der Kontrollen, zeigten alle getesteten

Isolate eine antifungische Aktivitdit gegeniber dem Zielpathogen (Abb. 3).
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Abb. 2: Gewachshausversuche an Topfreben, Prozentualer Befall mit Plasmopara viticola nach Applikation der Original-Flussigkultur

(TSB) der Isolate 1-112, 5, H237, IV-298a, 11-16/1, 1-70, 111-78a, B2, 824, 865, 857 und EB4. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Abb. 3: Gewéachshausversuche an Topfreben, Prozentualer Befall mit P. viticola
nach Applikation der Fermentationsschlamme (CFU/ml 1,00E+07) der Isolate 824,
865, 857, EB4, B2 wund [-112. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).

Test der Formulierungsstoffe auf antifungische und phytotoxische
Eigenschaften

Um mogliche antifungische oder phytotoxische Eigenschaften der ausgewéhlten
Formulierungsstoffe ausschlielen zu konnen, wurden Gewachshausversuche an
Topfreben durchgefiihrt. Dabei wurden die Substanzen Trehalose, Xanthan gum und
PHYTO-VITAL®, sowie eine Mischung aller drei Stoffe - in den im Freiland zu

applizierenden Konzentrationen - getestet.

Bei keiner der applizierten Formulierungsstoffe wurden phytotoxische Eigenschaften
beobachtet. Das UV-Schutzmittel PHYTO-VITAL® und die Mischung dieses Stoffes
mit Trehalose und Xanthan Gum zeigte dagegen eine antifungische Aktivitat
gegenuber Plasmopara viticola (Abb. 4 und 5). Nach Applikation von PHYTO-
VITAL® wurde eine Befallsreduktion von durchschnittlich 50 % im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet. Bei Applikation der Mischung aller drei Stoffe kam es zu einer
Reduktion von etwa 40 %.
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Abb. 4. Gewachshausversuch 1, prozentualer Befall mit Peronospora nach
Applikation der Formulierungshilfsstoffe Xanthan Gum, Trehalose, PHYTO-VITAL
und der Mischung aller drei Stoffe. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Abb. 5: Gewdachshausversuch 2, prozentualer Befall mit Peronospora nach
Applikation der Formulierungshilfsstoffe Xanthan Gum, Trehalose, PHYTO-VITAL
und der Mischung aller drei Stoffe. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Lagerungsversuche

In den durchgefuhrten Freilandversuchen, wurden die Formulierungen jeweils frisch
angesetzt. Fur den geplanten Einsatz in der weinbaulichen Praxis sollte dagegen
eine lagerfahige Formulierung vorliegen, die eine einfache und ungefahrliche

Anwendbarkeit garantiert.

4 00E+07

3,00E+07 -
E ——EB4
e ——B2
O

2,00E+07

1,00E+07

0 4 Wochen
Lagerdauer

Abb. 6: Lagerstabilitat (T = + 4°C) der Isolate Bacillus amyloliquefaciens EB4 und B2
formuliert als Flussigformulierung. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).

Abbildung 6 stellt die Stabilitat der Bacillus-Isolate EB4 und B2 in der
Flissigformulierung (PHYTO-VITAL®, Trehalose und Xanthan Gum, in den im
Freiland applizierten Konzentrationen) bei gekihlter Lagerung (+4 °C) dar. Das

Pseudomonas-Isolat I-112 war in dieser Flussigformulierung nicht lagerfahig.
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Freilandversuche

Bonitur des Peronospora-Befalls an Blattern und Trauben
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Abb. 7: Freilandversuch Standort Kellersgrube, Befallsstarke an Blattern nach
Applikation der Varianten 1 bis 9. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).

Befallshaufigkeit [%)]

Lataain

Varianten

Abb. 8: Freilandversuch Standort Kellersgrube, Befallshaufigkeit an Blattern nach
Applikation der Varianten 1 bis 9. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Aufgrund der extrem trockenen  Witterungsbedingungen wahrend der
Vegetationsperiode im Sommer 2003, konnte kein Peronospora-Befall an Trauben in
der Kontrolle bonitiert werden. Auch der Befall an den Blattern war insgesamt sehr
gering, was die Aussagekraft der Versuche stark einschrankte. So konnte zwar in
allen applizierten Varianten eine mit den integriert gespritzten Versuchsgliedern bzw.
mit dem Oko-Standard vergleichbare Befallsreduktionen beobachtet werden,
allerdings auf einem insgesamt sehr niedrigen, nicht reprasentativen Befallsniveau
(Abb. 7 und 8). Das Versuchsglied Kontrolle am Standort Kellersgrube wies eine
Befallsstarke von nur 0.3 % auf. Der Versuch am Standort M&uerchen sowie beim
Kooperationspartner in Weinsberg war aufgrund eines noch niedrigeren

Peronospora-Befalls nicht auswertbar.

Uberpriifung der Dichte an bakteriellen Antagonisten in der
Applikationslésung

In den durchgefuhrten Freilandversuchen, wurde eine Zellzahl von 1,00E+07 CFU/mI
der applizierten Antagonisten angestrebt. Zur Kontrolle der tatséchlich applizierten
Dichte an Bakterien, wurde vor jeder Spritzung eine Probe aus der Spritzbriihe
entnommen, eine Verdunnungsreihe erstellt und in Wiederholungen ausplattiert.
Sowohl am Standort Mauerchen (Abb. 9) als auch in der Kellersgrube (Abb. 10)
wurde die angestrebte Zellzahl appliziert. Eine Ausnahme bildet dagegen an beiden
Standorten das Pseudomonas-Isolat 1-112, welches durchschnittlich in einer Dichte
von nur 1,00E+04 CFU/ml appliziert wurde. Die hoheren Zellzahlen in den
Mischungen des Isolates I-112 mit den Bacillus-Isolaten wurden - im Hinblick auf die

Koloniemorphologie - durch die gram positiven Isolate hervorgerufen.
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Abb. 9: Freilandversuch Standort Mauerchen, Tatsachlich applizierte Zellzahl der
Isolate B2, 1-112 und einer Mischung aus beiden Isolaten. Entnahme der Probe aus
der Spritzbrihe kurz vor der jeweiligen Spritzung. Die Fehlerbalken reprasentieren
die Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Abb.10: Freilandversuch Standort Kellersgrube, Tatséchlich applizierte Zellzahl der
Isolate EB4, 1-112, B2 und der entsprechenden Mischungen der Isolate. Entnahme
der Probe aus der Spritzbriihe kurz vor der jeweiligen Spritzung. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Versuche zur Etablierung bakterieller Antagonisten im Freiland

Um Aussagen zur Etablierung der Isolate auf der Rebblattoberflaiche machen zu
kénnen, wurden einen Tag vor und nach jeder erfolgten Spritzung am Standort
Mauerchen Blattproben genommen und Reisolierungen durchgefihrt. In den
Abbildungen 11 bis 14 sind die Zellzahlen der von der Blattoberflache reisolierten
Bakterien wahrend der vier durchgefiuhrten Spritzungen dargestellt. Die 1.
Reisolierung entspricht dabei der Probennahme vor der jeweiligen Spritzung und die
2. Reisolierung entspricht der Probenahme nach erfolgter Spritzung. In den
Versuchsgliedern 9, 10 und 11 wurde eine um ca. eine Zehnerpotenz erhéhte
Zellzahl gegeniiber der integrierten Variante 2 und des Oko-Standards 3 beobachtet.
Dabei waren die Zellzahlen des Versuchsgliedes 10 geringer als die der Varianten 9
und 11. Die Werte der 1. Reisolierungen entsprachen denen der 2. Reisolierungen.
Nach der 4. Spritzung stellte sich die Zellzahl der applizierten Antagonisten auf
Werte zwischen 1,00E+04 und 1,00E+05 CFU/ml ein.

M2 1.Spritzung 26.06.03

1,00E+05 -

1,00E+04 - ~
: [
= |
- 1,00E+03 -
L
@)

1,00E+02 -

1,00E+01

2 3 9 10 11
Varianten

Abb.11: Freilandversuch Standort Mauerchen, 1. Spritzung, 1. Reisolierung. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Konfidenzintervalle (P <0,05).
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M2 2.Spritzung 08.07.03
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Abb.12: Freilandversuch Standort Mauerchen, 2. Spritzung, Reisolierung Die
Fehlerbalken reprasentieren die Konfidenzintervalle (P <0,05).

M2 3.Spritzung 18.07.03
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Abb.13: Freilandversuch Standort Mauerchen, 3. Spritzung, Reisolierung Die
Fehlerbalken reprasentieren die Konfidenzintervalle (P <0,05).
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Abb.14: Freilandversuch Standort Mauerchen, 4. Spritzung, Reisolierung Die
Fehlerbalken reprasentieren die Konfidenzintervalle (P <0,05).

Mikrovinifikation, Most- und Weinanalytik, Sensorik

Die Versuche zur Mikrovinifikation sowie die Most- und Weinanalyse sind noch nicht
abgeschlossen. Die Ergebnisse werden nach Fuillung der Jungweine und deren

sensorischer Prifung im Frihjahr 2004 nachgereicht.
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3.2 Nutzen und Verwertbarkeit fir den o6kologischen Landbau;
Mdoglichkeiten der Umsetzung oder Anwendung der Ergebnisse,
insbesondere Ableitung von Vorschlagen fir Malinahmen, die
durch BMVEL weiter verwendet werden kdnnen

Im Rahmen des Forschungsvorhabens konnte gezeigt werden, dass die
ausgewahlten bakteriellen Antagonisten geeignet sind, den Blattbefall durch P.
viticola im Blattscheiben-Test und unter Gewachshausbedingungen deutlich zu
reduzieren. Aufgrund der extrem geringen Befallssituation im Freiland im Jahr 2003
konnten keine Aussagen zur biologischen Wirksamkeit der selektierten Antagonisten
unter Freilandbedingungen gemacht werden. In den meisten deutschen
Weinbaugebieten hat der Schadpilz nur wenige Sekundarzyklen durchlaufen, da
starke Hitze und extreme Trockenheit den Pilzes massiv unterdriickt haben.

Dabei wurden besondere Anstrengungen unternommen, um die Applikation und die
biologische Wirksamkeit im Freiland zu optimieren. Dies galt vor allen fur folgende
Aspekte:

- Verbesserung der Applikationsqualitat (gleichméaRiger Spritzbelag)

- Regenfestigkeit

- UV-Schutz

- Schutz vor Austrocknung
Um diese Zele zu erreichen, wurde der Zusatz unterschiedlicher
Formulierungshilfsstoffe gepruft. Daraufhin wurden drei Substanzen selektiert und
den frisch fermentierten Bakterien vor der Applikation zugesetzt.
Um die Ergebnisse der Gewdachshaus-Tests im Freiland zu bestatigen, sind also

weitere Versuche im Weinberg unter gunstigeren Infektionsbedingungen erforderlich.

Der Fakt ,optimale Infektionsbedingungen® wird aus dem Grunde betont, weil der
Kooperationspartner in Weinsberg trotz kinstlicher Inokulation und Einsatz einer
Beregnungsanlage in 2003 keinen Befallsanstieg in der Versuchsanlage erzielen
konnte.

Unabhangig von dieser besonderen Situation in der Vegetationsperiode 2003 besteht
seitens des BMVEL die Moglichkeit, einen Einsatz der im Rahmen dieses Projektes
selektierten Antagonisten bei anderen Pathosystemen (verwandten Pilzen von P.
viticola) zu priufen. Hier bietet sich in erster Linie Phytophthora infestans (Erreger der
Kraut- und Knollenfaule der Kartoffel) an, zumal dieser Schadpilz im Rahmen des

Vor-Screenings Anwendung fand (Dual-Kultur-Test). Eine Reduzierung/Eliminierung
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des Einsatzes von Kupfer steht auch im Falle der Bekampfung von Venturia
inaequalis (Erreger des Apfelschorfs) im 6kologischen Apfelanbau an. Auch hier ist
die Verwendung bakterieller Antagonisten denkbar.

Um die Datenbasis hinsichtlich des Freilandeinsatzes moglichst rasch zu vergréf3ern,
sollten in den vor uns liegenden Vegetationsperioden 6kologisch wirtschaftende
Pilotbetriebe einbezogen werden. Auf diese Weise kénnten mehr Versuchsglieder an
unterschiedlichen  Standorten mit jeweils individuellen Befallssituationen
gegenubergestellt werden. Ein solches Projekt bietet sich auch vor dem Hintergrund
knapper Kassen an, da der Anteil der kostenintensiven Grundlagenforschung

deutlich reduziert werden wirde.

4. Zusammenfassung

Im vorliegenden Projekt wurde der Einsatz bakterieller Antagonisten als Kupferersatz
zur Bekampfung von Plasmopara viticola, dem Erreger des Falschen Mehltaus der
Weinrebe, im 06kologischen Weinbau optimiert. Mit Hilfe des Dual-Kultur-Tests
wurden sechs bakterielle Antagonisten aus einer vorhandenen Antagonisten-
Stammsammlung selektiert (Testpilze: Pythium ultimum; Phytophthora infestans). Im
Blattscheiben-Test konnte mit den ausgewahlten Isolaten eine Befallsreduzierung auf
unter 5 % Befallsstarke erzielt werden. Der Befall in der unbehandelten Kontrolle
schwankte je nach Ansatz zwischen 19 % und 35 %. An Topfreben unter
Gewachshausbedingungen zeigte sich ebenfalls eine gute biologische Wirksamkeit
gegen P. viticola. Die Kontrollpflanzen wiesen Befallswerte zwischen 60 % und 77 %
Befallsstarke auf, wahrend die Blatter der Prufglieder weniger als 5 % Befallsstarke
zeigten. Zur Eliminierung des Kupferanteils wurden fir Versuche im Freiland drei
hochwirksame Isolate ausgewahlt und in die Bekampfungsstrategie ,Oko-Standard*
integriert. Die Isolate gehorten den Gattungen Pseudomonas spp. und Bacillus spp.
an. Um die Wirksamkeit im Freiland zu steigern, wurden Formulierungshilfsstoffe
ausgewahlt, die den Bakterien kurz vor der Applikation zugesetzt wurden. Dabei
fanden die Substanzen Xanthan gum, Trehalose und PHYTO-VITAL® Anwendung.
Die Substanz PHYTO-VITAL® zeigte an Topfreben eine biologische Wirkung gegen
P. viticola. Aufgrund des extremen Sommers im Jahr 2003 war die Befallssituation im
Weinberg so gering, dass keine aussagekraftigen Ergebnisse zum Einsatz unter

Freilandbedingungen gemacht werden konnten. Studien zur Etablierung der
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Antagonisten auf dem Rebblatt haben gezeigt, dass die Blatter der
bakterienbehandelten Versuchsglieder Bakteriendichten aufwiesen, die um etwa eine
Zehnerpotenz hoher lagen als die mit Kupfer behandelten Blatter. Um mdogliche
Garbeeinflussungen zu erfassen, wurden Mikrovinifikationen durchgefuhrt. Bisher
zeigten sich keine Abweichungen vom kupferhaltigen Versuchsglied ,Oko-Standard®.
Dieser Versuchsteil wird erst im Frihjahr 2004 mit der sensorischen Prifung und der
Weinanalyse abgeschlossen werden.

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiterfiihrende
Fragestellungen

Das Hauptziel des Forschungsvorhabens wurde im Projektangebot folgendermal3en
formuliert:

»Aus diesem Grunde ist das Gesamtziel des Vorhabens die praxisgerechte Einarbeitung der
Applikation bakterieller Antagonisten gegen den Erreger des Falschen Mehltaus der Rebe in_ein
vorhandenes Bekampfungskonzept des okologischen Weinbaus (,Oko-Standard®), welches alle
anderen Schaderreger der Rebe berticksichtigt.”

Dieses Ziel wurde erreicht, auch wenn aufgrund der Witterungsbedingungen im Jahr
2003 die Bewertung der Malnahmen nicht erfolgen konnte. Auf der Basis der
selektierten Antagonisten und in Verbindung mit Formulierungshilfsstoffen konnte der
geplante Kupferersatz im Bekampfungskonzept ,Oko-Standard® realisiert werden.
Der Begriff ,praxisrelevant® wurden im Projektangebot bewusst gewahlt, da in der
Vergangenheit umstandlich anzusetzende Applikationslésungen Anwendung fanden
oder diese nur mit spezieller DUsenausstattung ausgebracht werden konnten. Somit

ist die Uberleitung zu weiteren, im Projektangebot formulierten Zielen gegeben:

.Die im Rahmen dieses Projektes selektierten antagonistisch wirksamen Bakterien sollen zunachst
kostengunstig grof3technisch produziert werden. Im zweiten Schritt erfolgt die Anbringung einer
Formulierung. In beiden Féllen soll die Lagerfahigkeit Uber mindestens eine Vegetationsperiode
bertcksichtigt werden. Da in diesem Bereich bei keinem der Partner der beteiligten
Forschungseinrichtungen umfassende Kenntnisse vorliegen, soll dieser Projektteil von einem
erfahrenen Unterauftragnehmer kompetent abgedeckt werden.”

Hervorzuheben ist, dass keine applikationstechnischen Probleme aufgetreten sind.
Dennoch ware winschenswert, die Formulierung direkt bei der Fermentation zu
integrieren oder zumindest alle Formulierungshilfsstoffe in Form einer Gesamtlésung
(oder in Granulatform) zuzusetzen. Die beschriebene Vorgehensweise des

separaten Zusatzes kurz vor der Applikation ist zwar auch unter Praxisbedingungen
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gut mdglich, eine Vereinfachung ware trotzdem mit Blick auf die hektische
Rebschutzpraxis zu empfehlen. Beziglich der langerfristigen Lagerfahigkeit der
Bakterien sind Defizite zu verzeichnen, insbesondere im Falle der Gattung
Pseudomonas sp.

Die Durchsicht der einzelnen Arbeitspakete und definierten Meilensteine zeigte, dass
es im Bereich des Technologie- und Wissenstransfers grol3e Defizite gab. Diese sind
allerdings vor dem Hintergrund der fehlenden Daten aus den Freilandunter-
suchungen zu erklaren. Aufgrund der geringen Datenbasis zum Einsatz bakterieller
Antagonisten als Kupferersatz im Freiland wurde der Technologie- und
Wissenstransfer sehr verhalten umgesetzt.

Ein weiteres Ziel bzw. Bestandteil des Projektes ist die Freilandprifung auf
Okologisch bewirtschafteten Weinbergen der beteiligten Forschungseinrichtungen. Im
Falle des Kooperationspartners LVWO Weinsberg erfolgte wahrend der
Projektlaufzeit die Umstellung des Standortes ,Burg Wildeck” von der 6kologischen
zur integrierten Bewirtschaftungsweise. In zuklnftigen Projekten sollte sichergestellt
werden, dass die Versuchsflache wahrend der gesamten Projektlaufzeit 6kologisch
bewirtschaftet wird.

Zu einer erfolgreichen Praxiseinfiuhrung gehoért auch die Registrierung oder
Zulassung der Substanz bzw. des Organismus, die/der als Kupferersatz fungieren
soll. In diesem Bereich herrscht noch viel Unklarheit. Die wissenschaftlichen
Arbeitsgruppen aber auch die kleinen und mittleren Betriebe, die sich mit der
Erforschung oder Produktion mikrobiologischer Pflanzenschutzmittel befassen,
erhoffen sich im Rahmen des ,Dritten Fachgespraches zum biologischen
Pflanzenschutz® (Thema: Kommerzialisierung mikrobiologischer Pflanzenschutz-
mittel) 6konomisch interessante Perspektiven und keine Sackgassen. Die mit diesem
Schlussbericht vorgelegten Studien zur Etablierung der bakteriellen Antagonisten auf
der Reb-Phylloplane konnten fur die mogliche Kommerzialisierung von grol3er
Bedeutung sein.
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