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1 EINLEITUNG

Die Hauptverursacher sehr vieler Pflanzenkrankheiten sind Pilze. Einige von ihnen sind nicht
nur extrem schédlich, sondern stellen Uberdies hemmende Faktoren beim Kulturanbau in
bestimmten Gebieten dar (KRaNz et al., 1982; PuNJa, 1985). In den tropischen und
subtropischen Regionen spielen insbesondere Temperatur und hohe Luftfeuchtigkeit eine
entscheildende Rolle hinsichtlich des Auftretens und der Verbreitung phytopathogener Pilze
(Aycock, 1966).

Die Bohne (Phaseolus vulgaris) gilt als wichtiger Wirt fir die Fauleerreger Corticium rolfsii
(CIAT, 1981) und Sclerotinia sclerotiorum (SCHLOSSER, 1983). Es ist bekannt, dal3 die Zahl
der Wirte sowohl fur C. rolfsii als auch fir S, sclerotiorum, insgesamt zwischen 200 und 300
Kulturpflanzenarten liegt (BACKMAN & PORTER, 1990; HALL & STEADMAN, 1991).

Corticium rolfsii  (Hymenomycetes) verursacht Samlings- und  Umfadlkrankheiten an
Keimlingen (KRANZ et a., 1982) und ist haufig ein hemmender Faktor bei der Produktion von
P. vulgaris (SUMMER, 1991), Daucus carota, (PUNJA et a., 1986), Lycopersicum esculentum
(WELLS et a., 1971; ZEIDAN, 1985; MCCARTER, 1993) und Glycine max (SHEW et al. 1984,
GAzAWAY & HAGAN, 1989). C. rolfsii verursacht Ful¥aule und greift den Stengel von
Jungpflanzen an (SIDDARAMAIAH et al., 1979; BACKMAN & PFORTER, 1990; WEBSTER, 1993).
Am Stengel entsteht Uber Bodenhthe zunéchst ein weil¥arbenes Myzel, spdter bilden sich
kugelformige Sklerotien von brauner Farbe mit einem Durchmesser zwischen 0.5 - 2 mm
(BRANCH, 1987; BACKMAN & PORTER, 1990). Sie Uberleben einige Jahre im Boden (PUNJA,
1988).

Die Hyphen von C. rolfsii sind septiert, hyalin und zwischen 5 - 9 um breit (SUMMER, 1991,
WEBSTER, 1983). Das Wachstum des Myzels und die Produktion von Sklerotien hdngen von
der Temperatur, der Bodenart sowie den Luft- und Lichtverhdtnissen ab (Punaa, 1985). C.
rolfsii gilt als Produzent von Oxalsdure, die sich wie ein Phytotoxin verhdt und im Laubwerk
von Arachis hypogea gleichermal3en Chlorosen und Nekrosen hervorruft (BACKMAN &
PORTER, 1990). SHEW et al. (1984) und PUNJA et al. (1984) stimmen darin Uberein, daf
volatile Substanzen, die durch Pflanzengewebe von A. hypogea ausgestromt werden, sowie
hohe Luftfeuchtigkeit die Sklerotienbildung und die Infektion durch den Pathogen
beglinstigen. SUMMER (1991) stellt fest, dal’3 die Oxasaure sowie verschiedene Enzyme, die
von C. rolfsii produziert werden, zum Absterben von P. vulgaris fihren,

In den tropischen Regionen Sidamerikas beeintréchtigt C. rolfsii vor alem die
Samenproduktion von P. vulgaris und G. max (OeRKE et a., 1994). Die Verbreitung der
Pathogene erfolgt normalerweise durch Bewésserung, die as Myzel und Sklerotien
transportiert werden und andere Pflanzen befallen (HALL & STEADMAN, 1991). Sklerotien
sind hart, braun, rund und haben bis zu 2,5 mm Durchmesser (GRAU, 1989). In dieser Form
Uberleben sie einige Jahre im Boden, Uberstehen grof3ere Temperaturschwankungen und sind
gegenuber Fungiziden resistent (SCHLOSSER, 1983; GRAU, 1989).

Niedrige Mengen des Inokulums von C. rolfsii kénnen einen htheren Prozentsatz einer
Mortalitét bei Pflanzen verursachen, well der Pathogen sich zwischen den Pflanzen ausbreitet
(PuNJga, 1985). C. rolfsii kann unter ginstigen Bedingungen Produktionsverluste von 10 —
25% bei P. vulgaris und bis zu 80 % bei A. hypogea verursachen. Dievon S. sclerotiorum bei
P. vulgaris verursachten Verluste kbnnen sogar bis zu 100 % betragen, wenn der Befall sehr
stark ist (SUMMER, 1991). Im Kulturanbau sind Schaden von Uber 5 %, die durch C. rolfsii
verursacht worden sind, fur die Ernte unannehmbar (PUNJA, 1985).
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Die von C. rolfsii und viden anderen Krankheiten weltweit verursachten Schéden im
Kulturanbau sind so grol3, dal3 verschiedene Bekdmpfungsmethoden, hauptsachlich auf der
Basis chemischer Produkte, notwendig wurden (WEBSTER, 1983; MINTON et a., 1990). Die
Anwendung von Fungiziden bel Zuckerriben (AGNIHOTRI et al., 1975), Erdnuld (DIOMANDE
et a., 1977) und Mo6hren (GURKIN & JENKINS, 1985) brachte unterschiedliche Ergebnisse bel
der Bekémpfung von C. rolfsii. Zahlreiche Fungizide, wie z.B. Benomyl (BACKMAN, 1990),
Carboxin, Furmecyclox, PCNB, Chlorotalonil, Chlorpirifos (PUNJA et al., 1986), sowie die
Begasung des Bodens mit Methylbromid, Chlorpikrin oder Metam sind in enigen
Untersuchungen getestet worden (PUNJA, 1985).

Bei der Entwicklung dternativer Bekadmpfungsverfahren gegen C. rolfsii  spielen
okonomische Uberlegungen eine grofe Rolle. Der Einsatz chemischer Bekampfungsmittel —
Fumiganten und Fungizide — verursacht hohe Kosten. Je nach Typ der angebauten
Kulturpflanzen kann dies dazu fuhren, dald der betreffende Kulturanbau okonomisch nicht
mehr rentabel ist (GURKIN & JENKINS, 1985).

Die Fungizide wirken zwar toxisch auf pathogene Pilze, verringern jedoch gleichzeitig in
betrachtlichem Mal3e die Populationen antagonistischer Bodenorganismen. Darlberhinaus
hat die Verwendung verschiedener Wirkstoffe wegen ihrer Toxizitée Umweltprobleme
hervorgerufen. AulRerdem sind viele pathogene Pilze gegen die Fungizide resistent geworden.

In diesem Zusammenhang wurden bereits verschiedene Untersuchungen zur biologischen
Kontrolle, basierend auf der Verwendung antagonistischer Pilze, durchgefiihrt. Besondere
Aufmerksamkeit wurde dabel Trichoderma spp. as wichtigem Antagonisten bodenbtirtiger
Pathogene gewidmet (PAPAVIZAS & LUMSDEN, 1980). Deren antagonistischer Effekt wirkt
sich auch bel der Bekampfung verschiedener Blattkrankheiten und bei Holzfaule aus
(NELSON & POWELSON, 1988; BETTUCCI €t al., 1988).

11 Bedeutung und Nutzung von Trichoderma spp.

Trichoderma-Arten sind gewohnliche saprophytische Pilze der Rhizosphére und haben eine
betréchtliche Aufmerksamkeit als ein potenzielles Mitte zur biologischen Beka&mpfung
zahlreicher bodenbirtiger Pilze erhalten (MARSCHALL, 1982; D'ERCOLE, SPORTELLI, NIPOTI,
1984; CHET, 1987; SAMUELS, 1996)

Trichoderma-Arten sind einfach zu isolieren, zu kultivieren und wachsen sehr schnell. Sie
befallen sdten Pflanzen und konkurrieren mit anderen Mikroorganismen um Nahrung und
Raum. Sie haben en Enzym-System, mit dessen Hilfe sie zahlreiche Pathogene befallen
konnen (MONTES, Universidad de Salamanca, 1998, pers. Mitteilung). Die meisten Arten
produzieren eine grof3e Zahl von Konidien. Die Konidiophoren sind verzweigt mit eiférmigen
bzw. runden Konidien. Die Chlamydosporen sind resistent gegenlber unglnstigen
Bedingungen, was fur das Uberleben des Pilzes sehr wichtig ist (LEWIS & PAPAVIZAS, 1984).

Durch seine Fahigkeit, Celulasen zu produzieren, kann Trichoderma industriell genutzt
werden (KuBiCek, 1992). Mit Hilfe solcher Enzyme kann Cellulose in Glucose oder in
Athanol umgewandelt werden, die normalerweise durch chemische Prozesse hergestellt
werden (KUHLS, 1997). Die Cellulasen von Trichoderma reesei sind in der Lage, recyceltes
Papier zu weil3en. Sie werden u.a. in der Textilindustrie als Bleichmittel verwendet und snd
damit eine umweltfreundliche Alternative zum Ublicherweise verwendeten Chlor (BUCHERT
et a., 1994). Neben diesen Anwendungen sind sie auch bedeutsasm beim Abbau von
Rickstandsprodukten, die bei der Zuckergewinnung aus Zuckerriben entstehen, und deren
Umwandiung in Proteine, die als Futtermittel verwendet werden kénnen (NIGAM, 1994, zitiert
in KUHLS, 1997; HERMOSA, 1998).
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12 Die biologische Bekampfung pflanzenpathogener Pilze mittels Trichoderma

In den letzten Jahren wurden in der Landwirtschaft einige mykoparasitische Pilze, wie
Trichoderma spp., fur die Bekdmpfung von Pflanzenpathogenen as biologisches Mittel und
as Alternative zu chemischen Produkten eingesetzt (PAPAVizAS, 1985; CHer, 1987,
CAMPBELL, 1989; YEDIDIA et al., 1998; LORITO et a., 1998). Zu diesem Zweck wurden
Hyphen, Chlamydosporen und Konidien von Trichoderma produziert und als "Bioprotector"
gegen verschiedene Pflanzenkrankheiten eingesetzt (PAPAVIZAS, 1985; HARNAN et al., 1991).
Versuche zur biologischen Bek&mpfung von S sclerotiorum wurden u.a. von LEE & WU
(1986) durchgeftihrt. NiPOTI, SPORTELLI und D'ERCOLE (1983) bekdmpften Sclerotinia minor;
WELLS et a. (1971); HENIS & PAPAVIZAS (1983) Sclerotium rolfsii; HADAR et al. (1984)
Pythium spp.; STRASHNOV et al. (1985) und KOHL (1989) Rhizoctonia solani; KOHL &
SCHLOSSER (1988) und ELAD et al. (1993) Botrytis cinerea.

Einige Trichoderma-Stdmme sind gegen S rolfsii besonders wirksam. Um nur einige
Beispiele ener Reihe von wichtigen Untersuchungen, die in diesem Bereich durchgefiihrt
worden sind, zu nennen, haben Stmme von Trichoderma u.a gegen R. solani, Phytophthora
cactorum, F. oxysporum, F. culmorum (WEBER, 1993; CHET & INBAR, 1994); Phoma betae
(GRONDONA, et al., 1992); Pythium debaryanum, Fusarium solani (ABADA, 1994); B. cinerea
in Tomate (ELAD et a., 1995; O'NEIL et al., 1996) Sclerotinia sclerotiorum (KNUDSEN &
ESCHEN, 1991) und Sclerotinia minor in Eisbergsalat ihre Wirkung gezeigt (VANNACI €t al.,
1991).

Biologische Bekdmpfung ist mit verschiedenen Ziden wund mit verschiedenen
Mikroorganismen weltweit durchgeftihrt und dokumentiert worden (BUCHENAUER, 1998).
Trichoderma spp. gilt dabei zunehmend als Mittel, das das Auftreten von Krankheiten
verhiten oder den durch pflanzliche Pathogene verursachten Schaden verhindern kann. In den
meisten Falen wird der saprophytische Pilz Trichoderma spp. in kommerziellen Prgparaten
wie z.B. T. harzanum (T39) als Trichodex ™ (ELAD & SHTIENBERG, 1996), fur eine
biologische Kontrolle, eingesetzt. Das Produkt Binab-T™ besteht aus einer Mischung von T.
harzianum und T. polysporum. GlioGard enthdlt T. virens und wird bel der Bekédmpfung von
Pythium und Rhizoctonia benutzt (LUMSDEN & LOCKE, 1989), wahrend T. harzianum (T-22)
gegen Fusarium, Rhizoctonia und Pythium in verschiedenen Kulturen wirkt (HAYES et al.,
1997). Die Formulierungen von Trichoderma spp. kdnnen as Samenbeizung verwendet oder
im Boden eingepfltgt werden (Cook, 1997). In zahlreichen Untersuchungen wurde bewiesen,
da’3 Trichoderma nicht nur die Pflanzen vor den Pathogenen schiitzt, sondern auch enen
Wachstumsschub in der Pflanze induziert, vergleichbar der Wirkung von PGPR, das sind
Rhizobakterien, die das Wurzelsystem besiedeln und ein Pflanzenwachstum induzieren und
gleichzeitig verschiedene Pflanzenkrankheiten kontrollieren (BAKER, 1989; KLEIFELD &
CHET, 1992; BUCHENAUER, 1998; KocH et a., 1998). In einigen Untersuchungen wurde
aullerdem nachgewiesen, dal3 Trichoderma ene natirliche Resstenz gegen den Angriff
pilzlicher Pathogene induziert (MEYER et al., 1998).

13 Antagonistische Mechanismen von Trichoderma spp.

Die antagonistischen Mechanismen von Trichoderma spp. sind in zahlreichen Untersuchun-
gen diskutiert worden (DENNIS & WEBSTER, 1971a; PERSSON et a., 1985; LEwIS &
PAPAVIZAS, 1987a; GHISALBERTI & SVASITHAMPARAM, 1991; HARMAN et al., 1993; SvVAN
& CHET, 1993; HARAN et a., 1996). Sie lassen sich folgendermal3en zusammenfassen:
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- Produktion antibiotischer, volatiler und nicht-volatiler Toxine
- Parasitierung von Hyphen anderer Pilze mit Hilfe verschiedener Enzyme

- Starke Nahrungskonkurrenz in der Rhizosphdre mit anderen Pilzen wéahrend der
saprophytischen Phase.

1.3.1 Antibioss

Die antibiotische Aktivitdt von Trichoderma spp. wurde durch WEINDLING (1934, zitiert in
HERMOSA, 1998), und durch DENNIS & WEBSTER (1971 ab) nachgewiesen. Seitdem sind
zahlreiche antibiotische Substanzen beschrieben worden, die auf die Permeabilitét der
cytoplasmatischen Membran wirken (JONES & HANcock, 1988). Die von Trichoderma spp.
produzierten toxischen Metabolite und andere Substanzen verhindern die Keimung der
Sporen sowie das Wachstum und die Entwicklung vieler pathogener Pilze. Diese Substanzen
schadigen die Wirtszellmembran und  verursachen dadurch enen  Efflux  von
Zdlinhaltsstoffen, wie Kohlenhydrate, Proteine, Aminosduren und Salze. Da die Wirkung
dieser Substanzen durch Hitzebehandlung nur z.T. reduziert wird, handelt es sich
wahrscheinlich um hitzestabile Toxine (SHAHIDI & SCHLOSSER, 1983).

Zu den bekanntesten Substanzen zdhlen Trichodermin (GODTFREDSEN & VANGEDAL, 1965,
zitiert in KOHL, 1989), Gliotoxin und Viridin (DENNIS & WEBSTER, 1971b), sowie Dermatin
(MEYER, 1966). Neue Substanzen wie Isonitril (OKUDA et al., 1982), Trichokonin aus T.
koningii (HUANG et al., 1995), Tricholin aus T. viride (LIN et al., 1994) wurden isoliert und
charakterisert. Das am haufigsten aus Trichoderma hergestellte Antibiotikum ist Acetaldehyd
(DENNIS & WEBSTER, 1971 a,b).

Der antibiotische Mechanismus ist besonders wirksam bei der Bekdmpfung von Botrytis
cinerea durch T. hamatum, was NELSON & POWELSON (1988) nachgewiesen haben. Der
Metabolit 6-pentil-Pirone von T. harzianum hemmt das Wachsum von R. solani und
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici in vitro (FAULL & SCARSELETTI, 1994); Gliotoxin, ein
Metabolit von T. virens G-20, der unter dem Namen GLIOGARD® gehandelt wird, wird bei
der Bekampfung von Kemlingskrankheiten, verursacht durch bodenbirtige Pilze, eingesetzt
(WHILHITE et al., 1994).

Verschiedene Untersuchungen haben aul3erdem gezeigt, dald enige Substanzen von
Trichoderma spp., wie Peptide, das Wachstum des Myzels verhindern und Zoosporen von
Phytophthora cactorum lysieren (LEDERER €t al., 1992). Gleichermal3en produzierten durch
UV-Behandlung mutierte Formen von Trichoderma spp. zu zwe neuen, noch nicht
identifizierten Metaboliten, von denen nur einer hitzestabil ist (PAPAVIZASEt al., 1982).

132 Mykopar astismus

Der Mykoparasitismus von Trichoderma spp. auf Rhizoctonia solani wurde zum ersten Ma
durch WEINDLING (1932, zitiert in HERMOSA, 1998) nachgewiesen und von KOHL (1989)
bearbeitet. Die gewohnliche Form des Parasitismus von Trichoderma-Hyphen auf anderen
Pilzen tritt in Form einer Umwindung (DENNIS & WEBSTER, 1971c) auf, dem sog. coiling
(PERSSON et al., 1985), wie in Abb. 1 gezeigt. Bei Kontakt mit dem Wirt baut Trichoderma die
Zellwand des Pathogens mittels hydrolytischer Enzyme ab (ELAD et al., 1982; CHET et al.,
1998).

Im Prozel3 des Mykoparasitismus von Trichoderma spidlt fur das Auffinden und Erkennen des
Wirtes die Wechsalwirkung zwischen den Lectinen des Pilzes und den Resten von Galactosen
der Zellwand von Trichoderma eine Rolle (INBAR & CHET, 1997). Die Haftung zwischen
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Antagonist und Pathogen entsteht durch die Bildung appressorienghnlicher Strukturen, die
gich fest an die Oberflache des Wirtes klammern (PERSSON et al., 1985). Dann setzt das
Eindringen von Trichoderma-Hyphen in das Innere des Myzels des Pilzes ein, wie es z.B. bei
R. solani und Sclerotium rolfsii durch ELAD et a. (1983) gezeigt wurde. Anschlief3end erfolgt
die Verdauung von Zdlinhaltsstoffen, erkennbar an morphologischen Verdnderungen wie
Vakuolisation, Efflux des Cytoplasmas und Abbau der Wirtshyphen ELAD et al., 1983; DeB
& DUTTA, 1990; BENHAMOU & CHET, 1996).

Dieser Prozess lauft vermutlich durch die Freisetzung toxischer Substanzen und durch die
Ausscheidung membranlysierender Enzyme, wie Phospholipasen, Proteasen und Lipasen, ab
(Lewis & PapPAavizas, 1987d). Die Produktion zellwandauflosender Enzyme, wie 31,3
Glucanasen, Chitinasen und Cellulasen, von T. harzianum, und T. hamatum wurden von
FANELLI & CERVONE (1977); ELAD et al. (1982; 1983; 1984); LORITO et al. (1993); LORITO et
al. (1996) und CHET et a. (1998) nachgewiesen. Diese Enzyme verursachen die Auflésung
der Zellwande von Rhizoctonia solani (MANZzALI et al., 1993). Die Beteiligung des Enzyms
3-1,3 Glucanase bel der Parasitierung der Sklerotien von S. rolfsii wurde von ELAD et al.
(1984) gezeigt. Der Abbau der Zellwénde von S sclerotiorum wurde von ARTIGUES &
DAVET (1984) nachgewiesen. Gleichermal3en konnten ELAD et al. (1983) zeigen, dal3 die
Hemmung dieses Enzyms keine weitere Parasitierung des Wirtes mit sich brachte.

Abb.1  Umwindung (coiling) von Trichoderma spp. um Hyphen von C. rolfsii (1900fach
vergrofiert)

1.3.3 Konkurrenz

Trichoderma kommt weltweit im Boden vor. Dies beweist, dal3 Trichoderma spp. im
Wettbewerb um Nahrstoffe und Raum stark sind (HERMOsA, 1998). Der Pilz bevorzugt Boden
mit einem hohen Gehalt an organischem Materia (BISSeT, 19914a). Er zerlegt die Griinmasse,
findet sich auf der Oberflache von Pflanzenwurzeln und auf Strukturen anderer Pilzer, z.B.
der Sklerotien. Trichoderma-Arten sind weltweit in verschiedenen Klimazonen verbreitet und
werden von anderen Organismen in ihrer konkurrierenden Aktivitét beeinflul® (MONTES,
Universidad de Salamanca, 1998, pers. Mitteilung). Wéahrend einige Arten von T. hamatum
und T. pseudokoningii feuchtem Boden angepasst sind, kommen T. viride und T. polysporum
Uberwiegend in Zonen mit niedrigen Temperaturen vor. T. harzianum und T. koningii finden
sich dagegen in unterschiedlichen Klimazonen (WARDLE et a., 1993).
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Die Fahigkeit von Trichoderma spp. zur Nahrungskonkurrenz wahrend der saprophytischen
Phase des Pathogens und zur Unterdriickung ihres Wachstums hangt stark vom Verhdtnis
zwischen den verschiedenen Trichoderma-Arten, dem Boden und dem Pathogen ab.
Zahlreiche Untersuchungen im Feld, im Gewéachshaus und im Labor zeigen verschiedene
Ergebnisse und Wirkungen des antagonistischen Pilzes bel der Bekampfung von
Pflanzenpathogenen.

Mittels des Konkurrenzmechanismus kontrolliert T. harzianum B. cinerea im Weinbau
(DuBos et d., 1982), R. solani und Pythium graminicola an Grasanbau (Lo, 1996). Nach der
Menung von AHMAD & BAKER (1988) sind einige mutierte Trichoderma spp.
Uberproduktoren von Cellulasen, die eine bessere saprophytische Konkurrenzfahigkeit in der
Rhizosphére haben. Nach Auffassung von KOHL & SCHLOSSER (1991) und MELO (1997)
besiedeln Trichoderma-Arten, die wenig Cellulasen produzieren, vorwiegend die
Rhizosphédre. Nach PAPAvizAS (1985) hangt die Wettbewerbsfahigkeit von Trichoderma um
Nahrung und Raum und sein Erfolg bel der biologischen Bekampfung von den physikalischen
und chemischen Eigenschaften des Bodens, der Temperatur, der Feuchtigkeit und des pH-
Wertes des Bodens ab. Die antagonistische Fahigkeit von Trichoderma im Boden wird neben
diesen Faktoren auch durch den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln beeinflul¥. Sie kdnnen die
infektiosen Einheiten von Trichoderma veringern, nachdem der Pilz as Mitte zur
biologischen Bekémpfung eingefuihrt worden ist (PAPAVIZAS, 1985). Dies bedeutet, dal3 die
Trichoderma-Arten mit den jeweils eingesetzten chemischen Produkten kompatibel sein
missen, wenn eine optimale Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten erreicht werden soll.

Die bisher unter Verwendung von Trichoderma spp. durchgeftihrten biologischen
Bekampfungsversuche umfassen weltweit ein groRes Spektrum von Pathogenen auf
unterschiedlichsten Kultursubstraten. Die antagonistischen Féhigkeiten wurden durch
Anwendung von Konidien im Boden oder auf Samen, durch die Produktion von
Fermenterbiomasse oder durch Verwendung von Trichoderma-Pellets getestet (KOHL, 1989).
Préparate von Trichoderma harzianum (Trichodex) sind unter kommerziellen Bedingungen
an Gurkenkulturen im Gewéachshaus angewandt worden (ELAD et a., 1993). Trichoderma-
und Gliocladium- Isolate waren wirksam bei der Bekampfung von B. cinerea an Trauben
(GULLINO & GARIBALDI, 1988, zitiert in ELAD et a., 1993) und an Erdbeeren (PENG &
SUTTON, 1990). Auch sind sie in Kombination mit Fungiziden wie Vinclozolin, Metalaxyl
und Captan in niedriger Dosis zur Krankheitsbekampfung getestet worden (Mc CAIN et dl.,
1985, zitiert in B.AD et a., 1993). Die Kombination von Trichoderma mit Iprodione oder
Vinclozolin ergab einen hohen Wirkungsgrad bei der Bek&mpfung des Grauschimmels an
Gurkenkulturen. Der Wirkungsgrad unterschied sich jedoch nicht von dem bei aleiniger
Verwendung von Trichoderma oder von Fungiziden (ELAD et a., 1993). Einige
Trichoderma-Arten sind mit Thiram vertraglich und wurden gegen Pythium benutzt
(RICHARDSON, 1954, zitiert in HERMOsA, 1998). Andere Produkte wie Metalaxyl, Captan und
Vinclozolin hemmen das Wachstum von Trichoderma nicht und kénnen in einer integrierten
Krankheitsbekédmpfung verwendet werden. Die durch UV-Licht mutierten Isolate von
Trichoderma konnten aufgrund ihrer Toleranz gegen hohe Konzentrationen von Benomyl
und durch ihre zunehmend antagonistische Fahigkeit gegen R. solani, F. oxysporum, S. rolfsii
und Pytium ultimum selektiert werden (PAPAVIZAS & LEWIS, 1983).

14 Enzymevon Trichoderma spp.

Zu den bedeutendsten Eigenschaften von Trichoderma zé&hit die Produktion von Enzymen, die
bei der Erkennung, Bindung und Zerstorung der Wirtszellwand auftreten. Das antimykotische
EnzymSystem von Trichoderma beruht auf mehreren Genen, die zahlreiche Enzyme
kodifizieren, unter anderem: Endochitinasen, [3-N-Acetylglucosaminidasen, Chitin-3-1-4-
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Chitobiosidasen, Proteasen, (51,3-Glucanasen, (51,4-Glucanasen, (51,6-Glucanasen, Lipasen,
Xylanasen, Mananasen, Pectinasen, Phospholipasen, RNasen, DNasen und Amilasen (LORITO
et al., 1998). Das Cellulase-Enzym-System von T. reesel besteht aus drei Gruppen: 1,4-13-
Glucan Cedlobiohydrolasen (CBH), Endo-1,4-3-D- Glucanasen (EG) und 1,4-13-D-
Glucosidasen. Von besonderer Bedeutung sind Glucanasen und Chitinasen, die Glucane und
Chitin der Zellwand phytopathogener Pilze abbauen konnen (HARAN et al., 1993; CHET,
1998).

14.1 Glucanasen

3-Glucane sind Homopolymere von D-Glucose, die durch [3-Bindungen miteinander
verknipft sind. Von den Mikroorganismen sind Pilze die wichtigsten Produktoren von (3
Glucanasen, die [5Glucane abbauen konnen (REESE & MANDELS, zitiert in HERMOSA, 1988).
Enzyme, die (-Glucane hydrolisieren, werden je nach dem Typ der R-glucosidischen
Bindung, die sie aufbrechen, klassfiziert. Es gibt verschiedene Gruppen von Enzymen: (31,3-
Glucanasen, 131,6-Glucanasen, 51,4-Glucanasen oder Cellulasen, die das 131,4-Glucan (den
wichtigsten Homopolymer der Natur) abbauen.

3-1,3-Glucanasen

3-1,3-Glucanasen hydrolysieren (3-1,3-glycosidisch gebundene Glucose-Polymere. 13-1,3-
Glucanasen oder (3-1,3-Glucanhydrolasen konnen entweder Endo- oder Exo —3-1,3-
Glucanasen sein. Die Endo-13-1,3-Glucanasen wirken im Inneren der Molekile und setzen
Oligosaccharide frei. Exo-[3-1,3-Glucanasen setzen Glucoseeinheiten frel. Bei T. harzianum
wurden sowohl Exo- as auch Endo-3-1,3-Glucanasen nachgewiesen und charakterisiert
(DuBOURDIEU et al., 1985; LORITO et a., 1994). LORITO et a. (1994) haben nachgewiesen,
dai? Glucane eine wichtige Rolle beim Parasitismus spielen. Mit 90 pug/ml gereinigter (31,3-
Glucanase aus T. harzianum wurde die Konidienkeimung von B. cinerea gehemnt.

3-1,4-Glucanasen

In T. reesel wurden mindestens drei verschiedene Endoglucanasen (EGI, EGII, und EGIII),
zwel  Cdlobiohydrolasen (CBHI und CBHIIl) und einige Formen von [3-Glucosidasen
identifiziert (HERMOSA & MONTES, 1998, Universidad de Salamanca, Spanien, pers.
Mitteilung). Verschiedene Gene von T. reesei (cbhl, cbh2) wurden durch TEERI et al. (1983),
egll durch VAN ARSDELL et a. (1987), egl3 durch SALOHEIMO et al. (1988) und ein Gen der
[3-Glucosidase bgl1 durch BARNETT et al. (1991) kloniert und charakterisiert.

3-1,6-Glucanasen

Bisher wurden erst zwei verschiedene Enzyme, die (31,6-glucosidische Bindungen abzubauen
vermogen, beschrieben (DE LA CrRuz et a., 1995; LARA et a., 1995). Endo 13-1,6-
Glucosidasen und 3-Glucosidasen aus T. harzianum.

14.2 Chitinasen

Chitinase hydrolisiert Chitin, einen wichtigen Zellwandbaustein der meisten Pilze. Nach
SAHAI & MANOCHA (1993) kénnen Chitinasen in drei Gruppen eingeordnet werden:
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Chitobiose

Chitobiose, auch as 3-1,4-N-Acetylglucosaminidase bekannt, hydrolisiert Chitobiose und
Oligosaccharide von Chitin und Molekile von N-Acetylglucosamin. HARAN et al. (1995)
haben die Enzyme Chitobiase (CHIT102) von T. harzianum und (CHIT73) gereinigt und
charakterisiert (LORITO et al., 1994).

Endochitinasen

Endochitinasen setzen nach dem Angriff auf die ChitinrMolekile Oligosaccharide frei. Vier
Endochitinasen von T. harzanum- CHIT 33 (DE LA CRuUZ et a., 1992; HARMAN et a., 1995);
CHIT 42 (DE LA CRuUZ et d. 1992); CHIT 52 (HARMAN et al., 1995) und CHIT 31 (HARMAN
et al., 1995) sind gereinigt und charakterisiert worden. Zwei Gene, die fir die Kodifikation
von Endochitinasen verantwortlich sind, sind kloniert und charakterisiert worden. Chitinase-
Enzyme sind in flissgem Medium mit Chitin als einziger Kohlenquelle induziert worden.
Sind Trichoderma spp. auf eéinem Glucose-Medium gewachsen, wurde in geringer Menge das
Intrazellular-Enzym CHIT 102 induziert (HARMAN et a., 1995). Die Auspragung des
Chitinase-Enzym-Systems von Trichoderma wird durch den Wirt beeinfluf®t. HARMAN et al.
(1996) haben gezeigt, dal3 die enzymatische Aktivitdt von N-Acetylglucosaminidase CHIT
102 aus T. harzianum erst 12 Stunden nach dem Kontakt mit C. rolfsii induziert wurde. Erst
nach weiteren 12 Stunden nahm die Aktivitét ab und N-Acetylglucosaminidase (CHIT 73)
wurde aktiviert.

Chitobiosidasen

Chitobiosidasen oder Exochitinasen setzen von den nicht reduzierenden Enden der Chitin
Dimeren N-Acetylglucosamin frei und sind as Chitobiose bekannt. Bei einigen Arten von
Trichoderma wurde beobachtet, dald3 neben Chitinasen, Chitobiasen und 13-1,3-Glucanasen
auch Proteasen und Lipasen sekretiert wurden, wenn den Nahrmedien Chitin, Laminarin oder
Zellwandbestandteile anderer Pilze zugefiihrt wurde (ELAD et al., 1982; De LA CRuz, 1992).
PapPavizas (1985) fand in einigen Trichoderma-Stammen eine Korrelation zwischen der
Bildung und Aktivitdt von Chitinasen und (3-1,3-Glucanasen mit den Proteasen und Lipasen
bei der lytischen Aktivitdt gegentber den Zelwanden phytopathogener Pilze. Bel der
Erkennung und der Spezifizitdt der Wirte sind die auf den pathogenen Pilzen erkannten
Lektine von Bedeutung (IMBAR & CHET, 1992; NEETHLING & NEVALEINEN, 1996). Der
Synergismus zwischen den hydrolytischen Enzymen und Antibiotika wurde beim
Parasitisnus von T. harzianum durch LORITO (1993) und ScHIRMBOCK et al. (1994)
bewiesen. Die antimykotische Aktivitdt von Endochitinase und die Chitobiosidase hemmte
die Keimung von Konidien und die Keimschlauchbildung einiger Chitin-Pilze (LORITO,
1993). Einen Synergismus und ene hemmende Wirkung 2zwischen der N-
Acetylglucosaminidase und der 1,3-R-Glucosidase sowie eine wirksame Kombination mit
Fungiziden fand LORITO (1994) gegen B. cinerea. Die Nutzung des Synergismus einiger
hydrolytischer Enzyme mit kommerziellen Fungiziden kénnte eine strategische Methode bei
einer integrierten Bekampfung sein. So konnten die Fungizide in niedrigeren Mengen as
bisher angewendet und trotzdem ihre Wirkung erhéht werden. Damit lassen sich die Selektion
resistenter Mikroorganismen gegen chemische Produkte verhindern und Umweltschéden
verringern.
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15 Taxonomie

Obwohl Trichoderma spp der weltweit am haufigsten auftretende Pilz ist und entsprechend
untersucht worden ist, wird seine Taxonomie noch diskutiert. (RIFAI, 1969; BISSETT, 1984,
GamMset al., 1987; BisseTT, 199143, b).

Die Gattung Trichoderma gehdrt zur Familie der Monililiaceae (RIFAI, 1969), in der nur
anamorphe Konidienstadien bekannt sind. Sie haben daher keine sexuelle Vermehrung bzw.
bekanntes teleomorphes Stadium (Gams et a., 1987). Der erste Bestimmungsschliissel von
Trichoderma-Arten wurde von (GILMAN & ABBOTT, 1927 ztiert in KuHLs, 1997)
beschrieben. Er wurde bis 1939 benutzt. Danach wurde eine neue taxonomische Bestimmung
fur Trichoderma durch (BisBys 1939, ztiert in HERMOSA, 1998) vorgenommen. Spéter
untersuchten RIFAI & WEBSTER (1966) eine mogliche Verbindung zwischen der
Ascomyceten-Gattung Hypocrea und deren Anamorphen mit Trichoderma-Arten. Ausgehend
von morphologischen Kriterien konnte RIFAI (1969) die Gattung Trichoderma in neue Arten
Aggregate einordnen und bildete damit die bis heute glltige Grundlage der Trichoderma-
Taxonomie: (1) T. piluliferum Rifai & Webster; (2) T. polysporum (Link ex Pers.) Rifai; (3)
T. hamatum (Bon.) Bain.; (4) T. koningii Oud.; 6) T. aureoviride Rifai; (6) T. harzianum
Rifai; (7) T. longibrachiatum Rifai; (8) T. pseudokoningii Rifai; (9) T. viride Pers.ex :Fr.. Eine
weitere Bearbeitung der Trichoderma-Taxonomie wurde durch BisseT (1991a) durchgeftihrt.
BIsseT (1991b) Uberprifte die bisher bekannten Arten-Aggregate von Trichoderma spp. und
die anamorphen Stadien von Hypocrea spp. und schlug funf neue Sektionen fir die Gattung
Trichoderma vor, wie in Abb. 2 zu sehen ist: (1) TRICHODERMA (T. koningii; T. aureoviride,
T. viride, T. atroviride); (2) PACHYBASIUM (T. hamatum, T. polysporum, T. piluliferum); (3)
SATURNISPORUM  (T. saturnisporum); (4) LONGIBRACHIATUM (T. pseudokoningii, T.
longibrachiatum); (5) HYPOCREARUM (anamorphe Stadien von Hypocrea). Die
Unzulanglichkeit der morphologischen Methoden haben zu vielen Kontroversen bel der
|dentifikation der Trichoderma-Arten geftihrt. In vielen Féllen sind die Formen der Phialiden,
der Verzweigungstyp der Konidiophoren (RIFAI, 1969), die gelbe Pigmentation - typisch fur
die Sektion Longibrachiatum (BISseT, 1991a) - oder die Art der Konidien nicht ausreichend
gewesen, um enen phylogenetischen Zusammenhang zwischen den Arten zu bestimmen.
Gerade die Ahnlichkeiten der Konidiophoren und der Phialiden und andere morphologische
Eigenschaften zwischen den Arten haben es erschwert, eine deutliche taxonomische
Differenzierung der Trichoder ma-Arten vorzunehmen.
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Abb. 2: Einteilung der Gattung Trichoderma in flinf Sektionen nach Bisset (1991a).
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Inzwischen wurden in der Biochemie und der molekularen Biologie neue Methoden
entwickelt, Enzyme wund Nukleinsduren verschiedener ArtenAggregate und der
beschriebenen Sektionen zu bestimmen. Zusammen mit den morphologischen Aspekten
ergeben sich somit neue Méglichkeiten flr eine zuverlassige I dentifizierung der Arten.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie haben MEYER & PLAskowITz (1989) die Konidien
verschiedener T. viride untersucht und konnten innerhab dieser Art zwei Gruppen
differenzieren. ZAMIR & CHET (1985) und SAMUELS et a. (1994) haben
| soenzymuntersuchungen durchgefiihrt. THORNTON et a. (1994) ist es gelungen, mit Hilfe
ener Relhe von neu entwickelten Methoden enen phylogenetischen Zusammenhang
zwischen den Trichoderma-Arten zu herzustellen.

Mittels DNA-Test haben MEYER et al. (1992) funf Gruppen festgelegt: (1) T. reesei, T. todica;
(I T. longibrachiatum, T. polysporum, T. koningii, T. pseudokoningii; (111) T. virgatum; (Iv) T.
saturnisporum und (V) T. harzianum, wobei die Gruppen (1) und (I1) Cellulasen-Enzyme
produzieren. Diese Ergebnisse trennen T. reesei und T. longibrachiatum taxonomisch und
stimmen mit den von MORAWETZ et al. (1992) durchgefiihrten Genrestriktions-Cellulasen und
mit den Isoenzymuntersuchungen von SAMUELS et al. (1994) Uberein. Die Einordnung der
Trichoderma-Arten von BISSET (1991b) aufgrund morphologischer Kriterien wird damit
erneut in Frage gestellt (KuHLS et al., 1997).

1.6. Die Zdlwand: Barrierevon Pflanzen und Pilzen

Die Zellwand von Pflanzen und Pilzen ist die physikalische und chemische Barriere, die sie
vor dem Angriff von Pathogenen schitzt. Pilzzellwande setzen sich zusammen aus
Kohlenhydraten, Proteinen, Lipiden, Pigmenten und mineralischen Salzen (ELSTNER et al.,
1996; REDERBY, 1990; SHWANTES, 1996). Kohlenhydrate oder Saccharide sind essentielle
Bestandteile aler lebenden Organismen und bilden die am haufigsten vorkommende
Stoffklasse im biologischen Bereich (VoeT & VOET, 1993). Hauptbestandteil der
Kohlenhydrate ist die Cellulose (Abb. 3a) (HELDT, 1999). Fibrilléare Hauptpolysaccharide sind
das Chitin (Abb. 3b) und die [3-Glucane einschliefdlich der Cellulose (AGRIOS, 1997).

Die Zellwand einer Pflanze bestent zu etwa 90 % aus Kohlenhydraten und 10 % aus
Proteinen. Wahrend des Zellwachstums der ersten Wand setzt sie sich haupsachlich aus
Cellulose, Hemicellulose, Pektin und Glycoproteinen zusammen. Das Pektin verleiht der
Wand dastische Eigenschaften und bildet zusammen mit den Glykoproteinen und der
Hemicellulose die Matrix fur die Einbettung der Cellulosemikrofibrillen. Die sekundére
Wand besteht vorwiegend aus Cellulose. Die Einlagerung von Lignin in die Sekundarwand
fuhrt zu einer Verholzung der Zelle (ELSTNER et al., 1996; AGRIOS, 1997). Lignin, ein Phenol-
Polymer (VOET & VOET, 1993), ist nach der Cellulose der zweithaufigste Naturstoff der Erde
(HELDT, 1999).
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Abb. 3 Struktur von (a) Cellulose, ein 3(1-4) Glucan und (b) Chitin, ein [3(1-4) ver kniipftesHomopolymer
desN-Acetyl -D-Glucosamins, wichtiger Polysaccharideund Hauptbestandteileder Zellwandevon
Pflanzen und Pilzen (VoeT & VOET, 1993)

16.1 Chitin

Chitin ist das Strukturelement des AulRenskeletts der Arthropoden und Insekten und ein
wichtiger Zellwandbaustein vieler Pilze und Algen (VOET & VOET, 1993; E.STNER et 4.,
1996; SCHWANTES, 1996). Wie in Abb. 3b zu sehen ist, ist Chitin ein unverzweigtes
Homopolymer von N-Acetyl-D-Glucosamin und in einer 13(1-4)-Bindung verknipft (VOET &
VOET, 1993; SCHWANTES, 1996; NULTSCH, 1996). Im Unterschied zur Cellulose ist jede C(2)-
Hydroxygruppe durch eine Acetamidfunktion ersetzt (VOET & VOET, 1993).

1.6.2 Cedllulose

Cdlulose ist ein lineares Polymer (ein 31,4-Glucan), d.h. ihre Makromolekile sind aus D-
Glucosemolekilen aufgebaut, die Gber 13(1-4)-glycosidische Bindungen miteinander verknuipft
sind (Abb. 3a) (VOET & VOET, 1993; NULTSCH, 1996). Bei einigen Pilzen der Oomycota
besteht die Zellwand hauptséchlich aus Glucanen, kleinen Mengen von Cellulose, aber nicht
aus Chitin (ELSTNER et a., 1996; AGRIOS, 1997). Die R3-glycosidischen Bindungen der
Cdlulose werden durch das Enzym Cellulase gel6st und zu Cellobiose abgebaut, die ihrerseits
durch Cellobiase in Glucose tberfihrt wird

1.7. Trichoderma spp. alsInduktor der Pflanzenresistenz

Trotz zunehmender Forschungsaktivitdten Uber die antimikrobielle Aktivitdt von Trichoderma
in vitro, gibt es noch immer keine genauen Erkenntnisse Uber die Mechanismen, die fur die
Verringerung des Krankheitsbefadls der mit Trichoderma behandelten Bdden verantwortlich
sind (HARMAN & BJORKMAN, 1998).

Tatsachlich haben sich die meisten Untersuchungen auf die mikrobiellen Wechselwirkungen
konzentriert und nicht auf einen moglichen Zusammenhang mit der Wirtspflanze, obwohl
offensichtlich die Zunahme des Pflanzenwachstums mit dem Eindringen in das Wurzelsystem
durch Trichoderma harzianum korrelliert (KLEIFELD & CHET, 1992).

In weiteren Untersuchungen wurde beobachtet, dald Substrate mit Trichoderma auch in
Abwesenheit von Pathogenen eine Zunahme des Pflanzenwachstums bewirken (BAKER, 1989;
HARMAN & BJORKMAN, 1998). Die biologische Bekémpfung von sekundéren Pathogenen in
der Rhizosphére, eine bessere Minerastoffgewinnung, die Freisetzung von Nahrstoffen und
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organischem Material aus dem Boden sowie die Produktion von Pflanzenhormonen kénnen
teilweise das verbesserte Pflanzenwachstum erkléaren, wenn Trichoderma im Boden zugefuigt
worden ist (IMBAR et a., 1994; BEYRLE, 1995). Doch die Moglichkeit, dal3 Trichoderma spp.
auf das Wurzelgewebe einwirkt und bel der Wirtspflanze eine Resistenz gegen Pathogene
induziert, ist selten untersucht worden (YEDIDIA et al., 1998).

Es ist bekannt, dal3 die Infektion mit enem nitzlichen Pilz, wie zB. enem
Endomykorrhizapilz, eine schnelle und wirksame Antwort in den Wirtspflanzen gegen den
Pathogenbefall bewirkt (MEERA et a., 1992). Es stellt sich die Frage, ob auch nicht-
pathogene Pilze, wie z.B. Trichoderma spp., bei den Pflanzen eine Abwehrreaktion gegen den
Angriff phytopathogener Pilze durch die Akkumulation von bestimmten Molekllen
induzieren konnen (YEDIDIA et a., 1998).

Einige Untersuchungen beweisen, dal} die Resstenzzunahme von Pflanzen mit ener
endotrophen Mykorrhiza (VAM) assoziiert ist und metabolische Verdnderungen im Wirt
auftreten. Hierzu zdhlen die Verstarkung der Peroxidaseproduktion und phenolitischen
Verbindungen (SPANU et al., 1988, zitiert in YEDIDIA et al., 1998; BELSTNER et a., 1996), die
Hydrolasenakkumulation, wie Chitinasen und (-1,3 Glucanasen mit potenzieller
antimikrobieller Wirkung (DUMAS et al., 1984; SPANU et a., 1984 zitiert in YEDIDIA et al.,
1998), und die Ablagerung struktureller Polymere, wie Ligninen (CAMPBELL & ELLIS, 1992)
und hydroxiprolinreicher Glykoproteine (BENHAMOU, 1995, zitiert in YEDIDIA et al., 1998).

Unter der Annahme, dal3 die Produktion von Peroxidasen und phenolischen Verbindungen der
Schltissel im Resistenzprozess sein kann (DALISAY & Kuc 1995; ELSTNER et al., 1996), und
dald durch eine Akkumulation struktureller Stoffe die mechanische Stérke der Zellwand des
Wirtes zunehmen kann, dann folgt, dal3 die Induktion solcher Abwehrmechanismen durch den
nitzlichen Pilz wahrscheinlich den Pathogenbefall einschrankt oder hemmt (YEDIDIA et dl.,
1998).

Ob jedoch die stimulierende Wirkung des Abwehrsystems der Pflanzen tatsichlich durch
nicht-pathogene Pilze ausgeloést worden ist, mul3 noch durch Untersuchungen bestétigt
werden.

18 BION alsElicitor der Systemisch Aktivierten Resistenz (SAR)

Die Krankheitshekdmpfung im landwirtschaftlichen und gartenbaulichen Kulturanbau basiert
fast ausschliefdich auf Fungizidanwendungen. Die Bedingungen im Gewé&chshaus oder im
Feld begiinstigen das Vorhandensein hoherer Inokulumskonzentrationen sowie ein schnelles
Wachstum von Pilzen. Die Pathogene sind dadurch in der Lage, sich in kurzer Zeit weit zu
verbreiten, was mit mehreren Spritzungen von Fungiziden verhindert werden soll. Durch den
schnellen Auflauf und die Resistenz der Pathogene gegeniber den Fungiziden wird eine
wirksame Bek&mpfung zunehmend erschwert (MENZIES & BELANGER, 1996). Wie bereits
erwdhnt, konnen chemische Produkte negative Auswirkungen auf Gesundheit und Umwelt
haben, was zu ener verstérkten Suche nach Alternativen in der Schadlings- und
Krankheitsbekampfung gefuhrt hat (KIRSTIN et al., 1999).

Eine Alternative zur Bek&mpfung von Pflanzenkrankheiten ist der Einsatz verschiedener
prophylaktischer Verbindungen wie Benzothiadiazole (BTH) (SIEGRIST et al., 1997; INBAR et
al., 1998), pL-3-Aminobuttersaure (BABA) (EUN et al., 2000); Milsana (KHH) (KIRSTIN et
a., 1999) oder Salycilsdure (SA) (SPLETZER & ENYEDI, 1999), deren Wirkung auf der
Induktion der Resistenz der Pflanzen gegen den Pathogenangriff basiert.

BION, en Pflanzenaktivator, ist as Benzothiadiazole (BTH) bekannt und entspricht einer
neuen Art des Pflanzenschutzes. BION ist eine Verbindung, die die nattrliche Abwehr der
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Pflanzen aktiviert und in der Praxis gegen ein grof3es Spektrum von Pathogenen genutzt
werden kann (ANONYMUS, 1996).

BTH ist fir das Wachstum des Pilzes nicht toxisch (ANONYMUS, 1996). Seine Wirkung ist
dem Effekt der Salicylsaure in der Signalinduktionskette dhnlich, das die Systemisch
Aktivierte Resistenz (SAR) ausldst (LAWTON et a., 1996). Eine einzelne Anwendung von
BTH bel Pflanzen kann vor einem grof3en Spektrum von Pathogenen schiitzen, wie z.B. gegen
Echte Mehltaupilze- (Blumeria graminis f.sp. tritic)i (GORLACH et a., 1996), bei Tomaten
gegen Alternaria solani, im Tabak gegen Peronospera tabacina, bei Reis gegen Pyricularia
oryzae (ANONYMUS, 1996), oder im Gurkenanbau gegen Sphaerotheca fuligenea (KIRSTIN et
al., 1999).

19 Systemisch Aktivierte Resistenz (SAR)

Die Bekdmpfung zahlreicher phytopathogener Pilze ist grundséizlich durch die Verwendung
von synthetischen Fungiziden, langen Fruchtfolgen, Anzuchtbeetbegasung (JONES et dl.,
1991) und die Verwendung resistenter Sorten moglich (NAsH & GARDNER, 1988). Durch den
Mangel einzelner resistenter Gene gibt es bei einigen Kulturpflanzen keine resistenten Sorten,
die gegen verschiedene pilzliche Krankheiten einen geeigneten Schutz bieten (NASH &
GARDNER, 1988).

Es ist beobachtet worden, dald3 Pflanzen eine Immunité gegen einige Pflanzenkrankheiten
entwickeln konnen, die durch Pilze, Bakterien oder Viren hervorgerufen werden kann. So
konnen die Pflanzen z.B. durch die Bildung lokaler Nekrosen Molekile aktivieren, die als
Signdle fur die Aktivierung der nattrlichen Abwehrmechanismen innerhab der Pflanzen
notwendig sind (ANONYMUS, 1996).

Induzierte Resistenz ist ein Phanomen, durch das die Pflanzen mittels einer Stimulation ein
erhohtes Niveau von Resistenz gegen ein grolies Spektrum von Mikroorganismen erreichen
(AGRIOS, 1997; ANFOKA & BUCHENAUER, 1997; KNOESTER €t al., 1999). Der klassische Weg,
induzierte Resistenz zu erzielen, ist mittels einer nekrotisierten pilzlichen Infektion. Dadurch
entsteht eine erhdhte Resistenz gegen einen nachfolgenden Pathogenangriff (STICHER et dl.,
1997; KNOESTER et al., 1999). Die Resistenz wird lokal am Inokulationsort, aber auch
systemisch im Gewebe fern vom Behandlungsort exprimiert (STICHER et al., 1997). Diese
Form von induzierter Resistenz ist als Systemisch Aktivierte Resistenz SAR bekannt
(AGRIOS, 1997; STICHER et al., 1997). SAR wird durch den Angriff von Pathogenen aktiviert,
und as Folge wird eine schnelle Zellnekrose im infizierten Gewebe ausgel6st (HUNT &
RYALS, 1996; G=ERT et al., 1999; DANN & DEeVERALL, 2000). Der Infektionsprozefd aktiviert
die Krankheitsresistenz im nicht infizierten Blattgewebe und schitzt gegen ein grof3es
Spektrum von Krankheiten, die durch viele Pathogene verursacht sein konnen (Ross et al.,
1961, zitiert in SLETZER & ENYEDI, 1999). Die Resistenzprinzip kann in weiter entfernte,
befalsfreie Pflanzenteile transportiert werden und dort ene Aktivierung der
Abwehrmechanismen aus 6sen (SCHLOSSER, 1997).

Der natiirliche Schutz der Pflanzen gegen einen Angriff von Insekten oder phytopathogenen
Pilzen wird insbesondere auf konstitutive Barrieren der Pflanze zuriickgefihrt, die vor dem
Angriff vorliegen (STICHER et d., 1997; MURILLO et a., 1999). Die Pflanzen kénnen die
Schutzmechanismen aktivieren, sobald sie Kontakt mit dem Pathogen haben. Die Effektivitét
solcher Abwehrmechanismen ist abhéngig von der Invasionsgeschwindigkeit des Pathogens
und der Aufbaugeschwindigkeit mechanischer Barrieren durch die Pflanzen (SCHLOSSER,
1997; MURILLO et a., 1999) Die Bedeutung dieser Abwehrreaktion ist zum gréften Tell
diskutiert und dokumentiert worden (CHESTER, 1933; ELSTNER €t al., 1996; GAUMANN, 1946,
zitiert in STICHER, et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dal3 die Pflanzen, die mit einem



Einleitung 15

nicht-virulenten Mikroorganismus geimpft werden, bei nachfolgenden Infektionen mit dem
gleichen oder eéinem verwandten Pathogen elnen nattirlichen Schutz entwickelt haben.

SAR wurde im Gurkenanbau (RYAN, 1990, zitiert in STiCHER et al., 1997) und in
Erbsenpflanzen (DANN & DEVERALL, 2000) mittels Pseudomonas syringae nach sieben
Stunden induziert. In anderen Untersuchungen wurde in Pflanzen mit dem FRilz
Colletotrichum lagenarium, Verursacher der Anthraknose, Resistenz gegen mehrere
Krankheiten von Bakterien, Viren und Pilzen induziert (KESSMANN et al., 1994,
HAMMERSCHMIDT & Kuc, 1995, zitiert in STICHER et a., 1997). SAR wurde in Tomaten
mittels TMV gegen Phytophthora infestans induziert (ANFOKA & BUCHENAUER, 1997). Bei
einer Impfung mit dem Pathogen Peronospora parasitica unter die Epidermis des Stengels
von Tabak wurde SAR in den Bléttern zwei bis drei Wochen nach der ersten Inokulation
induziert (CoHEN & Kuc, 1981). Mittels (PGPR) wurde ein interessanter Fall von aktivierter
Resistenz gezeigt: wurden die Rhizobakterien im Boden appliziert, haben sie die Rhizosphére
besiedelt und eine Resistenz in den Bléttern oder im Stengel induziert (STICHER et a., 1997;
ENEBAK & CAREY, 2000; VAN LOON et a., 2000). Aufgrund der Tatsache, dal3 die PGPR-
Rhizobakterien die Pflanzen systemisch gegen verschiedene Pathogene schiitzen konnen,
ohne Symptome zu verursachen, wurde diese Form von Resistenz Systemisch Induzierte
Resistenz (SIR) genannt (ALSTROM, 1991; VAN PEER et a., 1991; Liu et a., 1995;
PURKAYASTHA, 1998; HaN et al., 2000; VAN LOON et a., 2000). Zur Unterscheidung dieser
Form von der Aktivierten Resistenz (SAR) wurde die Systemisch Induzierte Resistenz
eingefihrt (SIR) (PIETERSE, et a., 1996).

Systemisch induzierte Resistenz (SIR) unterscheidet sich von der Systemisch Aktivierten
Resistenz (SAR) darin, dal3 die SIR unabhangig von Saycylsaure ist und mit den PR-
Proteinen nicht verbunden ist ( KNOESTER €t a., 1999).

Wahrscheinlich wird SAR durch schnelle Akkumulation einiger Familien von PR-Proteinen
sowohl intra- als auch extrazellulér in den Bléttern induziert (WARD et al., 1991; CENTURY et
al., 1995). Einige dieser PR-Proteine, die sich wéhrend der SAR akkumulieren, haben
enzymatische Aktivitdten (z.B. Glucanasen und Chitinasen) gezeigt, die mit den
Abwehrmechanismen gegen Pathogene wie Pilze, Viren und Bakterien Ubereinstimmen
(MALAMY et al., 1992; NDERMAN et al., 1995; PreLL, 1996; AGRIOS, 1997; HARTLEB et d.,
1997; SCHLOSSER, 1997).

19.1 PR-Proteine

PR-Proteine werden ads Pflanzenproteine definiert, die sich nach einem Pathogenangriff
akkumulieren oder induziert sind, und in einer gesunden Pflanze nicht vorliegen (CuTtT &
KLESSIG, 1994; VAN LOON et al., 1994; (GORDON et d., 1997). Ein Angriff kann nicht nur
durch Mikroorganismen erfolgen, sondern auch durch Nematoden, Insekten, Herbivoren,
chemische Behandlungen oder andere Stref3faktoren (STICHER et al., 1997; MURILLO €t dl.,
1999). Anorganische Verbindungen wie z.B. Kaliumdihydrogenphosphat, Silbernitrat, UV-
Licht, Pathogene und deren Produkte sowie mikrobielle Toxine konnen as Elicitoren wirken
(HARTLEB et al., 1997; SCHLOSSER ,1997).

PR-Proteine wurden zuerst in TMV-infizierten Pflanzen gefunden (STICHER et al., 1997),
gpéter auch in den interzelluldren Waschfllssigkeiten pathogeninfizierter oder mit biotischen
oder abiotischen Elicitoren behandelter Blétter (PreLL, 1996), wie z.B. 2,6-
Dichloroisonikotinsdure (METRAUX €t al., 1991), DL-3-amino-n-Buttersdure ( BYuNG et al.,
1997) oder Benzothiadiazole-7-carbothiotic acid (GORLACH et al., 1996; LAWTON et al., 1996;
DANN & DEVERALL, 2000). Viele dieser Proteine stammen aus Zellwéanden und Zellvakuolen.
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PR-Proteine sind in zahlreichen Pflanzen und unter verschiedenen Arten von Stress gefunden
worden (BoL et al., 1990; StiNnTzI et a., 1993). Einige PRs schlieffen PR-1; (13-1,3-
Glucanasen PR-2); (Chitinasen PR-3, PR-4) und (Osmotin PR-5) ein und zeigen eine
antimikrobielle Aktivitdt (MAuUcH et al., 1988; WoLOsHUK et al., 1991; HARTLEB et al.,
1997). Chitinasen und 3-1,3 Glucanasen haben eine synergetische Wirkung (MAUCH et al.,
1988) und setzen Molekile frei, die as Elicitoren wirken kdnnen (KUROSAKI, 1986). Mittels
Induktorapplikation erfolgt bei der Bildung und Aktivierung von PR-Proteinen eine Synthese
der Schitisselenzyme PhenylaaninrAmmoniumLyase (PAL) und ChakonSynthase (CHS)
(PRELL, 1996). Zu den Schliisselenzymen gehdren auch Peroxidasen, welche mit neuen
Isoenzymen und ener erhohten Gesamtaktivitdt auftreten und u.a Protein und Lignin
verbinden (ELSTNER et al., 1996; ANFOKA & BUCHENAUER, 1997; SCHLOSSER, 1997).

PR-Proteine akkumulieren sich in grof3er Dichte am Ort der Infektion, einige sammeln sich
auch an nicht-inokulierten Stellen (STINTZI et al., 1993). Die Ausprdgung der SAR-Proteine
variiert mit den Pflanzenarten, z.B. wurde bel Tabak und Arabidopsis die extrazellulére PR1
als wichtigstes Protein induziert, wohingegen bel Gurken die extrazellulare PR-1 schwach
ausgepragt war, daftir die Ausprégung von Chitinase hoch (KESSMANN et al., 1994).

Mittels transgener Pflanzen, in denen die Expression der entsprechenden Gene stattfindet,
kann die Rolle der PR-Proteine Chitinasen und 1,3 Glucanasen bel der Abwehr zusétzlich
bestimmt werden (HARTLEB et al., 1997; MURILLO &t a., 1999). So nimmt z.B. in Tabak bei
einer Uberexpression von PR-1 die Resistenz gegen eine Infektion von Peronospora tabacina
und Phytophthora parasitica var. nicotianae erheblich zu (ALEXANDER et al., 1993). Bei
Ubermaldiger Auspragung der 1,3-Glucanase von Sojabohnen in Tabak nimmt die Resistenz
gegen Phytophthora megasperma und Alternaria alternata zu (YOSHIKOWA et al., 1993). Bei
Kohl- und Tabakpflanzen erhtht eine Ubermenge der Chitinase von Bohnen die Resistenz
gegen den Angriff von Rhizoctonia solani und anderer Pathogene unter Feldbedingungen
(GRISON et al., 1996).

Die Auspragung der PR-Proteine korreliert mit der Resistenzzunahme eniger Pflanzen. Die
genaue Funktion dieser PRs bel der Abwehrreaktion gegen Viren, Bakterien und Pilze ist
jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart worden (STICHER et al., 1997).

1.10 Zideder Arbet

Bohnen (Phaseolus wvulgaris L.), Linsen (Lens culinaris L.) und Kichererbsen (Cicer
arietinum L.) sind eine wichtige tégliche Nahrungsguelle fir die Bevolkerung in Mittel- und
Sldamerika. Diese Leguminosen werden jedoch haufig von mehreren phytopathogenen
Pilzen befalen. So sind z.B. in den tropischen und subtropischen Regionen Ecuadors
Bohnen, Linsen und Kichererbsen wichtige Wirte fur C. rolfsii Sacc. Dieser Pilz verursacht
Samlings- und Umfallkrankheiten sowie Ful¥faule an Keimlingen und stellt Gberdies einen
hemmenden Faktor bei der Produktion solcher Kulturen dar. Die von C. rolfsii verursachten
Schéden sind so grof3, dal3 verschiedene Bekdmpfungsmethoden, hauptsachlich auf der Basis
chemischer Produkte, notwendig sind. Der Einsatz chemischer Bekampfungsmitte —
Fumiganten und Fungizide — verursacht hohe Kosten und je nach Typ der angebauten
Kulturpflanzen kann dies dazu fihren, dal3 der betreffende Kulturanbau 6konomisch nicht
mehr rentabel ist.

Die Suche nach neuen Bekdmpfungsstrategien gegen Pflanzenkrankheiten im Kulturanbau ist
eine Antwort auf die Notwendigkeit, die Dosierungen und die Zahl chemischer Produkte zu
verringern, die in vielen Landern ohne Kontrolle und Bewuldsein eingesetzt werden. Die
Nutzung von Pestiziden in der Landwirtschaft belastet die Umwelt, wirkt sich schadlich auf
die Gesundheit der Menschen aus und verursacht Resistenzen in den Mikroorganismen, die
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wiederum zu einem vermehrten Einsatz von Pestiziden zwingen, um die pilzlichen Pathogene
kontrollieren zu kdnnen. Abgesehen von dieser Problematik sind aber auch die 6konomischen
Mittel der Landwirte in Siidamerika und anderen Teilen der Welt allgemein beschrankt und
oftmals nicht ausreichend, um die teuren chemischen Bek&mpfungsmitte gegen
Krankheitserreger einsetzen zu konnen.

Ein Zid der vorliegenden Arbeit ist daher, wirksame biologische Bekampfungsmaldnahmen
mittels Trichoderma spp. gegen C. rolfsi zu entwickeln sowie auch sen
Antagonismuspotential gegen weitere wichtige bodenbtirtige phytopathogene Pilze zu testen.

Trichoderma spp. ist ein saprophytischer Pilz, der keinen Schaden an Pflanzen verursacht.
Durch seine Fahigkeit, das Wachstum anderer Pilze zu hemmen, hat & in der Landwirtschaft
bereits zunehmend an Interesse gewonnen. Ein Ziel dieser Arbeit ist deshalb zu prifen, ob die
Anwendung von Trichoderma spp. as Samen- und Bodenbehandlung hinsichtlich der
Formulierung der Pr8parate und der Inokulumproduktionstrager in Bezug auf unterschiedliche
Kulturndhrmedien zur erfolgreichen Bekampfung von C. rolfsii fuhrt.

Neben der Untersuchung seiner Antagonismusfahigkeit gegenlber den Krankheitserregern
verfolgt diese Arbeit, bestimmte Trichoderma-Stdmme zu selektieren, die gegentiber den
Fungiziden eine besonders ausgeprégte Vertraglichkeit und Resistenz zeigen. Diese Stdmme
konnen in Systemen integrierter Bekdmpfungsmalinahmen eingesetzt werden und damit zu
einem veringerten Einsatz chemischer Produkte in der Krankheitsbekampfung flhren.
Chemische Rickstande bel geernteten Produkten, die zu Gesundheitsschdden beim Menschen
fUhren kdnnen, kdnnen so weitgehend vermieden werden.

Als weitere Alternative zur chemischen Pflanzenkrankheitsbek&mpfung wird in dieser Arbeit
der Einsatz von BION, bekannt als Benzothidiazole (BTH) getestet, dessen Wirkung auf die
Induktion von pflanzlichen Abwehrmechanismen gegen Pathogenangriffe zurlickzufihren ist.
Dieser Teil der Arbeit untersucht unter Gewéachshausbedingungen die Wirkung von BION bei
Leguminosenpflanzen von Bohne (Phaseolus wulgaris), Linse (Lens culinaris) und
Kichererbse (Cicer arietinum) sowie seine Fahigkeit as Induktor der natlrlichen
Abwehrmechanismen gegen C. rolfsii.

Die vorliegende Arbeit zeigt auf, dal3 die Anwendung von Trichoderma und BION zum
einem eine mogliche wirksame Alternative zur chemischen Bek&mpfung zahlreicher
Pflanzenkrankheiten sein kann, dal3 sie zum anderen aber auch ein wichtiger Bestandteil
integrierter Bekampfungsmal3nahmen werden kann. Zielsetzung ist es, die zugrundeliegenden
Mechanismen des Trichoderma-Antagonismus weiter aufzuklaren und die durch BION
aktivierten Mechanismen der induzierten Resistenz besser zu verstehen.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

Fur die Untersuchungen zur biologischen Bekampfung und der induzierten Resistenz sowohl
im Labor als auch im Gewéchshaus wurden die folgenden Materialien verwendet:

211 Pilze
Die fur die Untersuchungen verwendeten Pilze stammen aus der Sammlung des Instituts fur
Phytopathol ogie und Angewandte Zoologie der Justus-Liebig-Universitét Giessen.

Trichoderma spp.: Von den von KOHL (1989) im Rahmen eines Screening-Programms
gesammelten Trichoder ma-stammen verschiedener geographischer Herkunft,
unterschiedlicher Klimazonen, Standorte und Substrate wurden enige Trichoderma-Arten
ausgewahlt, die in Tab. 1 aufgdlistet sind. Die ausgelesenen Trichodermapilze wurden im
Labor auf verschiedenen Nahrmedien auf ihre Eigenschaften als natlrliche Antagonisten
gegen wichtige phytopathogene Pilze getestet.

Corticium rolfsii: Die von ausgewdhlten phytopathogenen Erregern hervorgerufenen
Pflanzenkrankheiten, die bereits bekannt sind, sind in Tab. 2 zusammengefasst. Unter
besonderer Berticksichtigung wurde hier eine biologische Bekdmpfung von Corticium rolfsii,
Hauptverursacher von Samlings- und Umfalkrankheiten an Keimlingen sowie Ful¥aulen

(KrRANZ, 1982) im Labor und im Gewéachshaus getestet und durchgefiihrt.

Tabellel: Listeder ausgewdhlten untersuchten Pilzstamme der Gattung Trichoderma spp.

Stammnummer | Art geogr aphische | Klimazone Standort Substrat
Herkunft
T-12j Trichoderma spp.  (*) *) *) *)
T-024 T. hamatum Buseck 1 Garten Gras
T-029 T. koningii Buseck 1 Buchenwald Rinde
T-040 T. harzianum Langgons 1 Garten Holz
T-047 T. hamatum Herdecke 1 Birke Holz
T-093 T. hamatum Breungeshain 2 Eichenwald Holz
T-115 T. viride Hoherodskopf 2 Fichtenwald Wurzeln
T-116 T. koningii Hoherodskopf 2 Fichtenwald Boden
T-124 T. harzianum Leihgestern 1 Griinland Boden
T-126 T. harzianum Rufland 1 Torf Torf
T-134 T. hamatum Hoherodskopf 2 Laubwald Boden
T-165 T. koningii Launsbach 1 Acker Boden
T-166 T. hamatum Dornach (CH) 1 Acker-bio-dy Boden
T-171 T. harzianun China 1 Acker Boden
T-190 T. viride Schiffenberg 1 Laubwald Holz
T-192 T.viride Schiffenberg 1 Nadelwald Boden
T-210 T. koningii Beuern 1 Fichtenwald Holz
T-218 T. viride Beuern 1 Buchenwald Rinde
T-226 T. viride Beuern 1 Nadelwald Boden
T-236 T. koningii Buseck 1 Fichtenwald Holz
T-250 T. harzianum Taunus 2 Eichenwald Holz
T-257 T. harzianum Feldberg 2 Buchenwald Holz
T-309 T. hamatum Alesund (N) 3 Nadelwald Boden
T-390 T. koningi *) *) *) *)
T-391 T. harzianum Giellen 1 Acker Boden

(*) unbekannt
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Tabelle2: Listeder ausgewahlten unter suchten phytopathogenen Pilze

Sammnummer | Pilzsamme Krankheitsbezeichnung
Ss Sclerotinia sclerotiorum Stengelfaule
Rs193 Rhizoctonia solani Idem

Rs194 Rhizoctonia solani Idem

Fo200 Fusarium oxysporum Wurzelbrand
Fm Fusarium moniliforme Wurzelféaule
Fg Fusarium graminearum Idem

Fc207 Fusarium culmorum Idem

Bc300 Botrytis cinerea Grauschimmel
As245 Alternaria solani Blattflecken
Col363 Colletotrichum spp. Brennflecken
Cer427 Cercospora spp. Blattflecken
Pb89 Phoma betae Umfallkrankeit
Pu328 Pythium ultimun Umfallkrankeit
Pu329 Pythium ultimun Umfallkrankeit
Pd330 Pythium debaryanum Umfallkrankeit
Sep85 Septoria spp. Spelzenbréune
Cr, Corticium rolfsii Stengelféaule

2.1.2 Versuchspflanzen

Unter den Kulturpflanzen, die as wichtige Wirte fuir C. rolfsii bekannt sind, wurden
Buschbohnen (Phaseolus vulgaris)-Sorte “Saxa‘; Linsen (Lins culinaris); Kichererbsen
(Cicer arietinum); Ackerbohnen (Vicia fabae); und Erbsen (Pisum sativum) fir die
verschiedenen Versuchsreihen ausgewdhlt. Die Buschbohnen und  Ackerbohnensamen
sammen aus der Sammlung des Ingtitutes, Erbsen, Linsen und Kichererbsensamen aus
Okologischem Anbau wurden im Handel besorgt.

2.1.3 Nahrmedien

Alle Medien wurden mit entionisiertem Wasser auf 1000 ml aufgefuillt.

Kartoffel-Glucose-Agar (PDA)

Geschélte Kartoffeln 200g
Glucose 20g
Agar 149
Kartoffel-Glucose-Flussigmedium (PD)
Geschélte Kartoffeln 200g
Glucose 20g
Kartoffel-Pepton-Glucose-Agar (PDYA)
Geschélte Kartoffeln 1200g
Glucose

Pepton 29
Kartoffel-Pepton-Glucose-Flussigmedium
(PDY)

Geschédlte Kartoffeln 200g
Glucose 20g

Pepton 29

MalzPepton-Agar (MPA)

Malzextrakt-Bouillon 20g
Pepton 29
Agar 149
M alzPepton-Flissigmedium (M P)
Malz 20g
Pepton 29
Hefeextrakt-Glucose-Agar (GHA)
Hefeextrakt 29
Glucose 10g
Agar 149
Glucose-Hefe-Flussigmedium (GH)
Glucose 10g
Hefeextrakt 29
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Glucose-Hefe-Flissigmedium (GH)
Glucose 10g
Hefeextrakt 29

Kartoffel-Glucose-Agar (PDA)
(Selektivmedium)

Geschédlte Kartoffeln 200g
Glucose 20g
Agar 149
Nach Autoklavieren

Benomyl 30mg

Kartoffel -Glucose-Agar (PDA)
(Selektivmedium)

Geschélte Kartoffeln 200g
Glucose 20g
Agar 149
Nach Autoklavieren

Prochloraz 62,5mg

Bengalr osa-Glucose-Hefeextrakt-Agar
(Rote-Platte)

Glucose 10g
Hefeextrakt 29
Agar 149
Nach Autoklavieren

Streptomycinsulfat 125mg
Bengalrosa 25mg
V8-Agar

V8-Gemiisesaft 200ml
1IN NaOH 6ml
Agar 149

214 Fungizide

Czapek-Dox-Agar
NaNO
MgS0O4.7H20
KCl

FeS0O4.7H20
Glucose

Agar

H40A
Hirsemehl
Agar

H10/1
Hirsemehl

Wasser-Agar
Agar

H20A
Hirsemehl
Agar

H5/
Hirsemehl

33g
0,59
0,59
0,019
309
149

409
149

10g

149

20g
149

59

Die in den Laborversuchen verwendeten Pflanzenschutzmittel, die auf den verschiedenen
Selektivmedien und in Fungizidempfindlichkeitstests gegen zahlreiche Pilze getestet wurden,
snd in der nachfolgenden Liste angefiihrt. Die Mengen an aktivem Wirkstoff sind in

Klammern angegeben.
Benomyl
Handel sprodukte:
Gruppenzugehorigkeit:
Firma:
Prochloraz
Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:
Firma:

Du Pont Benomyl (50%)
Benzimidazol carbamat
Du Pont, Deutschland

Sportak (400 g/l)

Imidazol
Schering AG
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Triadimenal

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma
Triadimefon

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma
Vinclozolin

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma
Triforin

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma
Bitertanol

Handel sprodukte:

Gruppenzugehdrigkeit:

Firma:
Tebuconazol

Handel sprodukte:

Gruppenzugehdrigkeit:

Firma:
M ancozeb

Handel sprodukte:

Gruppenzugehdrigkeit:

Firma:
Chlorthalonyl

Handel sprodukte:

Gruppenzugehdrigkeit:

Firma:

Bayfidan (250 g/l)
Triazolderivat
Bayer AG

Bayleton 100 (100 g/l)
Triazol
Bayer AG

Ronilan (50%)
Oxazolidin
BASF AG

Saprol (190 g/l)
Piperazin
Shell Agrar GmbH

Baycor fliissig(500 g/l)-Baycor Spritzpulver

(25 %)
Triazol
Bayer AG

Folicur (250 g/l)
Triazol
Bayer AG

Dithane UltraW (80 %)
Ethylen-bis-dithiocarbamat
Rohm & Hass-Deutschland GmbH

Daconil (500 g/l)
Benzosaure
Sipuro GmbH
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Carbendazim

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma
Fenpropimorph

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma
M etalaxyl

Handel sprodukte:

Gruppenzugehorigkeit:

Firma

2.1.5 Resistenzinduktor

Derosal (59,4 %)-Derosal flussig (450 g/l)
Benzimidazol-Derivat)
BASFAG

Corbel (750 g/l)
Morpholin
BASFAG

Ridomil (50 %)
Acylaanin
Ciba-Geigy AG

Der Resistenzinduktor Benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-Carbothionsaure-S-Methylester ist der
Wirkstoff des Handelsproduktes BION® und gehdrt zur chemischen Klasse der
Benzothiadiazole. Der Resistenzinduktor BION®, dessen Strukturformel in der Abb. 4 vorliegt,
hat im Gegensatz zu Fungiziden keine direkte Wirkung auf das Pathogen, sondern aktiviert
diein den Pflanzen natiirlich vorhandenen Abwehrmechanismen.

Wirkungstyp:

Anwendung:

Handelsprodukt: BION® Granulat (50 % a.i.)

Acibenzolar-S-Methyl

Chemische Bezeichnung:  Benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-

Carbothionséure-S-Methylester
Pflanzenaktivator

Resistenzaktivator

Abb.4  Struktur und Eigenschaften des Pflanzenaktivators BION®
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2.1.6 Boden

Fur die Pflanzenversuche im Gewéchshaus wurde gedampfte Komposterde LD-80 der Firma
Archut GmbH verwendet.

2.1.7 Gerate

Fur die Untersuchung des Parasitismus von Trichoderma spp. gegen C. rolfsii wurden
folgende Gerdte im Strahlenzentrum der Justus-Liebig-Universitét Gief3en verwendet.

Rasterelektronenmikroskope: - Cambridge Stereoscan 4

- Philips XL 20
Critical Point Dryer: - Typ 1120 B der Firma Balzers.
Besputtergerdt: - mit Gold und Metallbeschichtungskammer,
Firma Leitz.

2.2 Methoden

Unter Laborbedingungen wurden Versuche hinsichtlich des antagonistischen Potentias
verschiedener Trichoderma-Arten gegen C. rolfsii und andere pflanzliche Pathogene
durchgefihrt. Aulerdem wurden Wachstum und morphologische Eigenschaften von
Trichoderma spp. und C. rolfsii auf verschiedenen Nahrmedien ermittelt.

2.2.1 Bestimmung der Wachstumsraten

St&mme von Trichoderma sowie von C. rolfsii wurden auf PDA- MPA- PDYA- GHA- V8-
HfPDA- H5- H10- H20 und H40 bei 25 °C auf ihr Wachstum untersucht. Dazu wurden
Agarscheiben (@ 5 mm) von Trichoderma spp. mit dem Korkbohrer ausgestanzt und in
dreifacher Wiederholung mit je einer Scheibe auf die festen N&hrmedien geimpft. Die
Wachstumsrate des Pilzes wurde im Durchmesser in mm/24h ermittelt.

222 Fungizidempfindlichkeit

Trichoderma-Stémme und C. rolfsii wurden auf unterschiedlichen PDA-Selektivnahrmedien
und in den Konzentrationen O, 5, 10, 15, 20, 25, 50 und 100 pg/ml AS getestet, um ene
Empfindlichkeit gegen die Fungizide abzuschétzen. Unempfindliche Trichoderma-Stdmme
konnen auf diese Weise sdektiert und in integrierten Verfahren zur biologischen
Bek&mpfung eingesetzt werden. Hier wurden die Wachstumsraten von Trichoderma-
Sammen und C. rolfsii im Durchmesser (mm/24h) bestimmt. Die Kulturmedien wurden bel
25 °C inkubiert.
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2.2.3 Antagonismusvon Trichoderma spp. in vitro

Unter Laborbedingungen wurde eine Reihe von Untersuchungen zur Antagonismusféhigkeit
von Trichoderma spp. gegen C. rolfsii, aber auch gegen andere phytopathogene Pilze
durchgefihrt.

Antimykotische Wirkung auf festen Medien

Agarscheiben von 5 mm Durchmesser verschiedener Trichoderma spp. und von C. rolfsii
wurden auf PDA-, MPA-, PDYA-, GHA-, V8-, HfPDA-, H5-, H10-, H20-, und H40-
Agarmedien einander gegentiber an den Rand einer Petrischale gelegt und bei 25°C inkubiert.
Es wurden 3 Wiederholungen angelegt. Parallel dazu wurden Agarscheiben (@ 5 mm) von
Trichoderma spp. und von C. rolfsii je Nahrmedium as reine Kultur angelegt. Diese dienen
zur Kontrolle eines normalen Wachstums sowohl fur Trichoderma spp. als auch fur C. rolfsii
und andere phythopathogene Pilze.

Spétestens nach 2 bis 5 Tagen sind beide Pilze aufeinandergetroffen. In Abhangigkeit von der

Antagonismusfahigkeit von Trichoderma haben die Pilze einen Bereich oder eine Zone

gebildet, die as eine Grenze oder Trennungdinie beobachtet wurde. In dieser Zone konnten

beide Pilze ihre Aggressivitéat zeigen. Da nicht alle Trichoderma-Stdmme gleich aggressiv

sind, konnten verschiedene Antagoni smustypen beobachtet und bonitiert werden:

- Trichoderma spp. ist aggressv und Uberwdchst den Pathogen nach dem
Aufeinandertreffen.

- Trichoderma spp. und der Pathogen treffen sich und haben Kontakt, aber keiner der
beiden Uberwachst den anderen.

- Trichoderma spp. und der Pathogen wachsen, haben aber keinen Kontakt. Es entsteht
eine Trennungdinie von 2-5 mm Breite.

- Trichoderma und der Pathogen treffen sich, letzterer wéchst bis zu 10 mm weiter, stirbt
dann ab und als Folge Uberwéchst Trichoderma spp. den Pathogen.

- Der Pathogen ist aggressiv und Uberwéchst nach dem Kontakt die Trichoderma spp.

Aus der Uberwachsungszone wurden mit einem Kohrbohrer Agarscheiben (@ 5 mm)
ausgestanzt und auf ein Selektivmedium Uberfuhrt, auf dem Trichoderma spp. abgetttet
werden, C. rolfsii aber wachsen kann. Dieses Selektivmedium setzt sich aus PDA, MPA oder
PDYA mit jewells einem Zusatz von 15 pg Benomyl AS/ml zusammen, der mit Ausnahme
benomyl-resistenter Stdmme die meisten Trichoderma spp. sicher abtotet. Wenn die
Agarscheiben auf dem Selektivmedium nach 3 Tagen kein Wachstum gezeigt haben, dann
werden sie auf ein entsprechendes Medium ohne Fungizidzusatz Uberfihrt. Konnte C. rolfsii
weder auf dem Selektivmedium noch auf dem Normalmedium wachsen, dann war C. rolfsii
durch den zu prifenden Trichoderma - Stamm abgetbtet worden, der somit als
wirkungsvoller Antagonist angesehen werden durfte.

Antimykotische Wirkung von volatilen Stoffen von Trichoderma spp.

Ausgeschiedene volatile Stoffe, die durch Trichoderma spp. gegen das Wachstum einiger
Pilze wirksam sind, wurden unter Laborbedingungen auf verschiedenen Néhrmedien und bei
verschiedenen Inokul ationszeiten geprift.
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Dualkulturen in Kolben: Tests der Wachstumshemmung phytopathogener Pilze wurden in
miteinander verbundenen Erlenmeyerkolben mit je 200 ml PDA-, MPA-, PDYA-, GHA-, V8-
HfPDA-, H5-, H10-, H20- und H40-N&hrmedium mit 3 Tagen dten, inokulierten
Trichoderma-Kulturen durchgefiihrt (siehe Abb. 5). Die Kulturen wurden mit Parafilm
verschlossen und bei 25°C inkubiert. Nach drei Tagen wurden in anderen Flaschen mit dem
gleichen Né&hrmedium die Pathogene mittels Agarscheiben inokuliert. Die mit den
Trichoderma- und Pathogenkulturen geflllten Erlenmeyerkolben waren mit  Parafilm
verbunden und luftdicht verschlossen. Das Ziel war zu bestimmen, ob volatile Stoffe von
Trichoderma das Wachstum phytopathogener Pilze ohne eine mdgliche Kontamination oder
Kontakt zwischen beiden Pilzen hemmen kann. Als Kontrolle und fir entsprechende
Auswertungen sind Trichoderma und C. rolfsii als reine Kulturen unter den gleichen
Bedingungen gewachsen.

Abb.5  Test zur Wachstumshemmung phytopathogener Pilze durch ausgeschiedenevolatile Stoffevon
Trichoderma spp.
(T) Trichoderma spp.

(P) Pathogen

Dualkulturen auf Petrischalen: Um die Wachstumshemmung phytopathogener Pilze weiter
ermitteln zu kénnen, wurden in Petrischalen auf PDA-, MPA-, PDY A-, GHA-, V8-, HfPDA-,
H5-, H10-, H20- und H40-N&hrmedien Versuche mit Trichoderma bel Inokulationszeiten von
1, 2, 3, 4, 5 und 10 Tagen durchgefiihrt. Ziel der Tests war zu bestimmen, nach welcher Zeit
Trichoderma mehr volatile Hemmstoffe gegen den Pathogen ausscheidet. Das Trichoderma-
Kulturmedium wurde bei 25°C inkubiert. Petrischalen mit MPA-Medium wurden mit C.
rolfsii  inokuliert und zusammen mit dem Trichoderma-Medium verschiedener
Inokulationszeiten mit Parafilm fixiert und luftdicht verschlossen. Zwischen die beiden Pilze
wurde en rundes, steriles Filterpapier gestellt, um eine mogliche gegenseitige Kontamination
der Pilze zu vermeiden. Um zu Uberprifen, ob das Wachstum des Testpilzes gehemmt wird,
wurde als Kontrolle C. rolfsii im Ndhrmedium als reine Kulturen inokuliert. Die Auswertung
erfolgte anhand der Wachstumsraten ebenfalls in Durchmesser (mm/24h) im Vergleich mit
den durchgefthrten Untersuchungen.

Abbau der Sklerotien von C. rolfsii: Die Sklerotien wurden von verschiedenen
Kulturmedien geerntet, fir zwe Minuten mit ener 10%igen Klorix-Lésung
oberflachensterilisiert und dabei eine Minute lang kréftig durchgeschittelt. Nach KOHL
(1989) liegt die optimale Steriliserungsdauer bei etwa zwei Minuten. Damit kann die
Kemung der Sklerotien durch anhaftendes Myzel vermieden werden. Um  ihre
Keimungsféhigkeit zu ermitteln, wurden zundchst zehn Sklerotien auf verschiedene
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Nahrmedien Uberimpft. Um den Antagonismus von Trichoderma zu testen, wurden weitere
zehn Sklerotien an den Rand der MPA-Petrischale gelegt. In die Mitte wurde eine
Agarscheibe (@ 5mm) von Trichoderma gelegt und die Petrischalen bei 25°C inkubiert. So
wurde innerhalb von 48 Stunden ermittelt, ob Trichoderma féhig sind, das Myzel und die
Sklerotien zu parasitieren. Parallel dazu wurden grof3e Mengen Sklerotien in eine eine Woche
ate, reine Trichoderma-Kultur gelegt. Nach Ablauf von 30 Tagen wurde ausgewertet, ob die
Sklerotien besiedelt und parasitiert worden waren. Die Sklerotien wurden erneut mit der
10%igen Klorix-Losung oberflachensterilisiert, um Trichoderma abzutéten. Dann wurde en
Tell der Sklerotien auf ein MPA-Medium ausgelegt, der Rest auf ein Saektivmedium mit 25
pg/ml Benomyl. Mit beiden Ansétzen konnte die Lebensféhigkeit der Sklerotien festgestellt
werden.

224 I nokulumgewinnung von Trichoderma spp.

Die Produktion von Inokulum in grof?en Mengen und in kurzer Zeit ist eine wichtige
Voraussetzung fur die Nutzung eines Antagonisten in Systemen biologischer Bekd&mpfung.
Zur Durchfihrung der verschiedenen Versuche wurden im Labor aternative Verfahren zur
I nokulumgewinnung gepruft und die verschiedenen Nahrmedien getestet.

Konidien

Auf Agarmedien: Myzel, Chlamydosporen und Konidien von Trichoderma spp. wurden auf
PDA-Agarmedium in sterilen Petrischalen gewonnen. Nach sieben Tagen wurde das bei 25°C
inkubierte Medium mit sterilem Wasser langsam 5 Minuten lang geschuttelt und auf die
gewtinschten Konidienkonzentrationen eingestellt.

In Flissgmedien: Biomasse von Trichoderma spp., Myzel, Chlamydosporen und Konidien
wurden auf 200 ml Maz-Pepton- und Glucose-Kartoffeln-Flissigkultur hergestellt. Die
Medien wurden zunéchst 25 Minuten autoklaviert, danach wurden sie mit drei Agarscheiben
(@ 5mm) beimpft. Die Flissigmedien wurden bei Raumtemperatur auf einem Schittler bei
120 rpm inkubiert. Nach sieben Tagen wurde das Material geerntet und mit sterilem Wasser
(300 ml) zwei Minuten geschittelt und dreima gewaschen, immer mit dem gleichen Wasser.
Danach wurde die Waschflissigkeit auf die gewlinschte Konidienkonzentration eingestellt.

Biomasse

Fir die Herstelung grofRerer Mengen an Biomassen von Trichoderma spp. wurden
Hirsekdrner verwendet.

Hirsekornermedium: Die Hirsekdrner (50 g) wurden vier Minuten in 400 ml Leitungswasser
gekocht. Dann wurde das Wasser abgegossen und die Korner in Erlenmeyer (500 ml) gegeben
und 25 Minuten lang autoklaviert. Die Kulturen wurden mit vier Agarscheiben (@ 5mm) von
Trichoderma-Stammen beimpft und fir 14 Tage bei 25°C inkubiert. Durch Zugabe von 2 bis
5 ml sterilem Wasser wurde das Medium immer feucht gehalten. Hier wachsen Trichoderma
spp. sehr schnell und produzieren in grof¥en Mengen Chlamydosporen und Konidien. Nach 14
Tagen wurden die Kulturen durch Zugabe von einem Liter sterilem Wasser und fir eine
Minute kréftig geschittelt. Anschlief3end wurden die Konidiensuspensionen abgesiebt und in
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ein Liter Flaschen im Kuhlschrank bei 6°C gelagert. Dieses Material wurde zur Herstellung
der gewiinschten Konidienkonzentration verwendet.

225 I nokulumtr&ger von Trichoderma spp.

Hier wurde eine mdgliche Nutzung verschiedener fester und flussiger Substanzen als
Inokulumtréger von Trichoderma spp. untersucht. Das gewonnene Material wurde im Labor
hergestellt und unter Gewachshausbedingungen fir die Samenbeizung und Bodenbehandlung
getestet.

Wasser: In diesem Fall wurde Wasser as einziges Transportmittel fir Trichoderma spp.
benutzt. Die gewonnenen Konidiensuspensionen aus Agar- oder Fissigmedium wurden auf
500 ml Wasser in der gewunschten Konzentration eingestellt. Bei den Versuchen wurden
Aufwandmengen von 1, 5, 10 15 und 20 ml je Topf der Konidiensuspensionen appliziert.

Hirseflissgmedium:  Fur  die  Herstellung von  Trichoderma-Biomasse — auf
Hirseflissgmedium wurde die oben beschricbene Methode zur Gewinnung von
Hirsekornermedium benutzt. Die gewonnenen Trichoderma-Suspensionen enthielten aul3er
Wasser as Losungsmittel auch kleine Partikel von Hirsekdrnern, die als Nahrungsguelle fir
Trichoderma dienen. Biomassensuspensionen wurden in Mengen von je einem Liter bei 6°C
gelagert. Die gewonnenen Konidiensuspensionen wurden bel Versuchen zur Saatgut- und
Bodenbehandlung im Gewachshaus verwendet.

Flissg-Gel: Von der im Hirseflissgmedium hergestellten Biomasse (Myzd,
Chlamydosporen und Konidien) von Trichoderma wurden zu 100 ml gewlnschter
Konidienkonzentration jewells 2 g Alginat Manutex (Fa. Kelko/AIL, Girvan, GB) zugegeben
und eine Biomassedginatlésung nach KOHL (1989) hergestellt. Die Losung wurde im
K thlschrank bei 6°C gelagert und zur Samenbeizung benutzt.

Hirsesamen: 50 g Hirsesamen wurden vier Minuten mit 400 ml Leitungswasser gekocht,
durch Autoklavieren sterilisert und mit feuchtem Filterpapier zwischen Aluminiumfolien
gelegt. Das Material wurde mit vier Stiicken Trichoderma-Agarscheiben beimpft und bel
25°C inkubiert. Das Medium muf? konstant feucht gehalten werden. Nach ca. zehn Tagen hat
Trichoderma die Hirsesamen besiedelt und eine grof3e Menge Biomasse gebildet. Die Masse
wird langsam unter sterilen Bedingungen getrocknet. Auf diese Weise werden die Hirsekdrner
as Inokulumtrager fur Trichoderma produziert und in grof3en Mengen in Erlenmeyerkolben
gelagert. Die Inokulumtréger wurden in Mengen von 5, 10, 20, 30 Koérnern je Topf
angewendet.

226 Anwendungsver fahren von Trichoderma spp.

Bel den Versuchen zur biologischen Bekampfung im Gewéachshaus wurden Trichoder ma spp.
sowohl as Saatbeizungsmittel as auch fur Bodeninokulationen verwendet. Zur Anwendung
von Trichoderma spp. wurden verschiedene Tragersubstanzen in flissigem, gelartigem oder
festem Zustand getestet. Die Biomasse von Trichoderma, basierend auf verschiedenen
Nahrmedien, wurde auf ihr antagonistisches Potential sowohl im Labor und as auch im
Gewachshaus geprift.
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Saatgutbeizung: Hierzu wurden die Samen von Bohnen und Kichererbsen mit der aus T.
harzianum (T-040) gewonnenen Biomasse aus Agar- und Hirseflissgmedien in
Suspensionen von 5x10° (TD1), 5x10° (TD2) und 2x10” (TD3) Konidien/ml eine Minute
sowie eine, sechs und zwolf Stunden lang bei Raumtemperatur eingetaucht.

Bodeninokulation: Die aus den Agar- und Flissigkulturmedien gewonnenen Biomassen von
Trichoderma-Stdmmen wurden unter Gewéchshausbedingungen mit Wasser, Gelkugeln,
Granulaten und Hirsesamen as Inokulumtrdgern zur Inokulation des Bodens verwendet und
ihre Wirksamkeit zur biologischen Bekémpfung von C. rolfsii getestet.

227 Inokulumgewinnung von C. rolfsii

Unter Laborbedingungen wurde der Erreger Corticium rolfsii (Cr2) durch regelmalidiges
Ubertragen auf frisches Nahrmedium (PDA, MPA, PDYA) erhalten und bei 25°C im Dunkeln
inkubiert.

Sklerotien: Nach zwei Wochen produziert C. rolfsii auf Agarkulturen eine grof3e Zahl an
Sklerotien (skl) von 0.5 mm-2 mm Durchmesser, die geerntet wurden und fir eine Inokulation
des Bodens bei Bohnen, Linsen und Kichererbsen im Gewéachshaus verwendet wurden. Zuvor
wurde die Keimungsféhigkeit der Sklerotien sowohl im Labor als auch im Gewéchshaus
getestet.

Hirsesamen: Hirsesamen (HCr2) wurden as Inokulumtréger fir C. rolfsii benutzt. Die vier
Minuten lang gekochten und sterilisierten Hirsesamen wurden mit Agarstiicken (@ 5 mm) von
C. rolfsii (Cr2) beimpft. Das inokulierte Material wurde auf Petrischalen oder sterilisierte
Aluminiumfolie gestellt. Die Pilze bilden keine kompakte Masse von Myzel, sondern
Granula. Auf diese Weise wurden — dhnlich wie bei Trichoderma spp. - grof3e Mengen
Inokulum hergestellt. Die Kulturen wurden bei 25°C inkubiert. Bei dieser Methode wachsen
die Pilze sehr schnell und sind sehr aggresiv. Nach zwel Wochen kann das Materia in sterile
Erlenmeyerkolben Ubertragen und bel Zimmertemperatur gelagert werden. Vor dem Einsatz
im Gewachshaus wurden die Keimféhigkeit und die Aggressivitét der Inokulumtréger geprdift.

228 Topfversuche

Die im Gewéachshausversuch verwendeten PlastiktOpfe hatten einen Durchmesser von 12 cm.
Als Boden wurde gedampfte Komposterde LD-80 der Firma Archut GmbH verwendet. Je
Topf wurden sechs Samen von Bohnen, Linsen und Kichererbsen ausgesdt mit jewells zehn
Wiederholungen. Die Pflanzen standen bei 25°C und wurden konstant feucht gehalten. Die
Auswertungen erfolgten im algemeinen nach Anzahl aufgelaufener und gesunder Pflanzen je
Topf nach 7 und 14 Tagen.

Inokulation des Bodens

Zur Durchfhrung der Versuche zur biologischen Bekémpfung von C. rolfsii muldte zuerst
bestimmt werden, ob die Infektionsverfahren mit Sklerotien (Skl) oder Hirsesamen (HCr2)
ausreichend wirksam sind, um Krankheitssymptome hervorzurufen. Daflr wurden Sklerotien
(Skl) in Mengen von 5, 10, 15, 20, 25, 50 und 100 je Topf mit 250g Erde und Hirsesamen (H
Cr2) von 5,10, 20 je Topf as Inokulumtréger getestet. Samen und Keimlinge von Bohnen,
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Linsen und Kichererbsen wurden mit den ausgewdahlten Mengen des jeweiligen Inokulums
von C. rolfsii behandelt (Tab. 3).

Tabelle3: Inokulation desBodensmit Sklerotien (Skl) und Hirsesamen (HCr ,) alsI nokulumtr &ger von
C. rolfsii in verschiedenen Mengen

Inokulummengevon C. rolfsii Kulturpflanze

Sklerotien: 5, 10, 15, 20, 25, 50 100 (Skl) Phaseolus vulgarisL.

_ LensculinarisL.
Hirsesamen: 5, 10, 20 (HCr2) Cicer arietinumL.

Bekampfungvon C. rolfsii

Be den Inokulationsverfahren, beli denen Hirsesamen (H Cr2) verwendet wurde, wurde in den
Versuchen 100 % Pflanzenmortalitét erreicht. Auf diese Weise wurde die Inokulummenge
des Pathogens fur die Inokulation der Pflanzen bestimmt. Anschlief3end wurden Versuche zur
biologischen Bekdmpfung von C. rolfsii durchgefthrt. Hierfir wurden Trichoderma spp. vor
und bei der Aussaat in verschiedenen Mengen und Konzentrationen untersucht (Tab. 4).

Tabelle4: Versuchsvarianten mit den jeweiligen Kontrollen

K1. Nur Samen
K2. Samen mit C. rolfsii

K3.  Samenmit Trichoderma spp.

V1.  Eine Woche vor Aussaat wurde Trichoderma in den Boden gegeben, bel der Aussaat
wurden die Samen mit C. rolfsii inokuliert.

V2. Bel der Aussaat wurden die Samen mit C. rolfsii und Trichoderma gemeisam
inokuliert.

(K): Kontrolle
(V): Versuchsvarianten
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2.2.9 Raster elektronenmikroskop
Fixierung

Um zu prifen, ob Trichoderma spp. beim Antagonismus-Test C. rolfsii abzutéten vermochte,
wurden Agarscheiben (@ 5 mm) aus der Stelle, an der Antagonist und Pathogen
zusammengetroffen sind, nach 24 Stunden mit einem Kohrbohrer ausgestanzt.

Durchfihrung:

Proben 6 x 10 Minuten in einer L&sung von Cacodylatpuffer-AquaBidest (0,1M; pH 7,2)
auswaschen.

Mit Aqua-Bidest 6 x 10 Minuten waschen.

Proben in Ethylerglutaradehyd einstellen, nach 2h wechseln (2 x) und Gber Nacht stehen
lassen.

Proben in 5 ml Aceton Ubertragen und in den Kuhlschrank stellen, nach 1h wechseln und
Uber Nacht stehen lassen.

Kritisch-Punkt-Trocknung

Biologische Préparate, die mit einem Raster-Elektronenmikroskop untersucht werden sollen,
mussen vor dem Einbringen in das Mikroskop getrocknet werden, sofern im Mikroskop-
Objekt kein Kihltisch vorhanden ist. Damit wird eine Deformation oder Zerstérung der
Struktur des Objektes durch die Oberflachenspannung vermieden (BOHLER, 1985).

Durchfihrung:

In der Druckkammer des Kiritisch-Punkt-Trockners werden die Proben in einen
Metallbehdlter gegeben und in ener aufsteigenden Aceton-Reihe entwassert Die
Druckkammer wird sorgféltig verschlossen.

Durch mehrmaligen Austausch (3-5x) wird das Aceton durch flissiges CO, ersetzt, dabei
durfen die Proben nicht austrocknen. Die Kammer wird standig gekihit. Beim letzten
Austausch verbleiben die Proben fir 10 Minuten in flissigem CO, . Es ist zu beachten,
dal? das Aceton vor der Kritisch-Punkt-Trocknung restlos gegen CO, ausgetauscht werden
muss.

Die Trocknung der Proben findet bel 45°C und einem Druck von ca. 85 bar statt.
Anschlief3end mul3 der Druck bei laufender Heizung langsam innerhalb von 10 Minuten O
bar erreichen.

Die getrockneten Proben werden auf Aluminiumobjekttragern mit doppelklebendem Band
aufgeklebt und anschlief3end mit Gold 3 Minuten bei 0,6 mA beschichtet (besputtert).
Anschlief?end sind die Proben fertig zur Beobachtung im REM.
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2.2.10 Induzierte Resistenz

Fur die Untersuchung der induzierten Resistenz gegen C. rolfsii wurden Bohnen (Phaseolus
vulgaris - Sorte “Saxd’); Linsen (Lens culinaris), Kichererbsen (Cicer arietinum), Erbsen
(Pisum sativum) und Ackerbohnen (Vicia fabae) verwendet.

Zur Resistenzinduktion wurde der Wirkstoff Benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-Carbothionsdure-S-
Methylester, BTH (Abb. 4) des kommerziellen Resistenzinduktors BION® (Novartis AG) in
50%iger Konzentration verwendet. Er aktiviert sowohl in monokotylen als auch in dikotylen
Kulturpflanzen eine natlrliche Resistenz gegen zahlreiche Schaderreger. Die empfohlene
Aufwandmenge fir Echten Mehltau an Getreide liegt bei 60 g/ha des Handel sproduktes.

Der Pflanzenresistenzaktivator BION®-Granulat (WG 50) wurde in den Konzentrationen 5, 10
und 20 und 40 ug ai/ml bei Samen und Pflanzen mit verschiedenen Applikationstechniken
getestet (Tab. 5).

Be der Anwendung von BION®-Fliissig (100 EC) wurde gepriift, ob die Resistenz in Bohnen,
Kichererbsen und Ackerbohnen gegen C. rolfsii aktiviert wird. Dabei wurde BION® als
Pflanzenaktivator in den Konzentrationen 12.5, 25, 50, 100 und 200 pg/ml in Mengen von 0,5
ml/100 g Samen verwendet (Tab. 5).

Phytotoxizitat

Da die Wirkung von BTH als Resistenzinduktor mit der Kulturpflanze variiert, wurden in den
ersten Versuchen zur Resistenzinduktion sowohl BION®-Granulat (WG 50) als auch BION®-
Flissg (100 EC) in verschiedenen Doserungen getestet. Das Zidl dieses Tests war zu
untersuchen, welche Konzentrationen von der Pflanze ohne sichtbare Beeintréchtigung
ertragen werden. Die ermittelten unschadlichen Konzentrationen sind in Tab. 5 aufgefuhrt.

Applikationsverfahren

Nach dem Phytotoxizitdtstest wurden in den folgenden Versuchen ausgewéhlte wirksame
Konzentrationen verwendet und gegen C. rolfsii in verschiedenen Applikationsverfahren
untersucht. Um die Wirksamkeit von BION® WG 50 und BION® 100 EC ds
Resistenzinduktor zu ermitteln, wurden Samen, Laubwerk und Boden mit den angegebenen
Konzentrationen und Anwendungstechniken, wiein Tab. 5 dargestellt, behandelt.
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Tabelle5: Verwendete Konzentrationen von BTH zur Durchfihrung des Phytotoxizitéatstests und
Ermittlung des Anwendungsver fahrensbei Kulturpflanzen

Formulierung Konzentrationstest Anwendung Kulturpflanzen
20-40 pg/ml - Samen: Einquellen  Phaseolus vulgaris
(1-12 Stunden) Lens culinaris
BION® WG 50 Cicer arietinum
5-10-20-40 pg/ml - Blétter: Spritzen Pisum sativum
20-40 pg/ml - Bodenbehandlung
(5, 10, 20 ml)
BION® 100 EC 12,5-25-50-100-200 - Samen: Beizung Phaseolus vulgaris
pg/ml (1-12 Stunden) Vicia faba

Cicer arietinum

Induzierte Resistenz gegen C. rolfsii

Unter Gewéachshausbedingungen wurden zahlreiche Versuche zur induzierbaren Resistenz
gegen C. rolfsii durchgefiihrt. BION® WG 50 und BION® 100 EC wurden in den oben
untersuchten Konzentrationen verwendet (s. Tab. 4).

Die Samen von Buschbohnen wurden mit BION® WG 50 in den Konzentrationen 20 und 40
pMg ai/ml getestet. Dazu wurden sie eine bis zwolf Stunden in den Ldsungsvarianten von
BION eingequollen. Die Wirkung auf die Keimféhigkeit und die Pflanzenhohe wurde
ermittelt.

Keimlinge wurden ca. eine Woche nach der Aussaat mit den Lésungsvarianten 5, 10 und 20
pg ai/ml von BION® WG 50 gespritzt. Fir diese Untersuchung wurden Buschbohnen,
Linsen, Kichererbsen und Erbsen verwendet.

In weiteren Versuchen wurden 20 und 40 g ai/ml BION® WG 50 Lésungen in Mengen von
5, 10, und 20 ml vor dem Auflauf der Keimlinge in den Boden gegossen. Als eine andere
Variante wurde der Boden nach dem Auflauf der Keimlinge behandelt. Fir diese Versuche
wurden Buschbohnen verwendet. Es wurde hier eine mégliche Phytotoxizitdt von BION
ermittelt.

Die Anwendung von BION® 100 EC als Beizmittel wurde in den Konzentrationen 12,5, 25,
50, 100 und 200 pg/ml getestet. Buschbohnen-, Kichererbsen- und AckerbohnenSamen
wurden zwischen einer Stunde bis zwolf Stunden mit allen Lésungsvarianten behandelt. Die
Anwendungsmenge war 0,5 mi/100g Samen, die durch grindliches Schitteln gleichméidig
verteilt wurde.

In alen oben beschriebenen Anwendungsverfahren und getesteten Konzentrationen von
BION® wurden diese mit den entsprechenden Kontrollen verglichen. Samen und Keimlinge
wurden mit dem phytopathogenen Pilz C. rolfsii inokuliert. Die Inokulummenge von C. rolfsii
variierte mit der Kulturpflanze (Tab. 6)). Das Inokulum des Pilzes wurde entweder zusammen
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mit dem BION®-behandelten Samen oder getrennt auf die Flache gegeben und leicht mit Erde
bedeckt.

Tabelle6: Verwendetelnokulummengevon C. rolfsii bei der Inokulation im Boden oder an Keimlingen
von Leguminosen. AlsInokulumtréger von C. rolfsii wurden Hirsesamen verwendet.

Inokulummengevon C. rolfsii Kulturpflanze
5 x HCr, Phaseolus vulgaris L
5 xHCr, LensculinarisL.

10 x HCr, Cicer arietinum L.

(H)= pilzbewachsene Hir sekdr ner

2211 Anlage der Topfversuche

Die in den Gewéchshausversuchen verwendeten Plastiktopfe hatten einen Durchmesser von
12 cm. Als Boden wurde gedampfte Komposterde LD-80 der Firma Archut GmbH
verwendet. Je Topf wurden sechs Samen von Buschbohnen, Linsen, Kichererbsen, Erbsen
und Ackerbohnen ausgesédt. Je Variante wurden 10 Wiederholungen angelegt. Die Pflanzen
standen bei 25°C und wurden kongtant feucht gehalten. Nach 7 und nach 14 Tagen wurde die
Keimfahigkeit ermittelt und in eénem Zeitraum von 4 Wochen die Pflanzenhdhe gemessen.

2212 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programmpaketes SPSS, Version 5.0, 7.5,
8.0 und 9.0 und MSTAT-C durchgefiihrt. Es konnte eine einfaktorielle und mehrfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlief®endem Tukey-Test durchgefihrt werden, wenn zwel
Voraussetzungen erfullt waren: Daten normalverteilt, Varianzenhomogenitét. Bel Daten, die
nicht normalvertellt oder varianzhomogen waren, erfolgte die varianz-analytische
Berechnung mit dem Median-Test. Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
wurden mit der Irrtumswahrscheinlichkeit von P=0.05 bestimmt und durch entsprechende
Buchstaben in den Tabellen und Graphiken dargestellt.
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ERGEBNISSE

31 Wachstum von Corticium rolfsii in vitro

Es wurden zwel Stdmme des Pathogens Corticium rolfsii (Cr1 und Cr2) getestet, die aus den
tropischen Gebieten Indiens stammen und in der Pilzesammlung des Instituts vorhanden
waren. Das Wachstum des Erregers wurde auf PDA-, PDYA-, MPA- und GHA-Medium
unter Laborbedingungen (ca. +/- 25 °C) ermittelt. Dabei wurde neben dem Wachstum auch
die Bildung von Sklerotien beobachtet.

Tab. 7 Wachstumsrate der Kulturdurchmesser von C. rolfsii (Cr1) und (Cr2) auf verschiedenen
Agarmedien bei 25°C
Cri Cr2
Nahrmedien Wachstumsrate Wachstumsrate
(mm/24h) (mm/24h)
bei 25°C bei 25°C
PDA 21,0 a (+++) 21,0 a(+++)
MPA 20,25 a (++) 20,25 a (++)
PDY A 20,25 a (+++) 20,60 a (+++)
GHA 14,75 b (+) 15,25 b (+)

(+++) Sehr groRe Anzahl von Sklerotien
(++)  GroRRe Anzahl von Sklerotien
(+) Geringe Anzahl von Sklerotien

Werte mit gleichen Buchstaben unter scheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test (P = 0.05)

Beide Isolate von C. rolfsii (Cr1 und Cr2) zeigten gleiches Wachstum auf den Medien PDA,
MPA und PDYA, nur auf GHA war die Entwicklung signifikant geringer. Entsprechend war
auch die Anzahl gebildeter Sklerotien (Abb. 6) auf GHA deutlich niedriger als auf den anderen
Medien.
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Abb 6. Sklerotien von C. rolfsii (Cr2) auf PDA

3.2 Wachstum und Spor ulation von Trichoderma spp. in vitro

Das Wachstum von Trichoderma auf den verschiedenen Nahrmedien unterscheidet sich
signifikant (Tab. 8). Allgemein haben die Pilze auf PDA ene durchschnittliche Wachstumsrate
von 24,20 mm/24h, gefolgt von PDYA mit 22,54 mm/24h und MPA (22,03 mm/24h). Auf
GHA Dbetragt das Wachstum nur 1817 mm/24h. Innerhdb der enzelnen Gruppen
unterscheidet sich das Wachstum der Pilze ebenfals signifikant. Morphologische
Eigenschaften, wie z.B. die Farbe des Myzels und der Sporulation, kénnen betréchtlich
variieren. Trichoderma-Stdmme sporulierten auf PDA und PDYA deutlich stérker als auf
MPA und GHA. Auf GHA wachsen Trichoderma spp. zwar schnell, das gebildete Myzel ist
jedoch sehr schwach, farblos und zeigt keine Sporulation. Fir die Anzucht der Pilze ist das
GHA-Medium weniger geeignet.
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Tab. 8: Dur chschnittlichesWachstum des K ultur dur chmesser svon Trichoderma-Stammen auf einem
Medium bei 25°C

PDA PDYA MPA GHA
(24,20) a (22,54) b (22,03) € (1817)d
Pilze Wachstum Pilze Wachstum Pilze Wachstum Pilze Wachstum
mm/24h mm/24h mm/24h mm/24h
T-309 28,00 a T-165 (+) 28,00 a T-309 27,89a T-309 23,77 a

T-165(+) 27,55a | T-040(+) 27,77a | T-165(+) 27,00ab | T-165  22,66b

T-171 27,22 ab T-309 26,72 b T-040 (+) 26,44 ab T-093 22,33 bc

T-040(+) 27,11ab T-166 25,77b T-093 25,89 bc T-171 21,44 c

T-116 25,66 bc T-093 24,00 bc T-116 24,44 cd T-166 21,33 cd

T-166 2511c T-116 23,11c T-171 23,77 de T-257 20,33 de
T-093 24.77c T-171 23,00c T-257 (+) 23,55de T-024 20,22 e
T-257 (+) 24,22 c T-024 20,00d T-024 23,33 de T-116 18,00 f

T-024 22,33d T-257 (+) 19,55de T-166 23,00 de T-391 17,33f

T-391(*) 2144de | T-391(*) 17,77e | T-391(*)  22,33f T-040 13,77 g

(+) Trichoderma sporuliert grin.
*) Trichoderma sporuliert weil3.
T-309 Trichodermahamatum Bon.
T-165 Trichoderma koningii Oud.
T-171 Trichoderma harzianum Rifai.
T-040 Trichoderma harzianum Rifai.
T-116 Trichoderma koningii Oud.
T-166 Trichodermahamatum Bon.
T-093 Trichoderma hamatum Bon.
T-257 Trichoderma harzianum Rifai.
T-024 Trichoderma hamatum Bon.
T-391 Trichoderma harzianum Rifai.

Werte mit gleichen Buchstaben unter scheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test (P=0.05)
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Trichoderma-Stdmme konnen auf PDA, PDYA und MPA ohne Schwierigkeiten wachsen,
wobel Farbe und Sporulation auf PDA und PDYA am besten ausgeprégt sind (Tab. 8).
Trichoderma-Pilze, die auf PDA und MPA dunkel-griin sporulieren, wie z.B. T-165, T-040,
T-257, zeigen eine gelbe und weil3e Farbe und Sporulation auf PDYA. Bel T-391 und T-093
ist das Myzel und die Sporulation auf den meisten Medien wel3-creme-farben.

Tab. 9: Myzelfarbung und Sporulation von Trichoderma-Stammen auf ver schiedenen Nahr medien

PDA PDYA MPA GHA
PILZE
Farbe Sporulation Farbe Sporulation Farbe Sporulation Farbe Sporulation
T-309 weil ++ creme +++ weild ++ weil3
T-165 gelblich +++ gelblich +++ gelb ++ weild
T-171 braun + braun ++ braun + braun
T-040 grin-weild +++ grin-gelb +++ grin ++ weild +
T-116 grin- ++ weil3-griin ++ griin ++ welld
T-166 weild + weild + weild + weild
T-093 weild + weild +++ creme ++ creme
T-257 grin-weild +++ grin-weifd +++ weild ++ weild
T-024 weild ++ weil3- +++ creme ++ weild
creme
T-391 creme ++ creme +++ weil3-griin ++ braun

(+++) Sehr starke Sporulation
(++)  Starke Sporulation

(+) Schwache Sporulation
e Keine Sporulation

Trichoderma spp. weisen auf PDA- und PDYA-Medien eine hohere Anzahl von Konidien
auf. Das Wachstum, die Sporulation und die Farbung der Pilze ist von den N&hrmedien
abhéangig. Dabel spidlen Temperatur und Dauer der Inkubationszeit eine Rolle. Im
allgemeinen wurde gefunden, dal3 die meisten Trichoderma spp. eine Temperatur von +/- 25
°C und eine Inkubationsdauer von 5 bis 10 Tagen benétigen, um die héchste Sporulation zu
erreichen. Ba Temperaturanderungen reagieren die meisten Trichoderma-Stdmme nicht nur
beim Wachstum und Sporulation, sondern auch in bezug auf ihr Antagonismuspotential ganz
unterschiedlich.
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3.3 Fungizidempfindlichkeit

Die Bekdmpfung von Pflanzenkrankheitserregern wird in modernen Anbausystemen durch
Applikation von synthetischen Fungiziden durchgefihrt. Da diese aufgrund ihres grof3en
Wirkungsspektrums auch gegen andere Organismen wirken, wurde in vitro die Wirkung
einiger Fungizide auf Trichoder ma- Stdmme untersucht.

Wirkung von Benomyl auf Trichoderma spp. und C. rolfsii im Agarschalentes

Resistenzprifungen von Trichoderma spp. und C. rolfsii gegeniiber dem Fungizid Benomyl
wurden in niedrigen und hohen Konzentrationen im Agarschalentest durchgefiihrt (Tab. 10).
Dabel sollten Trichoderma-Stémme, die gegen hohe Fungizidkonzentrationen resistent sind,
selektiert werden. Solche Trichoderma spp., die eine geringe Empfindlichkeit aufweisen,
konnten zur Entwicklung intergrierter Bek&mpfungsmethoden verwendet werden. Von den
10 gepriften Trichoderma spp. reagierten 9 sehr empfindlich auf Benomyl. Nur T-391, ein
Isolat von T. harzianum, erwies sich a's sehr widerstandsféhig und konnte bei 50 pg Benomyl
ai./ml noch ungehemmt wachsen. Beide Isolate von C. rolfsii (Cri, Cr2) vertragen 25 ug
Benomyl/ml ohne Beeintrachtigung ihres Wachstums.
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Tab.10: Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stdmmen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2) gegen

Benomyl
Wirkung von Benomyl pg a.i. /ml auf Trichoderma spp. und C. rolfsii
PILZ
0 5 10 15 20 25 50 100
T-309 + - - - - - -
T-165 + - = o - - -
T-171 + - - - - - -
T-040 + - - - - - -
T-116 + - - - - - -
T-166 + - = o - - -
T-093 + * - - - - -
T-257 + = = = - - -
T-024 + - - - - - -
T-391 + + + + + & + *
Crl + + + + + + * *
Cr2 + + + + + + * *
+ Starkes Wachstum
* Schwache Wachstumshemmung

Starke Wachstumshemmung

Trotz ihrer hohen Empfindlichkeit gegen Benomyl wurden vier Stamme - T-257, T-040,
T-165 und T-093 - aufgrund ihrer antagonistischen Fahigkeiten fir weitere
Resistenzuntersuchungen ausgewahit.und bei niedrigen Konzentrationen von Benomyl weiter
untersucht. Dabel wurden die EDos- EDsy- und EDss- Werte bestimmt. Die Wirksamkeit des
Fungizids auf das Wachstum der selektierten Trichoderma T-257 und T040 wird in Abb. 7
gezeigt. In Tab. 11 sind die ED,s- EDs- und ED,s- Werte aufgefiihrt. Die Ergebnisse fur T-
165 und T-093 werden in Abb. 8und in Tab. 12 dargestellt. Der Wirkungsgrad von Benomyl
fUr den resstenten T-391 und die Pathogene Cri und Cr2 wird in Abb. 9 und in Tab. 13
aufgefuhrt.
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Abb.7:  Wirkungsgrad von Benomyl in niedrigen Konzentrationen gegen die Trichoderma-Stamme
T-257 und T-040 zwei und acht Tage nach dem Uberimpfen

Tab.11: ED,s- EDsy- und ED;s- Wertefiir Abb. 7

T-257 ED25 ED50 ED75
Nach zwel Tagen 0,15 0,35 0,55
Nach acht Tagen 0,48 0,78 1,10
T-040
Nach zwei Tagen 0,25 0,50 0,87
Nach acht Tagen 0,47 0,77 0,97

Benomy! wirkte sehr stark auf das Myzelwachstum von Trichoderma T-257 und T-040. Beide
Stdmme reagieren gleichermal3en sehr empfindlich auf niedrige Konzentrationen und
unterscheiden sich nur gering.
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Abb.8:  Wirkungsgrad von Benomyl in niedrigen Konzentrationen gegen die Trichoderma-Stamme
T-165 und T-093 zwei und acht Tage nach dem Uberimpfen

Tab.12: EDys- EDsp- und ED,5- Wertefir Abb. 8

T-165 ED25 ED50 ED75
Nach zwe Tagen 0,22 0,42 0,72
Nach acht Tagen 0,45 0,80 1,15
T-093
Nach zwel Tagen 0,20 0,40 1,35
Nach acht Tagen 1,27 1,55 1,95

Benomyl hemmt das Myzelwachstum von T-165 stérker als das von T-093. Die notwendigen
Konzentrationen, um einen Wirkungsgrad von 75% zu erreichen, lagen fur T-165 bei 1,15
pg/ml und fir T-093 bel 1,95 pg/ml.
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Abb.9:  Wirkungsgrad von Benomyl in hohen K onzentrati onen gegen Corticiumrolfsii (Cr1 und Cr2)
und den resistenten Stamm T-391 zwei und acht Tage nach dem Uberimpfen

Tab.13: EDys- EDsp- und ED,5- Wertefir Abb. 9

Cr1 ED25 ED50 ED75
nach zwel Tagen 45 50 100
nach acht Tagen 0 0 0
Cr2
nach zwel Tagen 4,2 50 100
nach acht Tagen 0 0 0
T-391
nach zwel Tagen 12,7 20,5 100
nach acht Tagen 43 74 100
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Zwischen den pilzlichen Pathogenen Cr1 und Cr2 gib es kaum Unterschiede (abb. 9). Beide
Isolate sind unempfindlich gegen den Wirkstoff Benomyl bel Konzentrationen von 5 bis 100
pg/ml. Beém Stamm Trichoderma T-391 lag eine bestimmte Resistenz gegen Benomyl vor.
Im Laufe verschiedener Versuche konnte beobachtet werden, dal3 T-391 auch bei ca. 100
pg/ml wachsen kann, die Entwicklung verl&uft dann jedoch unregel méaldig.

Wirkung von Fungiziden auf Trichoderma spp. und C. rolfsii im Agar schalentest

Zur Bekampfung von Krankheitserregern an Kulturpflanzen werden normaerweise mehrere
Fungizide mit unterschiedlichen Wirkstoffgrupen appliziert. Es wurde daher der Einflul von
Fungiziden auf das Wachstum von Trichoderma und C. rolfsii unter Laborbedingungen
untersucht. Dabel wurde die Fungizidempfindlichkeit von T. harzianum (T-040) und (T-257)
sowie T. koningii (T-165) und dem Pathogen C. rolfsii gegen Benomyl, Prochloraz,
Vinclozolin, Triadimefon und Triadimenol ermittelt (Abb. 10, Abb. 11, Abb. 12 und Abb. 13) und
deren Wirkung nach 4, 16 und 32 Tagen ausgewertet. Im algemeinen wirkten die Fungizide
Triadimenol, Triadimefon und Vinclozolin nicht auf das Myzelwachstum der Trichoderma-
Stdmme. Es wurde beobachtet, dal? die Pilze nach vier Tagen fast 100% ihres Wachstums
erreicht haben. T-040 und T-165 waren bel Gber 20 pg/ml empfindlich gegen Prochloraz und
hatten nach 32 Tagen nicht einmal 50% ihres Wachstums ereicht. Im Gegensatz dazu zeigte
T-257 eine Resistenz gegenuber Prochloraz. C. rolfsii zeigte eine Resistenz gegen
Vinclozolin, d.h. es gab keine Wachstumshemmung des Pilzes, der schon nach 16 Tagen
100% seines Wachstums erreicht hatte, d.h. die Agarschale voll ausgefillt war. Das
Myzelwachstum von Cr2 wurde ab 25 pg/ml Prochloraz bis 32 Tage nach der Beimpfung sehr
stark gehemmt. Dies konnte auch bel Triadimenol und Triadimefon festgestellt werden. Eine
gute Kompatibilitdt von Trichoderma-Stammen und Fungiziden bedeutet, dal? die Wirkstoffe
der Fungizide bel den angewandten Mengen keine Wirkung auf die Entwicklung von
Trichoderma zeigen, womit gewéhrleistet ist, da} die PFilze in einem integrierten
Bek&mpfungsverfahren trotz des Vorhandenseins enes bestimmten Fungizids wachsen
konnen.
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Abb. 10:  Wirkungvon Fungiziden auf den radialen Myzelzuwachs von Trichoderma harzianum (T-040)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollein vitrobei 2590C
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Abb.11  Wirkungvon Fungiziden auf den radialen Myzelzuwachsvon Trichodermakoningii (T-165) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollein vitrobei 259C
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Abb. 12:
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Wirkung von Fungiziden auf den radialen Myzelzuwachs von Trichodermaharzianum (T-257)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollein vitrobei 250C
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Abb. 13:
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Wirkung von Fungiziden auf den radialen Myzelzuwachs von Corticium rolfsii (Cr,) im

Vergleich zur unbehandelten Kontrollein vitro bei 259C
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34 Antagonismusvon Trichoderma spp. in vitro

341 Dualkultur

Es wurden Trichoderma-Stdmme unter Laborbedingungen auf ihre Wirkung as Antagonisten
gegen C. rolfsii (Cr1 und Cr2) getestet. Da die verantwortlichen Mechanismen des
Antagonismus von Trichoderma spp. mit dem Erndhrungszustand des Pilzes korrelieren,
wurden die Trichoderma-Stdmme und die Pathogene in Duakulturen auf verschiedenen
Nahrmedien angelegt. Dabel wurde beobachtet, dal? die Fahigkeit von Trichoderma spp., das
Myzelwachstum des Pathogens zu hemmen bzw. das Myzd zu Uberwachsen und abzutéten,
stark von der Art des Nahrmediums bestimmt wird (Tab. 14). So ist der Antagonismus auf
PDYA und PDA besonders ausgepragt. MPA ist weniger geeignet und auf GHA sind
ausscheinend Uberhaupt keine antagonistischen Interaktionen vorhanden. Neben der Art des
Nahrmediums ist die Art bzw. der Stamm einer Trichoderma spp. von entscheidender
Bedeutung. Ist ein Pilz auf einem Medium ein starker Antagonist, so gilt das auch fir andere
Medien (T-165, T-040, T093). Ist das Antagonismuspotential schwach (T-309, T-024) oder
kaum vorhanden (T-171, T-116, T-166), so gilt diesfir ale Medien.

Abb. 14 Dualkultur zum Antagonismusvon Trichoderma spp. gegen C. rolfsii auf PDA
T-040 Trichoderma harzianum Rifai.
T-391 Trichoderma harzianum Rifai.
T-165 Trichoderma koningii Oud.
(+)  Trichoderma sporuliert grin-weil3, ist aggressiv und tberwachst.
()  Trichoderma sporuliert weil-cremefarben, keine Uber wachstung
(*)  Trichoderma sporuliert griin-gelb, ist aggressiv und tUberwachst.
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Tab. 14:  Antagonismusvon Trichoderma spp. gegen C. rolfsii (Cr 1- Cr2) auf ver schiedenen Nahr medien

PDA PDYA MPA GHA
PILZE
Cr1 Cr2 Cr1 Cr2 Cr, Cr2 Cr1 Cr2

T-309 + + + + - - * *
T-165 +++ +++ +++ +++ ++ ++ @ *
T-171 - - - - - - * *
T-040 +++ +++ +++ +++ ++ + * *
T-116 - - - - - N * *
T-166 - - - - - ; * *
T-093 ++ ++ +++ +++ + + * *
T-257 ++ ++ ++ ++ + + * *
T-024 + + + + + + * *
T-391 ++ ++ ++ ++ + + * *

(+++) Sehr starker Antagonismus (Trichoderma Gberwéchst den Pathogen schnell)
(++)  Starker Antagonismus (Trichoderma iberwachst den Pathogen langsam)

(+) Schwacher Antagonismus (Trichoderma und der Pathogen haben Kontakt, es tritt aber keine
Uberwachsung auf)
*) Trichoderma und der Pathogen haben keinen Kontakt, esentsteht eine Trennungslinie

) Kein Antagonismus (der Pathogen tGiberwéachst Trichoderma)
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Das Uberwachsen des Pathogens durch eine Trichoderma spp. bedeutet nicht unbedingt, daf?
der Erreger abgetdtet wurde. Zur Klérung dieser Frage wurden mit einem Korkbohrer
Agarstiicke aus den Uberwachstumszonen (+++ oder ++) ausgestanzt und auf €in
Selektivmedium Ubertragen, auf dem das Wachstum von Trichoderma spp. weitgehend
gehemmt wird, C. rolfsii aber ungehemmt wachsen kann.

Mit diesem System kann sicher geprift werden, ob C. rolfsii durch eine Trichoderma spp.
abgetotet oder nicht angegriffen worden ist. Bel den benomyl-resistenten T-391 war mit dem
benomyl-haltigen (15 pg/ml) Medium keine klare Differenzierung moglich. Zwel Stdmme
(T-040, T-165) haben den Pathogen abgetotet (Tab. 15), wahrend T-093 und T-257 nur ein
geringes antagonistisches Potential gegen C. rolfsii haben.

Tab.15: Antagonistische Wirkung von Trichoderma spp. gegen C. rolfsii auf PDYA mit 15 pg a.

Benomyl/mi
C. rofsii
Trichoderma Cri Cr2
T-040 () (+)
T-391 (*) (*)
T-093 () )
T-165 () (+)
T-257 () )

(+) Erreger wird abgetttet
(*) Wachstum von Trichoderma spp.

(-) Wachstum desErregers

(T040) Trichoderma harzianum Rifai.
(T391) Trichoderma harzianum Rifai.
(T093) Trichoderma hamatum Bon.
(T165) Trichoderma koningii

(T257) Trichoderma harzianum Rifai.

In weiteren Versuchen wurde das Verhaten von Trichoderma Stdmmen gegen andere
wichtige Krankheitserreger in Dualkulturen auf PDY A getestet, in Selektivmedien wurde aber
keine Wirkung von Trichoderma nachgewiesen (Tab A12; Tab A14).
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34.2 Antagonismusvon Trichoderma spp. unter dem Raster elektr onenmikroskop

Nach der Untersuchung und Bewertung der Antagonismusféhigkeit von Trichoderma spp.
gegen C. rolfsii in Duakulturen wurden von der Uberwachstumszone, d.h. von der Stelle, an
der Trichoderma und C. rolfsii zusammengetroffen sind, mit dem Korkbohrer enige
Agarscheiben (@ 5 mm) ausgestanzt und nach der Fixierung- (2.2.1.14.1) und Trocknung der
Proben (2.2.1.14.2) die verantwortlichen Mechanismen des Antagonistes mit dem Raster-
Elektronenmikroskop untersucht. Es wurde beobachtet, dal3 Trichoderma spp. die Eigenschaft
haben, wadhrend des Wachstums sowohl Phialiden, Sporen as auch Chlamydosporen zu
bilden, eéin Mechanismus, der auf einer Konkurrenz um Nahrung und Raum beruht, wodurch
das Wachstum von C. rolfsii unterdriickt wird (Abb. 15A, 15B). Wéahrend der Interaktion von
Trichoderma und C. rolfsii ist der Parasitismus eine weitere Moglichkeit des Antagonists, die
Schaderreger abzutoten. Die Hyphen von Trichoderma spp. bilden appressorienghnliche
Strukturen, die sich fest an die Oberflache des Wirts anheften (Abb. 15C). Als weiteres Zeichen
der Parasitierung die Hyphen von C. rolfsii festhalten (Abb. 15D, 15E) und umwinden (Abb. 15F
und Abb. 1), ein Vorgang, der coiling genannt wird. Im Anschlul® an das coiling dringt der
Antagonist in die Hyphen des Pathogens ein und breitet sich weiter aus (Abb. 15G). Der Prozef3
des Mycoparasitismus von Trichoderma wird durch den Efflux des Cytoplasmas und den
Abbau der Zellwand des Wirts beendet. Der Abbau l&uft wéahrend des Kontakts mit
Trichoderma und mit Hilfe ausgeschiedener hydrolytischer Enzyme ab (Abb. 15H).
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Abb. 15. Untersuchung des Antagonismusvon T. harzanum T-040 unter Raster elektronenmikroskop.
15A: Phialiden (3865x); 15B: Sporen und Chlamydosporen (4200x); 15C: Bildung von
appressorienahnlichen Strukturen (2800x); 15D (2200x), 15E (1750x): Festhalten der Hyphen
von C. rolfsii. 15F (1800x); 15G (1750x) Eindringen in dieHyphen des Pathogens. 15H (1800x):
Anschliel3ender Efflux des Cytoplasmasund Abbau der Zellwand desWirts.
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34.3 Wachstumshemmung volatiler Stoffevon Trichoderma

Die Bildung von Stoffwechselprodukten - sowohl volatilen as auch nicht - volatilen
Substanzen — ist einer der moglichen Mechanismen, mit deren Hilfe Trichoderma das
Wachstum anderer Pilze hemmt. Um zu Uberprifen, ob Trichoderma spp. in der Lage sind,
solche wirksamen Substanzen zu hbilden, wurden verschiedene Stdmme ausgewéhlt und
sowohl in  Erlenmeyerkolben as auch in Dualkulturen verschiedener &lterer
I nokulationskulturen getestet.

Wachstumshemmung von Trichoderma spp. im Kolben

Trichoder ma-Stdmme wurden auf PDY A-Nahrmedien im Kolben inokuliert und mit Parafilm
luftdicht verschlossen. C. rolfsii (Cr2) wurde gleichzeitig in anderen Kolben inokuliert und
mit den Trichoderma - Kulturen verbunden. Zwischen den beiden miteinander verbundenen
Kulturen bestand kein direkter Kontakt, aber durch den Kolben strémen von Trichoderma
ausgeschiedene gasférmige Substanzen zum Pathogen. Eine mdgliche Wirkung solcher
diffusibler Stoffwechselprodukte von Trichoderma auf das Wachstum von C. rolfsii wurdeim
Vergleich zur entsprechenden Kontrolle ermittelt (Tab. 16).

Tab.16: Wirkungvolatiler Hemmstoffe von Trichoderma spp. auf dasWachstum von C. rolfsii Ound 10
Tage nach der Inokulation von Trichoderma auf PDYA-Medium. (Auswertung 5 Tage nach
der Inokulation von C. rolfsii).

Trichoderma spp. Erreger Wachstum desErregers| Wachstumshemmung
Kontrolle (%) desErregers (%)
T-126 Cr2 100 41,4 (*)
11.5 (+)
T-040 Cr2 100 28,0 (%)
8,34 (+)
T-226 Cr2 100 70,7 (*)
42,0 (+)
T-190 Cr2 100 34,4 (%)
16,6 (+)
T-192 Cr2 100 66,7 (*)
34,5 (+)
T-12] Cr2 100 28,0 (*)
10,0 (+)
T-047 Cr2 100 68,9 (*)
28,8 (+)

(*) Trichoderma spp. und C. rolfsii wurden am gleichen Tag inokuliert
(+) Trichoderma spp. wurde 10 Tage vorinokuliert

(T-126) T. harzianum (T-190) T. viride
(T-040) T. harzianum (T-192) T. viride
(T-226) T. viride (T-047) T. hamatum

(T-12j) Trichoderma spp.
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Normalerweise wachsen Trichoderma spp. sehr schnell. Dabel werden viele Produkte, wie
z.B. Toxine und Enzyme, ausgeschieden. Die Produktion solcher Substanzen in kurzer Zeit
und in bestimmten Mengen ist keine Regd fir ale Trichoderma-Stdmme. So verursachten
T-226 und T-047 jeweils ene Wachstumshemmung von Cr2 von 70,7 % und 68,9 %.
Vermutlich sind diese und andere Antagonisten in der Lage, solche Stoffwechselprodukte
schnell zu produzieren, um das Wachstum anderer Pilze zu unterdriicken. Bei den Ubrigen
Trichoderma-Stdmmen (T-126, T-040, T-226, T-190, T-192, T-12j und T-047) betrug die
Wirkung gegen Cr2 im gleichen Zeitraum nur 28 und 41,1%.

Solange eine ausreichende Menge oder bestimmte Stoffe noch nicht gebildet sind, kann sich
der Pathogen weiter entwickeln, sein Wachstum wird nur leicht verzogert. Haben
Trichoderma spp. aber die Substanzen nach ener bestimmten Zeit in ausreichenden Mengen
produziert, wird das Wachstum des Erregers nachhaltig gehemmt. Beim Antagonismusprozef3
von Trichoderma spp. werden diese Substazen ausgeschieden, noch bevor Trichoderma den
Pathogen parasitieren kann. Es wurde beobachtet, dal? die Antagonisten T-126, T-040, T-226,
T-190, T-192, T-12j und T-047 fir die Ausscheidung ener ausreichenden Menge der
volatilen Stoffe 2 bis 3 Tage bendtigen. Im Antagonismustest in Dualkulturen haben diese
Stdmme die gleiche Zeit bendtigt, um die Kolonie des Pathogens zu besiedeln. Dies legt die
Vermutung nahe, dal3 Trichoderma spp. diese Substanzen unbedingt benétigen, um den Filz
parasitieren zu konnen. Ob diese Substanzen zusammen mit Enzymen bel der Parasitierung
beteiligt sind, ist jedoch noch unklar. Tab 16. zeigt unter (+) die Ergebnisse der
Wachsumshemmung von Cr2 durch Trichoderma spp. 15 Tagen nach der Vorinokulation.
Alle untersuchten Trichoderma-Stamme zeigten eine erhebliche Verringerung in ihrem
Wirkungsgrad gegen Cr2. Damit wurde gezeigt, dal3 die Produktion von volatilen
Stoffwechsel produkten durch Trichoderma spp. abhéngig ist vom Nahrstoffangebot. Je alter
die Kulturen von Trichoderma sind, desto geringer ist die Menge von Gasen, die der Pilz
produziert. Als Folge davon kann Trichoderma spp. nur fur bestimmte Zeit die Entwicklung
des Pathogens verzogern. Bei der Produktion von Stoffwechselprodukten und fir die
Ausprégung des Antagonismus von Trichoderma spielt das Nahrungsangebot eine grofie
Rolle.

Tab. 17 zeigt weitere Ergebnisse der Wirkung von volatilen Gasen von vorinokulierten
Trichoderma-Stammen. Die Trichoderma-Stdmme wurden auf PDYA-Nahrmedien im
Kolben sieben Tage lang vorinokuliert und mit Parafilm luftdicht verschlossen. Eine
erhebliche Wirkung solcher diffusiblen Stoffwechselprodukte auf das Wachstum der
Pathogene im Vergleich mit der Kontrolle wurde beobachtet.
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Tab.17: Wirkung volatiler Hemmstoffe von 7 und 22 Tage dten Trichoderma-Kulturen auf das
Wachstum wichtiger phytopathogener Pilze auf PDYA. (Erste Auswertung finf Tage nach

Inokulation der Erreger).

Trichoderma spp. Erreger

Wachstum desErregers  Wachstumshemmung

Kontrolle (%) desErregers (%)

7 Tage I nokulationszeit von Trichoderma spp.

12 Tage I nokulationszeit der Erreger

T-093 RsS103
T-093 FCa07
T-165 FOXo07
T-391 Pds3q
T-257 Pds3q

100 76,2
100 90,5
100 88,1
100 70,2
100 0

22 Tage I nkubationszit von Trichoderma spp.

15 Tage I nkubationszeit der Erreger

T-093 RsS103
T-093 Fca07
T-165 Foxoq7
T-391 Pds30

100 54,8
100 52,4
100 50

100 58,3

(T-093) Trichoderma hamatum Bon.
(T-165) Trichoderma koningii Oud.
(T-391) Trichodermaharzianum Rifai.
(T-257) Trichoderma harzianum Rifai.

(Rsy93) Rhizoctonia solani Kiihn.

(Fcyg7) Fusarium culmorum

(Fox,97) Fusarium oxysporum (Schlecht).
(Pds30) Pythium debaryanum Drechsler.

Bei der Suche und Selektion wirksamer Trichoder ma-Stamme wurden weitere Laborversuche
hinsichtlich der Bildung fllchtiger Stoffe gegen bodenbirtige Pilze durchgeftihrt. Der
Wirkungsgrad gegen wichtige Krankheitserreger war bei sieben Tage vorinokulierten
Trichoderma-Kulturen sehr hoch (Tab. 17). T-257 zeigt keine Wirkung gegen Pythium
debaryanum. Bei einer Vorinokulation der Trichoderma spp. von 22 statt 7 Tagen war aber
eine deutliche Hemmung von 58,3% vorhanden. Dies unterstreicht die Bedeutung des

Zeitfaktors fur die Bildung volatiler Hemmstoffe.
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Wachstumshemmung von Trichoderma spp. in Agar schalen

Die Wirkung volatiler Hemmstoffe von T-190 und T-040 in Abhangigkeit vom Nahrmedium
und der Inokulationszeit wurde mit Cr2 in Duakulturen getestet. Als Medium fir Cr2 wurde
MPA ausgewdhit. Die mit den Pilzen inokulierten Petrischaen wurden mit sterilem
Filterpapier getrennt und mit Parafilm verschlossen. Das Filterpapier wurde verwendet, um
eine mogliche Ubertragung von Pilzmaterial zwischen Trichoderma und Cr2 zu vermeiden.
Von Trichoderma ausgeschiedene Stoffe konnten jedoch durch das Papier dringen. Es zeigte
sich, dal3 die diffusiblen Substanzen von T. viride eine unterschiedliche Wirkung gegen Cr2
haben (Tab. 18, Tab 19).

Tab.18: Wirkungvolatiler Hemmstoffevon Trichoderma viride (T-190) auf ver schiedenen Nahr medien
und bei ver schiedenenVorinkubationszeiten auf C. rolfsii (Cr2) in %

Nahrmedien von Nahrmedien von Wachstum von C. rolfsii | Wachstumshemmung

Trichoderma spp. C. rolfsii Kontrolle (%) von C. rolfsii (%)
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 3 Tage
T190 - PDA 67,8
T190 - HDA 58,3
T190 - HGHA 66,8
T190 - PDYA MPA - Cr2 100 100,0
T190 - MPA 30,9
T190- V8 441
T190 - GHA 32,7
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 4 Tege
T190 - PDA 73,8
T190 - HDA 72,7
T190 - HGHA 83,3
T190 - PDYA MPA - Cr2 100 79,7
T190 - MPA 70,2
T190- V8 59,5
T190 - GHA 70,2
V orinkubationszeit von Trichoderma: 5 Tage
T190 - PDA 63,1
T190 - HDA 100,0
T190 - HGHA 70,2
T190 - PDYA MPA - Cr2 100 52,3
T190 - MPA 82,1
T190- V8 46,4
T190 - GHA 58,3
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 6 Tage
T190 - PDA 54,7
T190 - HDA 64,2
T190 - HGHA 61,9
T190 - PDYA MPA - Cr2 100 16,6
T190- MPA 100,0
T190- V8 28,5
T190 - GHA 57,1
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 12 Tage
T190 - PDA 9,6
T190 - HDA 7,2
T190 - HGHA 8,3
T190 - PDYA MPA - Cr2 100 16,6
T190- MPA 7,1
T190- V8 11,9
T190 - GHA 13,0

Berechnung der Wachstumshemmung in %
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Tab.19: Wirkung volatiler Hemmstoffe von Trichoderma harzianum (T-040) auf verschiedenen
Nahrmedien und bei ver schiedenenVorinkubationszeiten auf C. rolfsii (Cr,) in %

Néhrmedien von Néhrmedien von Wachstum von C. rolfsii ~ Wachstumshemmung
Trichoderma spp. C. rolfsii Kontrolle (%) von C. rolfsii (%)

V orinkubationszeit von Trichoderma: 3 Tege

TO40 - PDA 100,0
T040 - HDA 16,6
T040 - HGHA 100
T040 - PDYA MPA - Cr2 100 100
T040 - MPA 50,0
T040- V8 78,7
T040 - GHA 100,0
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 4 Tage

T040 - PDA 78,5
T040 - HDA 65,2
T040 - HGHA 85,7
TO40 - PDYA MPA - Cr2 100 79,7
T040 - MPA 47,6
T040- V8 61,9
T040 - GHA 100,0
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 5 Tage

TO040 - PDA 714
T040 - HDA 75,0
TO040 - HGHA 78,5
TO40 - PDYA MPA - Cr2 100 59,5
TO40 - MPA 64,3
T040- V8 46,7
T040 - GHA 58,3
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 6 Tege

TO040 - PDA 63,1
T040 - HDA 100,0
TO040 - HGHA 70,2
T040 - PDYA MPA - Cr2 100 61,6
TO40 - MPA 100,0
T040- V8 35,7
T040 - GHA 57,1
Vorinkubationszeit von Trichoderma: 12 Tage

T040 - PDA 7,1
T040 - HDA 44,0
T040 - HGHA 16,6
TO40 - PDYA MPA - Cr2 100 23,8
TO040 - MPA 15,2
T040- V8 13,1
T040 - GHA 15,8

Berechnung der Wachstumshemmungin %

Die Wachstumshemmung von C. rolfsii (Cr2) ist starker ausgeprégt bei T-040 als bei T-190,
erreicht aber bel beiden Stdmmen eine hohe Wirkung bel einer Vorinkubationszeit von 3 bis 6
Tagen. Zusammen mit dem Nahrmedium spielt die Inkubationszeit bei der Ausscheidung
wirksamer volatiler Substanzen eine besondere Rolle (Tab. 18, Tab. 19). Die Wirkung der
ausgeschiedenen Stoffen nimmt in ihrer Aktivité nach 12 Tagen Inkubation von Trichoderma
spp. deutlich ab. Auch beim Antagonismustest in Duakulturen zeigen Trichoderma spp. eine
hohere Aggressivitét gegenliber dem Pathogen drel und vier Tage nach der Inokulation.
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344 Antagonismusvon Trichoderma spp. gegen Sklerotien von C. rolfsii

Die Fahigkeit einiger Trichoderma-Stdmme, Sklerotien von C. rolfsii (Cr2) zu besiedeln und
abzubauen, wurde im Labor nach KOHL & SCHLOSSER (1989) bestimmt. Von den auf MPA-
Medium gebildeten Sklerotien wurden je 20 Sklerotien auf Agarkulturen (MPA) der
verschiedenen Trichoderma spp. gelegt und durch Schitteln gleichmédg mit Konidien
»gepudert®. Nach 24 Stunden wurden die Sklerotien auf sterile Schalen mit feuchtem
Filterpapier dberfuhrt und fur zwei Wochen bel Zimmertemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationszeit zeigten 61,5% der gepriften Trichoderma-Stdmme eine Fahigkeit von 100%,
die Sklerotien zu besiedeln. Im Gegensatz dazu waren 15,3% der Trichoderma spp. nicht
fahig, die Sklerotien zu Uberwachsen, drei Stamme der Trichoderma spp. waren in der Lage,
zwischen 75 % und 100 % der Sklerotien abzubauen oder zu mazerieren. Es gelang vier
Trichoderma-Stdmmen, bis zu 50% der Sklerotien abzubauen. Insgesamt vermochten zehn
der dreizehn Stamme,die Sklerotien stark zu besiedeln. Die abgebauten Sklerotien waren nicht
mehr lebensfahig. Die nicht abgebauten Sklerotien wurden darauthin gepriift, ob sie noch
lebensfahig waren. Insgesamt wurden 156 Sklerotien der gesamten Versuche gesammelt, von
denen 41% auf dem Seektivmedium mit Benomyl keine Keimung zeigten und 59%
auswuchsen. Abgebaute und nicht gekeimte Sklerotien erreichten 64,6% gegeniber 35,4%
keimfahiger Sklerotien (Tab. 20).

Tab.20: Besiedlung und Abbau der Sklerotien von Corticium rolfsii durch Trichoderma-Stamme
(jeweils 20 Sklerotien pro Variante)

Besiedelte Sklerotien Starke der Besiedlung Abgetotete Skler otien

Trichoderma (%) (%)

ja | nein keine | schwach [ stark ja nein
T-12j - 20xCr2 100 0 + 75 25
T-126 - 20xCr2 0 100 + 0 100
T-190 - 20xCr2 58 42 + 55 45
T-040 - 20xCr2 76 24 + 40 60
T-226 - 20xCr2 100 0 + 80 20
T-250 - 20xCr2 0 100 + 0 100
T-115 - 20xCr2 100 0 + 0 100
T-029 - 20xCr2 100 0 + 65 35
T-192 - 20xCr2 100 0 + 35 75
T-134 - 20xCr2 100 0 + 75 25
T-391 - 20xCr2 100 0 + 15 85
T-218 - 20xCr2 22 78 + 60 40
T-047 - 20xCr2 100 0 + 45 55
T-12]  Trichoderma spp. T-029 T. koningii
T-126 T. harzianum T-192 T.viride
T-190 T.viride T-134 T.hamatum
T-040 T.harzianum T-391 T.harzianum
T-226 T.viride T-218 T.viride
T-250 T.harzianum T-047 T.hamatum

T-115 T.viride
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Gekochte Hirsesamen, die bei verschiedenen Versuchen sowohl im Labor als auch im
Gewéchshaus as Inokulumtrdger von C. rolfsii dienten, wurden auf ihre Empfindlichkeit
gegen Trichoderma-Stamme getestet. Nach sieben Tagen Inkubationszeit bel Raumtemperatur
besiedelten alle Trichoderma-Stdmme die Tréger von C. rolfsii und bildeten Myzel. Eine
100%ige Mazeration der Tréger erreichten die meisten Stdmme. Der Stanm T-115 wies 65 %
abgebaute Tréger und 35 % keimféhige Trager auf, T-391 mazerierte 80 % der Trager und
20 % blieben keimfahig. Bel 92,4 % dler Stdmme lag generell ein intensives Myzelwachstum
vor, und siewaren in der Lage, die Tréger (HCr2) sehr stark zu besiedeln (Tab. 21).

Tab.21: Antagonismusvon Trichoderma spp. gegen Hirse- Inokulumtrager von C. rolfsii (HCr2)
(jeweils20 Korner pro Variante)
Besiedelte K 6r ner Stérke der Besiedlung Abgetotete K orner
Trichoderma (%) (%)
ja | nein keine | schwach [ stark ja nein
T-12j —20xHCr2 100 0 + 100 0
T-126 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-190 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-040 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-226 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-250 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-115 — 20xHCr2 100 0 + 65 35
T-029 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-192 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-134 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-391 — 20xHCr2 100 0 + 80 20
T-218 — 20xHxCr2 100 0 + 100 0
T-047 — 20xHCr2 100 0 + 100 0
T-12j  Trichoderma spp. T-029 T. koningii
T-126 T. harzianum T-192 T.viride
T-190 T.viride T-134 T.hamatum
T-040 T.harzianum T-391 T.harzanum
T-226 T.viride T-218 T.viride
T-250 T.harzianum T-047 T.hamatum
T-115 T.viride
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35 Gewachshausver suche

35.1 Wirkung der Inokulummengevon T. harzianum (HT-040) auf Buschbohnen-
und Kichererbsen

Im folgenden Versuch wurden gekochte Hirsekdrner as Inokulumtréger von Trichoderma
spp. verwendet. Nach dreiwochiger Inkubation der Hirsekorner wurden 5, 10, 20 und 30
Koérner im Boden mit den Bohnen- und Kichererbsensamen neben den Samen ausgebracht
und ihre Wirkung auf Keimfahigkeit und Pflanzenlange ermittelt (Abb. 16a; 16b).
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Abb. 16a: Wirkung der Inokulummenge von Trichoderma (T-040) auf Aufgang und Pflanzenhohe bei
Buschbohnen, 2 Wochen nach Aussaat.
Inokulumtrager: Hirsekoérner.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Die Keimfahigkeit von Bohnen und Kichererbsen zeigt keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich mit der Kontrolle (Abb. 16a, Abb. 16b). In beiden Fallen ist ein etwas hoherer
Auflauf zu beobachten. Die Auswertung der Pflanzenldnge der Bohnen dagegen ergab bel den
mit Trichoderma behandelten Samen eine hohere Signifikanz gegentber der Kontrolle.
Durchschnittlich erreichten die behandelten Pflanzen eine Lange von 36 cm gegenlber 27 cm
bei der Kontrolle. Gleichzeitig wurde auch die Pflanzenentwicklung gefordert. Bel
Kichererbsen wurde ebenfalls die Pflanzenlange signifikant gefordert. Eine phytotoxische
oder negative Wirkung der Trichoder ma spp. wurde nicht beobachtet.
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Abb. 16b: Wirkung der Inokulummenge von Trichoderma (T-040) auf Aufgang und Pflanzenhohe bei
Kichererbsen, 2 Wochen nach Aussaat.
Inokulumtrager: Hirsekoérner.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

35.2 Pathogenitatstest von C. rolfsii

Zwel Stamme von C. rolfsii (Cr1und Cr2) wurden zur Inokulation von Pflanzen benutzt und
die Aggressivitét von Sklerotien untersucht. Im Labor wurden die Pilze Cr1 und Cr2 auf
verschiedenen Nahrmedien gewonnen. Die dabel erzeugten Sklerotien wurden geerntet und
zur Inokulation von Pflanzen verwendet. Um zu Uberprifen, ob diese Stdmme aggressiv und
in der Lage sind, wichtige Kulturpflanzen zu befallen, wurden verschiedene Pflanzen ds
Wirte benutzt und mit dem Pathogen inokuliert.

Sklerotien

Bel den im Gewéachshaus durchgefihrten Versuchen wurden Bohnen (Phaseolus vulgaris) fur
die Inokulation des Pilzes verwendet. Mengen von 5, 10, 25, 50 und 100 Sklerotien von 0,5
bis 3 mm Durchmesser wurden zu den Samen gegeben und leicht mit Erde bedeckt. Die
durchschnittliche Temperatur betrug 25 °C, die L uftfeuchtigkeit lag bel 70 %.
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Abb. 17:  Prozentsatz abgestorbener Buschbohnen nach I nokulation mit Sklerotien von C. rolfsii (Cr1,
Cr2) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, in Abhéngigkeit von der Anzahl der
Sklerotien, 2 Wochen nach Aussaat.

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Die Bohnen wurden mit unterschiedlicher Befallstérke angegriffen, bei C. rolfsii (Cr2) war die
Anzahl der abgestorbenen Pflanzen nach zwei Wochen sehr hoch. Die Mortadlitét der Pflanzen
seht in Zusammenhang mit der verwendeten Inokulummenge sowohl von C. rolfsii (Cr1) als
auch von (Cr2). Bei Cr1 hat die Inokulummenge von 5 bis 25 Sklerotien im Vergleich zur
Kontrolle keine signifikanten Unterschiede gezeigt. In diesem Bereich erreichte die Mortalitét
der Pflanzen 17% gegentber 53% bei Cr2. Der Prozentsatz der abgestorbenen Pflanzen mit 50
Sklerotien lag bei 47% fur Cr1 und 67% fur Cr2. Die Verwendung von 100 Sklerotien hat bei
beiden Isolaten eine sehr grofe Anzahl abgestorbener Pflanzen verursacht. In beiden Falen
wurden die Pflanzen vor und nach dem Aufgang durch den Pilz befalen.

Hirsekorner

Das Isolat Cr2 wurde wegen seiner gezeigten Virulenz fir ale welteren im Labor und im
Gewéchshaus durchgefihrten Untersuchungen ausgewahlt. Gekochte Hirsesamen wurden as
Inokulumtréger des Pathogens verwendet. Buschbohnen (Abb. 18), Kichererbsen (Abb. 20) und
Linsen (Abb. 21) wurden als Wirtspflanzen des Pilzes verwendet. Die Samen wurden mit
Inokulummengen von 5, 10 und 20 Hirsekérnern (Cr2) inokuliert.
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Abb. 18:  Prozentsatz abgestorbener Buschbohnen nach I nokulation mit C. rolfsii (Cr,) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Bei diesem Versuch war Cr2 in der Lage, die Pflanzen zu befalen und in allen Behandlungen
einen hohen Prozentsatz an Mortalitét zu verursachen. Nach sieben Tagen wurden bereits die
Keimlinge befallen und schnell bildete C. rolfsii auf dem Boden ein weil3es Myzd und eine
grofe Anzahl von Sklerotien (Abb. 19). Die Verwendung von Hirsekérnern al's Inokulumtréger
des Erregers war aso ene geeignete Methode zur Induktion der Krankheit. Eine
Inokulummenge von 5 bewachsenen HirsekOrnern war ausreichend, um in kurzer Zeit eine
nahezu 100%ige Mortalitét der Bohnenpflanzen zu erreichen.

Abb. 19 (A): Befallene Hypokotilen von Bohnen P. vulgaris L. durch C. rolfsii. Auf der Bodenoberflache

bildet der Pilz ein weil3es Myzel und runde Sklerotien.
(B): Wachstum und Bildung von Sklerotien von C. rolfsii (Cr2) auf PDA.
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Abb.20:  Prozentsatz abgestorbener Kichererbsen nach I nokulation mitC. rolfsii (Cr 2) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Sieben Tage nach der Inokulation von Kichererbsen mit Cr2 zeigen diese in den
Behandlungen Signifikanz im Vergleich zur Kontrollee Mengen von 20 Hirsekornern
verursachten mehr als 60 % Mortaitédt bei den Pflanzen. Nach 15 Tagen war in alen
Behandlungen Uber 50 % Mortalitét erreicht. Die mit 20 Cr2 behandelten Pflanzen zeigten
Uber 90% abgestorbene Pflanzen.
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Abb.21: Prozentsatz abgestorbener Linsen nach Inokulation mit C. rolfsii (HCr2) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).
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Wie bel den Versuchen mit Kichererbsen und Buschbohnen zeigten sich auch die
Linsenpflanzen sehr anféllig gegen C. rolfsii. Eine erhebliche Anzahl von Pflanzen wurden
schon nach sieben Tagen befallen, nach finfzehn Tagen war in alen Varianten Gber 90 %
Mortalitét vorhanden.

Wirkung von Inokulationsmethoden und dem Alter desInokulumsvon C. rolfsii

In weiteren Topfversuchen wurde das Inokulum von C. rolfsii in Mengen von 10
Hirsekornern  verschiedenen  Altees und  unter  Verwendung  verschiedener
Inokulationsmethoden auf seine Fahigkeit, Buschbohnen und Kichererbsen zu befalen,
getestet. Frisches und sechs Monate altes Inokulum wurden entweder zu den Samen gegeben
oder auf der Bodenoberflache verteilt. Es zeigte sich, dal3 bei Inokulation der Pflanzen das
ate Inokulum wirksamer ist als das frische Inokulum (Abb. 22). Bei Buschbohnen war die
Wirkung von atem und frischem Inokulum nach Applikation auf der Bodenoberflache
sgnifikant verschieden. Hier erreichte das ate Inokulum ene Wirksamkeit von 45 %
gegentiber 32 % bei neuem Inokulum. Bei Kichererbsen erreichte das dtere Inokulum eine
Wirksamkeit von 39 % gegeniber 30 % und hatte somit keinen signifikanten Unterschied.
Wurden das ate und das neue Inokulum zu den Samen gegeben, verursachten beide Inokuli
eine Mortalitat von 98 % bis 100 % sowohl bel Bohnen als auch bei Kichererbsen. Diese Art
der Applikation war also deutlich effektiver.
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Abb.22:  Prozentsatz abgestorbener Buschbohnen und Kichererbsen nach Inokulation mit 10
Hirsekdrnern (Cr2) in Abhéngigkeit vom Alter des Inokulums und vom Inokulationsort im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
(a-0) altes I nokulum—oberflachig verteilt; (a-z) altes | nokulum—zusammen mit den Samen;
(n-0) neues I nokulum—ober flachig verteilt; (n-z) neues | nokulum—-zusammen mit den Samen.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).
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353 Anwendungsver fahren von Trichoderma spp.

Die Nutzung von Trichoderma spp. bietet die Moglichkeit einer biologischen Bekdmpfung
bodenbiirtiger Erreger. In dieser Untersuchungr wurden unter Gewdachshausbedingungen
verschiedene Anwendungsverfahren von Trichoderma bel Buschbohnen gegen C. rolfsii
untersucht.

Bodenbehandlung mit Konidiensuspensionen von T. harzianum (T-040)

Gewonnene Konidiensuspensionen aus PDA-Medium wurden auf 2x10” Konidien/ml Wasser
eingestellt (TD3) und gegen 10 von C. rolfsii bewachsene Hiersekérner mit Buschbohnen
getestet. Die Suspensionen wurden in Mengen von 1, 5, 10 und 20 ml je Topf auf die Samen
appliziert. Als eine andere Variante wurden 10 ml der Konidiensuspension TD3 dlen
aufgewandt.
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Abb.23:  Wirkung eines PDA-Inokulums von T. harzianum (T-040) in Abhangigkeit von der
Inokulummege bei Buschbohnen nach Inokulation mit C. rolfsii im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Inokulumkonzentration: (TD3 = 2x10’ K onidien/ml Wasser).

Der Mal3stab des Aufgangsder Pflanzen ist logarithmisch dargestellt.

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Nach 7 Tagen ereichte der Auflauf der Pflanzen durch die Applikation von 20 ml
Trichoderma — Suspension 21%, die mit dem Pathogen inokuliert wurden. Er unterscheidet
sich datistisch signifikant von den anderen Behandlungen, bei denen Trichoderma und C.
rolfsii inokuliert wurden. Die Zahl der aufgegangenen Pflanzen, bel denen Trichoderma
harzianum (T-040) in Mengen von 1, 5 und 10 ml Suspenson im Boden gegen Cr2
aufgewendet wurde, war sehr niedrig. Eine Keimféhigkeit von 96,6% der Pflanzen wurde in
den Versuchen, in denen alein 10 ml Trichoderma-Suspension (TD3) verwendet wurden,
erreicht, 100% bei der unbehandelten Kontrolle. Die Wirkung von Trichoderma gegen den
Erreger verringerte sich deutlich nach 14 Tagen (Abb. 23). Grund dafUr ist wahrscheinlich, daf3
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Trichoderma sich den neuen Bedingungen nicht schnell genug anpad, as Folge ihre
Populationen erheblich abnehmen und der Pilz nicht mehr in der Lage ist, das Wachstum des
Pathogens zu unterdriicken. Auch das Nahrungsangebot wahrend des Wachstum des Pilzes
konnte eine wichtige Rolle spielen.

Samenbehandlung mit Konidiensuspensionen von T. harzianum (T-040)

In diesen Experimenten wurden Konidiensuspensionen von Trichoderma (T-040) 5x10°
Konidien/ml (TD2) verwendet. Die Samen von Buschbohnen (Abb. 24a) und Kichererbsen
(Abb. 24b) wurden mit der Formulierung von Trichoderma 9 Stunden eingequollen und mit 5,
10, 20 oder 30 Hirsekérnern as Inokulum des Pathogens untersucht. Fir die
I nokulumproduktion von Trichoder ma wurde Hirsesamen als Nahrungsquelle verwendet.
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Abb. 24a: Wirkung der Konidiensuspension von T-040 auf den Aufgang von Buschbohnen nach 9
Stunden Einquellzeit in Abhangigkeit von der Inokulumkonzentration von C. rolfsii (Cr2) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dosis von Trichoderma (TD2) = 5x10° K onidien/ml.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Die Wirksamkeit von Trichoderma spp. wies nach 7 Tagen keine Signifikanz zwischen den
einzelnen Behandlungen auf, bei denen C. rolfsii inokuliert wurde. Bei der Behandlung
TD2+5Cr, erreichte Trichoderma eine Wirkung von 36 %., bel den dbrigen Behandlungen
hatten die Pflanzen einen maximalen Aufgang von 10 %. Wie an den hier gezeigten
Ergebnissen zu sehen i, it die Wirkung von Trichoderma spp. abhangig von der
Inokulumkonzentration des Pathogens, der im Boden vorkommt, und von der
Inokulumkonzentration der jeweiligen verwendeten Trichoderma. Bel der Samenbeizung
spielt die Einquellzeit eine wichtige Rolle. Einerseits beeinflufd die Konidiensuspension die
Kemfahigkeit der Buschbohnen nach 9 Stunden Einquellzeit, andererseits verhindert die
Flissigkeit, dal3 die Biomasse von Trichoderma in den Samen haften bleiben kann, wie dies z.
B. bel der Verwendung von Alginat als Haftmittel geschieht.
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Abb. 24b: Wirkung der Konidiensuspension von T-040 auf den Aufgang von Kichererbsen nach 9
Stunden Einquellzeit in Abhangigkeit von der I nokulumskonzentration von C. rolfsii (Cr2) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dosisvon Trichoderma (TD2) = 5x10° K onidien/ml.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Die Einquellzeit der Samen (9 Stunden) in Konidiensuspensionen von T. harzianum, das auch
bei Bohnen eingesetzt wurde, beenflul¥e auch den Aufgang der Kichererbsen. Bel
Kichererbsen betrug die Aufgangsrate der Keimlinge nach sieben Tagen 80%, damit gab es
keinen signifikanten Unterschied zur unbehandelten Kontrolle. Nach 14 Tagen verringerte
sich die Wirksamkeit von Trichoderma um 40% und die Zahl der abgestorbenen Pflanzen
erreichte bei Cr2 100%. Eine Samenbehandlung mit Konidiensuspensionen dlein ist
anscheinend nicht geeignet, einen optimalen Schutz der Samen zu erreichen.

Samenbehandlung mit T. harzianum (T-040) aus PDA- Medium in Alginat

Das unter Laborbedingungen auf PDA- und Hirsekdrnern gewonnene Inokulum des
Antagonisten T. harzianum (T-040) wurde in speziedlen Formulierungen und
Applikationsverfahren als Saatgutbehandlung gegen C. rolfsii angewendet. Bei der Aussaat
wurden die Samen mit 10 Cr2 zusammengebracht. In diesem Versuch wurde die Wirkung
von T-040 gegen C. rolfsii in Abhéngigkeit von der Menge der Konidiensuspensionen, der
Inokulumquelle und der Einquellzeit untersucht. Fir die Versuche wurden Mengen von
K onidiensuspensionen/ml von 5x10° (TD1), 5x10° (TD2), und 2x10° (TD3) eingestelt und in
2 % Alginat (Manutex) as Haftmittel verwendet. Die Samen von Bohnen wurden mit den
Konidiensuspensionen von Trichoderma eine Minute, eine Stunde, sechs Stunden und zwolf
Stunden lang eingequollen. Die Zahl der aufgegangenen Pflanzen wurde nach 7 Tagen (Abb.
25A) und 15 Tagen (Abb. 25B) ausgewertet.
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Abb.25:
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Der MaR3stab bei der Anzahl der Pflanzen wird logarithmisch dargestellt.

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.

in Abhangigkeit von der
I nokulumkonzentration von Trichoderma im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
(TD1=5x10% TD2 = 5x10°% TD3 = 2x10’ K onidien/ml), alle Suspensionen mit 2 % Alginat
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Nach sieben Tagen war die Zahl der aufgegangenen Pflanzen bel den unterschiedlichen
Behandlungen verschieden. Der Aufgangsschaden von C. rolfsii war 100% bei den nicht mit
Trichoderma behandelten Samen. Die Dosierungen von Trichoderma (TD2) und (TD3) hatten
eine positive Wirkung bei der Bekampfung von Cr2 im Vergleich zur Dosis TD1. Bel ener
Einquellzeit von 6 Stunden wird in den behandelten Pflanzen eine maximale Aufgangsrate
erreicht. Eine negative Wirkung von Trichoderma in Vergleich zur Kontrolle wurde nicht
beobachtet. Nach 15 Tagen nahm die Zahl der keimenden Pflanzen in den verschiedenen
Behandlungen ab. Bei der Behandlung TD1 erreicht der Befal von C. rolfsii bel einer Minute
und einer Stunde Einquellzeit 100% Mortaitét. Im Vergleich zur Kontrolle sind die Gruppen
signifikant verschieden. Bei dieser Untersuchung war die Wirkung des Antagonisten ahangig
von der verwendeten Inokulumkonzentration. Dartberhinaus spielte die Einquellzeit eine
besondere Rolle.

Fur weitere Versuche wurde das Inokulum von T. harzianum von befallenen Hirsesamen
hergestellt. Die Zahl der aufgehenden Pflanzen war nach 7 Tagen (Abb. 26a) und 15 Tagen
(Abb. 26b) in den Gruppen verschieden. Bei der Behandlung TD3 wurde ein Wirkungsgrad
von 65% von gekeimten und gesunden Pflanzen erreicht, der zu 58% nach 15 Tagen wieder
abnahm. Die Wirkung des in Hirsekdrnern erzeugten Inokulums von Trichoderma war
deutlich besser als bel der Verwendung der PDA- Inokulumquelle.
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B  Aufgang nach 15 Tagen
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Abb. 26: Einflul der Inokulumquelle (Hirsekdrner) auf die Wirkung von T-040 beim
Buschbohnenaufgang nach Inokulation mit C. rolfsii (1OHCr2) in Abh&angigkeit von der
Inokulumkonzentration von Trichoderma im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. (TD1=
5x10°; TD2 = 5x10°% TD3 = 2x10’ K onidien/ml).

Der Malistab bei der Anzahl der Pflanzen wird logarithmisch dar gestellt.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.

Mit und ohne Vorinokulation des Bodens mit Konidiensuspensionen von T. harzianum
(T-040) von PDA

Es wurde die Wirksamkeit von Trichoderma (T-040) in den entsprechenden Dosierungen
(TD1, TD2 und TD3) in 7 Tage vorinokuliertem Boden und in Boden ohne Vorinokulation
ermittelt. Dabel wurde der Einflul? der Inokulumproduktion - PDA oder gekochte Hirsekorner
— auf die Wirkung des Antagonisten gepruft. Der Boden wurde mit 20 ml der Konzentrationen
von Trichoderma inokuliert. Bei der Aussaat wurde das Inokulum des Erregers (10HCr2)
inokuliert. Nach sieben Tagen war die Kemféhigkeit der Pflanzen beim vorinokulierten
Boden héher asim Boden ohne Vorinokulation (Abb. 27a). Nach 15 Tagen verringerte sich die
Wirkung von Trichoderma im vorinokulierten Boden deutlich, und die Zahl der
abgestorbenen Pflanzen war hoher als im Boden ohne Vorinokulation (Abb. 27b). Die gute
antagonistische Wirkung von Trichoderma, die bel 7 Tage vorinokuliertem Boden beobachtet
wurde, ist wahrscheinlich auf die noch andauernde Anpassung der Populationen von
Trichoderma an die neue Umgebung zurtickzufiihren. Der Pilz kann weiter wachsen, wenn er
keine Konkurrenz um Nahrung und Raum hat. Als die Bohnensamen mit dem Pathogen
inokuliert wurden, gab es im Substrat bereits eine grof3e Population von Trichoderma, die in
der Lage war, die Entwicklung des Pathogens teilweise zu verhindern. Erst nach 15 Tagen
wechselte der Effekt der Vorinokulation und die Zahl der Mortalitét der Pflanzen nahm zu. C.
rolfsii war fahig, den Antagonismus und/oder Parasitismus von Trichoderma auszuhaten und
wuchs in kurzer Zeit sehr schnell. An diesem Punkt war Trichoderma gegen Crolfsii nicht
mehr wirksam.
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Abb. 27:
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EinfluB der Inokulumquelle (PDA) auf die Wirkung von T-040 beim Aufgang von
Buschbohnen 7 und 15 Tage nach Inokulation mit C. rolfsii (L0HCr 2) bei unterschiedlichen
Inokulumkonzentrationen und Inokulationszeiten von Trichoderma im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (TD1= 5x10°; TD2 = 5x10°% TD3 = 2x10’ K onidien/ml).

Der MaR3stab bei der Anzahl der Pflanzen wird logarithmisch dar gestellt.

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.

hne Vorinokulation des Bodens mit K onidiensuspensionen von T. harzianum

(T-040) von Hirsekérnern

Bel Verwendung von Hirsekdrnern als Nahrungsquelle ist die Wirksamkeit von Trichoderma
(T-040) gegen C. rolfsii hoher als bei Verwendung eines PDA-Inokulums. Die verschiedenen
Konzentrationen von Trichoderma wurden im Boden bel sieben Tagen Vorinokulation und
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ohne Vorinokulation getestet. Die aufgelaufenen Pflanzen erreichten 62 % gesunde Pflanzen
bei vorinokuliertem Boden gegeniber 39% gesunden Pflanzen bei nicht vorinokuliertem
Boden (Abb. 28a). Die Wirkung von Trichoderma war nach 15 Tagen bei vorinokuliertem
Boden immer noch hoher as ohne Vorinokulation (Abb. 28b). Beim Boden ohne
Vorinokulation wurden die Bohnensamen gleichzeitig mit dem Pathogen und Trichoderma
inokuliert. Hier zeigte sich, dal3 die Zahl der aufgegangenen Pflanzen geringer war as bei

vorinokuliertem Boden, jedoch hoher als bel dem mit einem PDA — Inokulum behandelten
Boden (Abb. 25a).
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Abb.28: Einflu® der Inokulumquelle (Hirsekdr ner flissig) auf die Wirkung von T-040 bei m Aufgang
von Buschbohnen nach Inokulation mit C. rolfsii (10HCr2) bel unterschiedlichen
Inokulumkonzentrationen und Inokulationszeiten von Trichoderma im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (TD1= 5x10°; TD2 = 5x10°% TD3 = 2x10" K onidien/ml).

Der MaR3stab bei der Anzahl der Pflanzen wird logarithmisch dar gestellt.
Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
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In diesen Versuchen wurden der Einflufd und der Effekt von Hirsekérnern als Nahrungsquelle
fur die Inokulumproduktion von Trichoderma im Vergleich mit dem in PDA-Nahrmedium
hergestellten Inokulum nachgewiesen und die Bedeutung der Vorinokulation gezeigt.

Hirsekdrner alsInokulum von Trichoderma (T-040)

Bel diessr Untersuchung wurde durch eine Applikation von gekochten Hirsekdrnern als
Inokulum von Trichoderma ihre Wirsamkeit gegen C. rolfsii be Bohnen- und
Kichererbsenpflanzen im Boden Uberprift. Bel der Aussaat wurden die Samen mit dem
Inokulum von Trichoderma in einer Menge von 10 bewachsenen Kornern (10HT) und mit
dem Inokulum des Pathogens zusammengebracht. ES wurden zwel verschiedene
Inokulummengen von C. rolfsii (10H Cr2 und 30H Cr2) verwendet. Die Verwendung von
Hirsekornern as Inokulumtrdger von Trichoderma brachte keinen deutlichen Erfolg gegen
C. rolfsii. Trotz einer Auflaufrate von 23 % gesunden Pflanzen bei der Behandlung (10HT-
040 + 10H Cr2), gab es keine dtatistische Signifikanz bei den einzelnen Behandlungen, bel
denen nur der Erreger (10H Cr2) inokuliert worden war oder bei denen die Inokulummenge
des Pathogens zu (30H Cr2) verwendet wurde (Abb. 29a). Wie bel anderen Versuchen nahm
auch in diesen Versuchen die Zahl der Pflanzen nach 15 Tagen ab. Eine Zunahme des
Inokulums von C. rolfsii verursachte 100 % Mortalitdt an Bohnen, obwohl Trichoderma
inokuliert wurde.

Buschbohnen
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Aufgang (%)

Abb.2%9a: Wirksamkeit von (10H) Hirsekérnern - mit Trichoderma harzianum (T-040) gegen
unterschiedliche Inokulummengen von C. rolfsi an Buschbohnen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unter scheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Bel der Anwendung von Trichoderma auf Hirsekdrnern zur Bekd&mpfung von C. rolfsii
(10HCr,) bel Kichererbsen war die Wirkung dstatistisch signifikant unterschiedlich im
Vergleich mit den anderen Behandlungen. Nach sieben Tagen war eine Wirkung von 36 %
vorhanden, die nach 15 Tagen nur noch 23 % betrug (Abb. 290). Bel der hoheren
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Inokulummenge von C. rolfsii wirkte Trichoderma nicht. Sowohl bei Bohnen als auch bel
Kichererbsen hatte eine Inokulation von Trichoderma an Hirsekdrnern eine positive
Auswirkung auf das Wachstum und die Entwicklung der Pflanzen, obwohl es keine
signifikanten Unterschiede in bezug auf die Keimfahigkeit im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle gab.
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Abb. 29b: Wirksamkeit von (10HT) Hirsekdrnern mit Trichoderma harzianum (T-040) gegen
unterschiedliche Inokulummengen von C. rolfsi an Kichererbsen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

354 Wirksamkeit einiger Trichoderma-Arten gegen C. rolfsii

Es wurde die Wirksamkeit verschiedener ausgewahliter Trichoderma-Arten ermittelt. Fir den
Versuch wurde frisches Inokulum von Trichoderma-Arten an gekochten Hirsekérnern
hergestellt und in ener mittleren Konzentration (TD2) — wie bei vorangegangenen
Experimenten - verwendet. Das Inokulum der Trichoderma spp. wurde bei der Aussaat im
Boden appliziert. Als eine Variante wurde auch die Wirksamkeit einer Konidiensuspension
von T-040 getestet, wobel der Pilz auf Hirsekoérnern erzeugt und ein Jahr lang bei 5 °C
gelagert worden war. Zwischen dem Inokulum der Antagonisten T-040/98 (ein Jahr alt) und
T-040 (frisches Inokulum) gab es einen sgnifikanten Unterschied in bezug auf den Aufgang.
Das ein Jahr alte Inokulum von T-040 zeigte eine bessere Wirkung im Aufgang. Sowohl das
ate as auch das neue Inokulum von T-040 ereichten nach 7 Tagen im Vergleich mit den
anderen Trichoderma-Arten eine hohere Wirkung (65% und 58%). Nach 15 Tagen war bei
alen Behandlungen der Befal von C. rolfsii stérker und die Wirksamkeit von Trichoderma-
Inokulum geringer s nach 7 Tagen (Abb. 30).
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Abb. 30:
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Wirksamkeit von Trichoderma-Arten und Vergleich zur Wirkung einesein Jahr alten und eines

frischen Inokulums von T-040 gegen C. rolfsii (LOHCr2) an Buschbohnen im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. (TD2 = 5x10° K onidien/ml).

Pflanzensubstrat: Kompost L D-80.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
P=0.05).

ET—O40)/)98—Trichoderma harzianum (1 Jahr alt bei 5°C)

(T-040)-Trichoderma harzianum

(T-165)-Trichoderma koningii

(T-190)-Trichoderma viride

(T-391)-Trichoderma harzianum

Die Trichoderma-Arten T-040 (frisches Inokulum) und T-190 wiesen keine statistische
Signifikanz auf, unterschieden sich jedoch von den Trichoderma-Arten T-165 und T-391. Wie
in den vorangegangenen Versuchen konnte auch hier gezeigt werden , dal3 Trichoderma in
den ersten 10 Tagen effektiv gegen C. rolfsii ist, die Wirkung aber abnimmt. C. rolfsii
verursacht aufgrund seiner Aggressivitét, Anpassungsfahigkeit und einer besseren Etablierung
im Boden eine Zunahme der Mortalitét der Pflanzen.
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3.6 Induzierbare Resistenz

36.1 Phytotoxizitat von BION® WG 50 bei Pflanzen

Der Substratboden, die Samen und die Laubblé&tter der Pflanzen wurden mit BION® behandelt,
um eine mogliche Phytotoxizitdt des Resistenzinduktors zu ermitteln. Hierfir wurden die
Wirkungen der Konzentrationen won 5, 10, 20 und 40 pg/ml von BION® WG 50 untersucht.
Be der Untersuchung wurden die Samen zwischen eine und zwolf Stunden eingequollen,
anschlief3end ausgesét. In anderen Versuchen wurde das Laubwerk der Pflanzen mit den
verschiedenen Konzentrationen von BION® besprilht. In weiteren Experimenten wurde
BION® in den entsprechenden Konzentrationen und in verschiedenen Mengen (ml) in den
Boden gegossen. Anhand des Auflaufes und der Pflanzenhdhe wurde die Wirkung des
Resistenzinduktors BION® WG 50 evaluiert.

Samenbehandlung

Bei diesem Test wurden die Buschbohnensamen in 20 und 40 pg/ml Lésungen von BION®
WG 50 fur 1-12h eingequollen und nach Aufgang und Pflanzenhohe ermittelt. Es zeigte sich,
dald sich der Auflauf in beiden Konzentrationen verringerte, je langer die Einquellzeit war, es
bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (Tab. 22). In bezug
auf die Pflanzenlange gab es dagegen einen sgnifikanten Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Einquellzeiten und der unbehandelten Kontrolle. Bel den entsprechenden
Dosierungen von BION® WG 50 und Einquellzeiten von 1 bis 4 Stunden wurde das
Flachenwachstum der Kemblédtter und der Pflanzen gefordert. Symptome einer
phytotoxischen Wirkung wurden bei 20 und bei 40 pg/ml und ab 8 Stunden Einquellzeit
beobachtet. Die Pflanzen wiesen einen sichtbaren Zwergwuchs und diinnere Stengel auf.

Tab.22:  Aufgangund Pflanzenlange von Buschbohnen nach Samenbehandlung mit BION® WG 50.
Werte mit gleichen Buchstaben unter scheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test

(P=0.05).
Behandlung Auflauf (%) nach 15 Tagen
BION® WG 50 K 1h 2h 4h 8h 12h
20 pg/ml 93,3a 93,3a 96,6 a 96,6 a 93,3a 83,3a
40 pg/mi 93,3a 96,6 a 96,6 a 96,6 a 90a 80a
Behandlung Pflanzenléange (cm) nach 15 Tagen
BION® WG 50 K 1h 2h 4h 8h 12h
20 pg/ml 27,8ab 32,8a 3lab 29,4 abc 26 cd 23,2d

40 pg/ml 27,8ab 30,2a 29,6 ab 30ab 258¢c 228c
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L aubbl&tter behandlung

Hier wurden die Pflanzen von Buschbohnen, Kichererbsen, Linsen und Erbsen nach dem
Auflauf mit verschiedenen Konzentrationen des Resistenzinduktors BION® WG 50 bespriiht.
Eine mdgliche Phytotoxizitét wurde 15 Tage spéter anhand der Pflanzenhohe und weiterer
sichtbarer Symptome ermittelt. Eine Zunahme des Wachstums wurde in dlen Kulturen
abhéangig von den entsprechenden Dosierungen von BTH gefordert (Tab. 23). Doch gab es bel
Buschbohnen und Erbsen keine dgnifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen
Behandlungen und der unbehandelten Kontrolle. Kichererbsenpflanzen, die mit 5 pg/ml
behandelt wurden, wuchsen etwas besser als die unbehandelte Kontrolle, verringerten sich
aber in ihrer Grol3e, sobald die Dosierungen erhéht wurden. Die Pflanzenhéhe von Linsen war
bei der Kontrolle signifikant grofder als bel den behandelten Pflanzen. Bel Bohnen wurde
beobachtet, dald die Pflanzen Applikationen von 5 bis 20 pg/ml gut vertragen kénnen und
darUberhinaus das Wachstum der Blattflache gefordert wird. Die Anwendung von 40 pg/ml
fuhrte zur Bildung brauner Flecken, eingerollten Bléttern und Chlorosen. Bei Linsen und
Kichererbsen wurde bel Anwendung der gleichen Menge neben einer Wuchsdepression die
Bildung kleinerer Blétter beobachtet. In Gegensatz dazu zeigten Erbsenpflanzen bel den
verwendeten Konzentrationen keine sichtbaren Symptome.

Tab.23: Pflanzenhtéhe (cm) von Buschbohnen, Kichererbsen, Linsen und Erbsen nach
Blatterbehandlung mit BION® WG 50 in verschiedenen K onzentrationen. Die Auswertung
erfolgte nach 15 Tagen.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test

(P=0.05).
BEHANDL UNGEN
BION® WG 50 K 5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/mi

Bohnen

24,8a 249a 25,6a 26,9a 239a

Kichererbsen

274a 278a 26,5ab 252b 246b
Linsen

243a 23ab 235ab 22,1b 21,8b
Erbsen

285a 28,3a 279a 29a 28,1a
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Bodenbehandlung nach dem Aufgang der Pflanzen

Hier wurde die Wirkung von BION® WG 50 in den Konzentrationen 20 und 40 pg/ml
untersucht. Die Losungen wurden in Mengen von 5, 10 und 20 ml ein Ma nach dem Aufgang
der Keimlinge in den Boden gegossen. Bei der Anwendung von BTH im Boden konnen die
Wurzeln der Pflanzen dieses besser aufnehmen und in der ganzen Pflanze vertellen. Die
Ergebnisse zeigen bei 20 pg/ml Lésungen in Mengen von 5 und 10 ml ein signifikantes
Wachstum der Pflanzen. Ba 20 ml wurde kein weiterer Anstieg der Pflanzenh6he beobachtet.
Eine Dosis von 40 pg/ml in Mengen von 5 ml verursachte ebenfalls eine Zunahme des
Wachstums im Vergleich zu 10 und 20 ml, dieser war aber nicht signifikant (Abb. 31a).
Chlorosen oder andere negative Auswirkungen wurden nicht beobachtet, stattdessen gab es
eine verbesserte Entwicklung des Laubwerks.
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Abb.3la: Wirkung der Konzentrationen von BION® WG 50 auf die Pflanzenlange (cm) von
Buschbohnen nach Bodenbehandlung in mehreren Varianten. Die Auswertung erfolgte nach
15 Tagen.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Bohnenpflanzen eine Uberdosierung von
BTH im Boden vertragen konnen und welche negativen Auswirkungen dieses auf die
Pflanzen hat. Dafur wurde der Boden mit den entsprechenden Mengen und Konzentrationen
von BION® WG 50 zwei Ma nach dem Auflauf gegossen. Eine Zunshme des Wachstums
und wetere Symptome traten nicht auf (Abb. 31b). Die Pflanzenldnge zeigte bel den
verschiedenen Behandlungen und Varianten keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 31b: Wirkung der Konzentrationen von BION® WG 50 auf die Pflanzenlange (cm) von
Buschbohnen nach zweimaliger Bodenbehandlung in mehreren Varianten. Die Auswertung
erfolgte nach 15 Tagen.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Bodenbehandlung vor und nach dem Aufgang der Pflanzen

Um weitere Informationen Uber BION® WG 50 und seine Vertréglichkeit sowie eine mogliche
Phytotoxizitét in den Pflanzen zu gewinnen, wurden in den weiteren Versuchen die vorher
verwendeten Konzentrationen und Mengen von BTH vor und nach dem Aufgang der
Keimlinge im Boden gegossen. Abb. 32 zeigt eine Tendenz der Verringerung des
Pflanzenwachstums je hoher die Konzentration und die Menge sind. Die Anwendung von
BTH in diesem Versuch hat somit Einflufld auf die Keimfahigkeit. ES wurden keine sichtbaren
phytotoxischen Wirkungen beobachtet.
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Abb.32:  Wirkung der Konzentrationen von BION® WG 50 auf die Pflanzenlange (cm) von
Buschbohnen nach Bodenbehandlung vor und nach dem Aufgang in mehreren Varianten. Die
Auswertung erfolgte nach 15 Tagen.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

3.6.2 Untersuchung der Phytotoxizitat von BION® 100 EC bel Pflanzen

Um eine eventuelle phytotoxische Wirkung des pflanzlichen Resistenzinduktors BION® 100 EC
zu ermitteln, wurde er bei den Kulturen Buschbohnen, Kichererbsen und Ackerbohnen unter
mehreren Varianten und bestimmten Konzentrationen eingesetzt.

Samenbehandlung

Samen der verschiedenen Kulturen wurden mit BION® 100 EC Lésungen von 12,5-25-50-100-
und 200 pg/ml als Saatgutbeizung verwendet. Eine positive oder negative Wirkung auf die
Keimfahigkeit und Pflanzenhthe wurde geprift (Tab. 24). Die Keimfdhigkeit der
verschiedenen Kulturen nach den Behandlungen wies keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf. Es wurde aber eine Veringerung der
Keimfahigkeit bei Bohnen und Kichererbsen beobachtet. Jedoch wurde eine sehr deutliche
negative Wirkung des Produktes auf das Pflanzenwachstum beobachtet und es trat eine Reithe
weiterer Symptome auf. Wahrend die Konzentrationen von 12,5 bis 25 pg/ml keine
phytotoxischen Effekte auf Bohnen und Kichererbsen hatten, flhrten hdhere Konzentrati onen
zu Wuchsdepressionen sowie Farb- und Formverdnderungen in den Kulturen. Be
Ackerbohnen wurde dagegen bel keiner der Behandlungen eine Wirkung auf die
Pflanzenlange im Vergleich zur Kontrolle festgestellt.
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Tab. 24: Aufgang (%) und Pflanzenhthe (cm) von Buschbohnen, Kichererbsen, und Ackerbohnen nach
Samenbehandlung mit BION® 100 EC in verschiedenen Konzentrationen. Die Auswertung
erfolgte nach 15 Tagen.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test

(P=0.05).
Behandlung Buschbohnen Kichererbsen Ackerbohnen
BION® 100 EC Auflauf Pflanzenlange Auflauf Pflanzenlange Auflauf Pflanzenlange
(%) cm) (%) cm) (%) cm)
K 96,6 a 20,4 a 90 a 234a 100 a 2la
W 100 a 20,2a 90 a 244a 933a 22a
12,5 96,6 a 19,6a 90 a 224 100 a 23,8a
25 93,3a 194a 933a 23a 96,6 a 234a
50 100 a 18 ab 90 a 174 Db 100 a 21,8a
100 93,3a 16 b 73,3 ab 126cC 96,6 a 2l4a
200 86,6 a lic 66,6 b 9d 96,6 a 21a

Phytotoxizitdt von BION® 100 EC nach Samenbehandlung von Buschbohnen und
Kichererbsen

In den folgenden Experimenten wurde die Wirkung von 12,5-25 und 50 ug/ml von BION®
100 EC ermittelt, nachdem die Samen mit einer Bionltsung 9 Stunden lang behandelt wurden.
Es wurden 0,5 ml/100g Samen der entsprechenden Konzentrationen des Produktes verwendet.
Abb 33a und Abb 33b zeigen deutlich, da3 sch die Keimfdhigkeit von Bohnen und
Kichererbsenpflanzen signifikant unterscheidet von der unbehandelten Kontrolle. Dabei
spielte sowohl die Konzentration als auch die Behandlungszeit eine entscheidende Rolle.
Auch in bezug auf die Pflanzenhthe zeigten beide Kulturen einen signifikanten Unterschied.
Je hoher die Konzentration von BION®, desto deutlicher war die Verringerung der GréRe der
Pflanzen. Die Verwendung von 50 pg/ml BTH bei solchen Bedingungen war sehr toxisch und
kritisch fir die Pflanzen. Bei der Anwendung in der Praxis ist daher zu beachten, dal3 das
Produkt auf unterschiedliche Kultupflanzen unterschiedlich — positiv oder negativ - wirken
kann.
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Abb.33: Aufgang (%) und Pflanzenhdhe (cm) von Buschbohnen und Kichererbsen nach 9 Stunden
Samenbehandlung mit BION® 100 EC in verschiedenen Konzentrationen. Die Auswertung
erfolgte nach 15 Tagen.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Nach den Ergebnissen der vorangegangenen Versuche wurde die Konzentration von 12,5
pug/ml BION® 100EC) anhand des Kriteriums ,, niedrigste phytotoxische Wirkung* ausgewahit.
Die Bohnensamen wurden in der Losung des Produktes (0,5 ml/100g Samen) vor der Ausaat
von 1 bis 12h behandelt. Dabei wurde die Wirkung der Konzentration auf Keimféhigkeit und
Pflanzenlange ermittelt. Bel den verschiedenen Behandlungen wies die Keimfahigkeit trotz
einer sichtbar verbesserten Wirkung mit dem Produkt im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle keinen signifikanten Unterschied auf. Bei der PflanzenhGhe gab es dagegen einer
deutliche Schwankung der Werte zwischen den behandelten Pflanzen und der Kontrolle. Eine
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optimale Wirkung sowohl fur die Keimféhigkeit als auch die Pflanzenlange wurde bel 4h
Samenbehandlung erzielt. Eine Tendenz zur Verringerung der Keimung und der Pflanzenhdhe
lag bei 8h Behandlung vor (Abb. 34).
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Abb. 34: Aufgang und Pflanzenlénge der Buschbohnen nach Samenbehandlung mit 12,5 pg/ml BION®
100 EC vor der Aussaat in Abhéangigkeit von verschiedenen Zeiten. Die Auswertung erfolgte

nach 15 Tagen.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test

(P=0.05).

3.6.3 Induzierte Resistenz gegen C. rolfsii

Mit Hilfe von BION® WG 50 und BION® 100 EC wurde versucht, die Abwehrmechanismen von
Pflanzen gegeniber dem Pathogen C. rolfsii, dessen Erndhrungs- und Lebensweise
pertothroph erfolgt, zu aktivieren. In den verschiedenen Experimenten wurden Buschbohnen,
Kichererbsen, Linsen, Erbsen und Ackerbohnen verwendet. Fir die Inokulation der Pflanzen
wurde natirliches (Sklerotien) oder kinstliches Inokulum des Pilzes (bewachsene
Hirsesamen) verwendet. Da der Erreger sehr aggressiv ist und in kurzer Zeit zum Absterben
der Pflanzen fihrt, wurde unter Anwendung mehrerer Varianten und Applikationsformen von
BTH die Wirkung der induzierten Resistenz anhand des Auflaufes innerhalb von zwei bis drei
Wochen nach der Aussaat untersucht. In den meisten Féllen wurde ein Befall von C. rolfsii
funf Tage nach der Inokulation beobachtet.
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Wirksamkeit verschiedener Konzentrationen von BION® WG 50 zur Resistenzinduktion
von behandelten Bohnen Kichererbsen- und Linsensamen gegen C. rolfsii (HCr,) nach
6 Stunden Einquellzeit

Da die Samen oder die Keimlinge in den bisherigen Experimenten bereits vor dem Aufgang
durch den Pathogen angegriffen werden, wurde das Inokulum des Erregers diesmal auf die
Bodenoberfléche gelegt und leicht mit Erde bedeckt. Auf diese Weise wurde vermieden, dal3
der Pathogen und die Samen direkten Kontakt haben. Vor der Aussaat wurden die Samen
zunéchst bel 5, 10, 20 ug/ml Konzentrationen BION® WG 50 6 Stunden lang behandelt.
Waéhrend der Behandlung und der Keimung sollte eine Induktionsphase der Resistenz
stattfinden. Ob in den Pflanzen die notwendigen Abwehrmechanismen gegen den Angriff des
Pilzes induziert und effektiv waren, wurde bei behandelten Samen von Buschbohnen,
Kichererbsen und Linsen nach Inokulation mit C. rolfsii ermittelt (Abb. 35a, 35b, 35c). Die
Buschbohnen wurden bel der Aussaat mit 5HCr2 oberflachlich inokuliert. Nach 10 Tagen
zeigten die mit BTH behandelten Pflanzen einen maximalen Prozentsatz Mortalitét oder
abgestorbene Pflanzen von 15 % gegenlber 23 % bei den nur mit dem Pathogen inokulierten
Pflanzen. Nach 20 Tagen erreicht der Befall von C. rolfsii 33% bel den behandelten Pflanzen
und 63% be den nur mit dem Erreger konfrontierten Pflanzen. Eine Veringerung des
Angriffes bel den nur mit Wasser behandelten Pfanzen ist unklar (Abb. 35a). Da die Anzahl der
befalenen Pflanzen nach 20 Tagen zugenommen hat, ist dies wahrscheinlich auf ene
Verringerung der Wirkung der Induzierten Resistenz zurtickzuftihren.
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Abb.35a: Wirksamkeit der Induzierten Resistenz gegen C. rolfsi an Buschbohnen nach
Samenbehandlung mit 5, 10 und 20 ug/ml BION® WG 50 bei 6 Stunden Behandlungszeit.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Die Wirksamkeit der Induzierten Resistenz bei mit BTH behandelten Kichererbsenpflanzen
nach Inokulation von 20HCr, ereichte eine deutliche Befalreduktion im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Dartiberhinaus lag die Schadensrate durch C. rolfsii bei 35 % bei
Pflanzen, die mit 20 pug/ml Bion, bei 23 % be Pflanzen, die mit 5 und 10 pg/ml Bion
behandelt wurden. Bel der Behandlung der Pflanzen nur mit dem Pathogen erreichte die
Mortalitét der Pflanzen 60 % und nach 20 Tagen 100 %. Der Schutz, den BTH den Pflanzen
in den ersten 10 Tagen verleiht, verringerte sich aber nach 20 Tagen und die Zahl der
abgestorbenen Pflanzen stieg auf 68%.Wenn BION® wirklich einen Schutz gegen den Befall
pilzlicher Erreger bietet, dauert dieser also nur eine bestimmte Zeit, in der die Pflanzen
obendrein sehr anfdlig sind. Nach einiger Zeit variiert die Wirkung der induzierten Resistenz.
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Als Folge sind die Pflanzen nicht mehr in der Lage, sich gegen den Angriff des Pathogens zu
schiitzen (Abb. 35b).
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Abb. 35b: Wirksamkeit der Induzierten Resistenz gegen C. rolfsi an Kichererbsen nach
Samenbehandlung mit 5, 10 und 20 ug/ml BION® WG 50 bei 6 Stunden Behandlungszeit.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Der Befal der nur mit dem Erreger behandelten Linsenpflanzen war im Versuch, dessen
Ergebnisse in Abb. 35c dargestellt sind, mit 85 % deutlich grofl3er im Vergleich zu den mit dem
Induktor behandelten Pflanzen, wobei die Anzahl der abgestorbenen Pflanzen 18 % bis 25 %
ereichte. Wie bel den Versuchen mit anderen Pflanzen trat auch hier eine Zunahme der
Mortalitdt der Pflanzen nach 20 Tagen auf. Bel der Behandlungen mit 5 pg/ml erreichte die
Zahl der abgestorbenen Pflanzen 79 %, bei 10 pg/ml 43 % gegeniber 93 % der Pflanzen, die
nur mit dem Pilz inokuliert worden waren. Im Verlauf des Versuches zeigten die
Linsenpflanzen - wie die Pflanzen bel den anderen Experimenten auch - als Folge des Befalls
des Pathogens eine sichtbare negative Auswirkung auf dasWachstum im Vergleich zur
Kontrolle.
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Abb. 35c: Wirksamkeit der Induzierten Resistenz gegen C. rolfsii an Linsen nach Samenbehandlung mit
5, 10 und 20 pg/ml BION® WG 50 bei 6 Stunden Behandlungszeit.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).
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Blattbehandlung mit BION® WG 50 bei einer Inokulation von Samen mit Sklerotien von
C. rolfsii

In diesem Experiment wurde das Saatgut der Buschbohnenpflanzen mit natlrlichem
Inokulum (Sklerotien) des Pathogens inokuliert. Die Samen eines Topfes wurden mit 25
Sklerotien von C. rolfsii zusammengebracht. Ein schneller Angriff durch C. rolfsii fand in
keinem Fall statt, so dal? die auflaufenden Keimlinge mit Konzentrationen von 10, 20 und 40
pg/ml BION® WG 50 bespriiht wurden. Eine Aktivierung der Abwehrreaktion der Pflanzen
gegen den Befall von C. rolfsii war erkennbar an der Anzahl der Pflanzen nach 20 Tagen, die
sich signifikant von der unbehandelten Kontrolle unterschied. Die Anwendung von 10 pg/ml
BTH ereichte eine Wirksamkeit von 70%, 20 pg/ml 76%. Der Effekt der Induzierten
Resistenz von BTH nahm ab, wenn die Konzentration weiter erhéht wurde (Abb. 36a). Die
Fahigkeit der Samen, trotz des Kontaktes zwischen Saatgut und Sklerotien keimen zu kénnen,
ist wahrscheinlich nicht nur auf eine Verringerung der Keimfdhigkeit der Sklerotien
zurtickzuftihren, sondern auch auf eine niedrige Virulenz des Pathogens. Auf jeden Fall ist
dieser Zustand des Erregers in den meisten Félen zeitlich begrenzt. Wenn das Inokulum in
einer bestimmten Menge und Infektionsstarke zur Verfigung steht, ist der Erreger fahig, die
Pflanzen anzugreifen und sie abzutdten. Damit kann erklért werden, warum die Pflanzen trotz
das Vorhandensein des Pathogens keimen konnten. Die Behandlung zur Induzierten Resistenz
in den Pflanzen war wirksam und zeitlich koinzident.
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Abb 36a: Wirksamkeit der Induzierten Resistenz an Buschbohnen nach Inokulation mit 25 Sklerotien
von C. rolfsii. Aufgehende Pflanzen wurden mit BTH 10, 20 und 40 pg/ml bespr Giht.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Um die Wirkung von BTH nach einer Inokulation mit Sklerotien mit der unbehandelten
Kontrolle vergleichen zu kénnen, wurde die Ernte anschlief3end ausgewertet. Die Anzahl der
Hiulsen bel der unbehandelten Kontrolle war signifikant verschieden von den mit BTH
behandelten Pflanzen. Bel der Auswertung des Gewichts traten hingegen keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrolle und den behandelten Pflanzen auf. Ein htheres Gewicht
der Ernte wurde lediglich bel der Behandlung mit 20 pg/ml BTH beobachtet. Es wurde
beobachtet, dal3 die Anzahl der Pflanzen in den verschiedenen Behandlungen im Vergleich
mit der Kontrolle niedriger waren. Die Anzahl und das Gewicht der Hulsen der Pflanzen, die
nur mit dem Pathogen behandelt wurden, war nicht représentativ im Vergleich zu anderen
Varianten (Abb. 36b).
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Abb 36b: Effekt der Induzierten Resistenz auf die Anzahl und das Gewicht (g) der Hilsen von
Buschbohnen nach I nokulation mit 25 Sklerotien von C. rolfsii. Aufgehende Pflanzen wurden
mit BTH (10, 20 und 40 pg/ml) bespr tiht.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).

Eine Induktion der Abwehrmechanismen wurde mit der Anwendung von BION® 100 EC als
Beizmittel getestet. Das Saatgut von Bohnen und Kichererbsen wurde mit Konzentrationen
von 12,5, 25 und 50 pg/ml der Bion-L6sung in Mengen von 0,5 mi/100g Samen vier Stunden
behandelt. Die Inokulation des Pathogens wurde mit zwe verschiedenen Methoden
durchgefihrt. Bei de esten Methode wurde das Inokulum mit den Samen
zusammengebracht, bei der zweiten Methode wurde zuerst das Saatgut ausgesét und das
Inokulum auf die Oberfléche gelegt und leicht mit Erde bedeckt. Die Ergebnisse beider
Inokulationsmethoden zeigten einen grof3en Unterschied in bezug auf die Anzahl gekeimter
und aufgegangener Pflanzen. Wurde der Erreger mit dem Samen zusammengebracht,
entwickelten weder Bohnen noch Kichererbsen eine Induzierte Resistenz gegen C. rolfsii. Das
Saatgut sowie einige der aufgegangenen Pflanzen wurden vom Erreger innerhalb der ersten
sieben Tage angegriffen. Die Anzahl der abgestorbenen Pflanzen erreichte 98% bel Bohnen
(Abb. 37a) und bis zu 100% bel Kichererbsen (Abb. 37b). In den Versuchen mit vom Samen
getrenntem Inokulum war die Induzierte Resistenz gegen C. rolfsii in allen Falen wirksam.
Ein besonders signifikanter Befallsunterschied bei den Pflanzen, die mit verschiedenen
Konzentrationen von BTH behandelt worden waren, war bel Bohnen und Kichererbsen zu
erkennen. Die Befallsreduktion bei Bohnen erreichte bis zu 83% bei einer Konzentration von
12,5 pg/ml BHT und verringerte sich bis zu 66% in der 50 pg/ml BTH Behandlung. Bei
Kichererbsen erreichte sie eine Wirksamkeit von 63% be Verwendung von 12,5 pg/ml und
25 pg/ml BTH. Die Anwendung von BTH 50 pg/ml fuhrte dagegen bel Kichererbsen zu einer
Verringerung der Induzierten Resistenz und es traten tellweise phytotoxische Wirkungen, wie
Wachstumshemmung und Chlorosen, auf.
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Abb.37: Wirksamkeit der Induzierten Resistenz gegen C. rolfsii an Buschbohnen und Kichererbsen
nach Samenbehandlung mit 12,5-10, und 20 ug/ml BION® 100 EC bei 9h Behandlungszeit in
Abhangigkeit von der Inokulationsmethode.

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test
(P=0.05).
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4 DISKUSSION

Verschiedene Arten von Bohnen sowie Linsen, Kichererbsen, Erbsen und Ackerbohnen sind
wichtige Grundnahrungsmittel in  Mittel- und Sidamerika Wegen ihres hohen
Nahrstoffgehaltes und den vielseitigen Verwendungsmoglichkeiten werden sie in vielen
Landern vermehrt angebaut. Ihre Produktion wird durch phytopathogene Viren, Bakterien und
Pilze sowie durch Insekten und Wildkrauter limitiert. Die teillweise sehr hohen
Ertragsminderungen sind nicht nur ein wirtschaftliches Problem fur die Landwirte, sondern
gefdhrden auch die Nahrungsmittel versorgung der Bevolkerung.

Die meisten Pilzkrankheiten werden durch Pilze verursacht (KRANZz et al., 1982; PUNJA,
1985). Samen, Keimlinge, Blétter und Frichte sind im Feld und das Erntegut im Vorratdager
standig durch pilzliche Erreger bedroht. Von besonderer Bedeutung sind bodenburtige Pilze
wie Pythium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani und Corticiumrolfsii, die Samlings- und
Umfallkrankheiten an Keimlingen verursachen.

C. rolfsii greift weltweit verschiedene Kulturpflanzen an (Aycock, 1966; CIAT, 1981,
BACKMAN & PORTER 1990; HALL und STEADMAN, 1991). Aufgrund seiner Lebensform als
fakultativer Parasit kann dieser Pilz sowohl auf befalenem Wirtsgewebe as auch auf totem
Substrat leben. Wegen seiner Fdhigkeit, Sklerotien zu bilden, die im Boden mehrere Jahre
Uberdauern kénnen (SCHLOSSER, 1997; PUNJA, 1988), ist der Erreger in der Praxis schwer zu
bekampfen.

Erhebliche Ertrags- und Qualitétsminderungen konnen in tropischen und subtropischen
Gebieten meist nur durch Appplikation von synthetischen Fungiziden verringert werden.
Durch deren Anwendung kann zwar die Entwicklung von C. rolfsii und anderer
phytopathogener Pilze gehemmt werden, gleichzeitig konnen aber auch Populationen
nitzlicher Pilze, wie z.B. Antagonisten, unterdriickt werden. Hierdurch kann das Auftreten
anderer Krankheiten gefordert werden, die zuvor ohne wirtschaftliche Bedeutung waren
(PapPavizas, 1985). Eine zunehmende Selektion fungizid-resstenter Stdmme pilzlicher
Erreger hat zur Folge, dal? bestimmte Fungizide in vielen Landern nicht mehr genutzt werden
konnen (JENKINS, 1985.).

Als Alternative wird seit geraumer Zeit die Moglichkeit einer biologischen Bekdmpfung von
Krankheitserregern mit  verschiedenen Mikroorganismen weltweit geprift (HENIS &
PAPAVIZAS, 1983; LEWIS & PAPAVIZAS, 1984; GASONI et a., 1998; KOocH et al., 1998;
MRINALINI & LATITHAKUMARI, 1998). Besonderes Interesse fanden Trichoderma spp. wegen
ihres hohen antagonistischen Potentials zur biologischen Bekampfung pilzlicher
Krankheitserreger, besonders bodenburtiger Pilze (CHET, 1987; SAMUELS, 1996).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, das antagonistische Potential von Trichoderma spp.
gegen C. rolfsii zu ermitteln. Aul3erdem sollte geprift werden, ob mit dem kommerziellen
Induktor BION® (Benzothiadiazole, BTH) in verschiedenen Leguminosenarten eine
Resistenz gegen C. rolfsii induziert werden kann. Eine Kombination von Trichoderma und
BION® kénnte eine Alternative zum Einsatz synthetischer Fungizide und damit wichtiger
Bestandteil eines integrierten Krankheitsmanagements sein.

Fur die Untersuchungen stand die umfangreiche Institutsssmmiung von Trichoderma spp.
und — Stdmmen zur Verfigung. Diese waren von KOHL (1989) von verschiedenen Substraten
aus Gebieten von Skandinavien bis zu den Pyrenden isoliert worden. Aus diesem Material
wurden einige Stdmme der wichtigsten Arten ausgewdhlt. Von dem Pathogen C. rolfsii
standen zwei Stamme zur Verflgung, die in Indien isoliert worden waren. Zunéchst wurden
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pathogene Pilze und die potentiellen Antagonisten hinsichtlich ihres Myzelwachstums, der
Sporulation und Sklerotienbildung auf verschiedenen Agarmedien charakterisiert.

4.1 Wachstum von C. rolfsii auf ver schiedenen Nahr medien

Das Wachstum von Pilzen wird neben anderen Faktoren vor allem durch das Vorhandensein
von Nahrstoffen bestimmt. Sowohl die Qualitét as auch die Quantitét der Nahrungsquelle
begiingtigen das Vorkommen und Uberdauern sowie die Dichte der Erregerpopulation
(KrRANZ, 1996). Die Verwendung von PDA-, MPA- und PDY A-Nahrmedien in vitro erwies
sich fur das Wachstum von C. rolfsii und fur die Produktion von Sklerotien a's geeignet (Tab.
6.). Sein Wachstum liegt auf diesen Medien zwischen 20 und 21 mm/24h und kann sogar bis
30 mm/24h erreichen (PuNJa, 1982). Das GHA-Medium it fir das Wachstum des Pilzes
jedoch nicht geeignet. Auf alen Medien bildete der Pilz eine grof®e Anzahl von Sklerotien
(Abb. 6). Die Bildung von Basdien und Basidiosporen findet unter Labor- und
Feldbedingungen nur selten statt (Aycock, 1966; PUNJA, 1985; KULKARNI & AHMED, 1967,
zitiert in PuNJA, 1988), auf Hirsekdrnermedium konnen sich solche Strukturen jedoch nach
ca. zwel Wochen bilden. Die Basidiosporen konnen bei 25 °C keimen und mittels
Appressorien und Hyphen die Pflanze angreifen (PUNJA & GROGAN, 1983). Ihre optimale
Entwicklung erfolgt bei Temperaturen zwischen 25 °C und 30 °C. Das fihrt dazu, daR das
Auftreten des Pilzes auf warme Regionen beschrankt ist. In den meisten Falen besitzt der
Pilz ein weil3es steriles Myzel und beginnt nach 6-7 Tagen - as Folge einer Minderung des
Nahrungsangebots - mit der Bildung der Sklerotien. Solange der Pilz genligend Nahrung hat,
bildet er keine Sklerotien. Dies wurde in vitro beobachtet, as das Pathogen auf Hirsekérnern
kultiviert wurde, die reich an Kohlenhydraten und Proteinen sind (HOFFMANN et al., 1985).
Nach vier Wochen Inkubationszeit zeigte C. rolfsii noch immer keine Sklerotienbildung,
sondern nur Myzel. Die Sklerotien sind die primére Inokulumquelle des Pathogens. Ihre Zahl
kann aber abhangig von den Nahrmedien, Temperaturen, pH-Werten oder durch das
Auftreten von Fungiziden oder anderen Organismen variieren. lhre Kelmung hangt stark von
der Temperatur ab (PUNJA & GROGAN, 1984). PUNJA & JENKIS (1984) zeigten, dal3 fur die
Keimung der Sklerotien die optimale Temperatur bei 30 °C liegt und dai bei Temperaturen
von 8 °C und 40 °C die Sklerotienkeimung gehemmt wird. In eigenen Versuchen fand eine
Sklerotienkeimung bei 10 °C nicht statt (Daten nicht aufgefiinrt). Sie konnen unter 0 °C nicht
Uberleben (PuNJa, 1988). In Gewéchshausversuchen fanden SHEw et a. (1987), dal3 bel
Temperaturen von 28 °C und hoher Luftfeuchtigkeit der Befal mit C. rolfsii beglinstigt wird.
Bel solchen Bedingungen keimen die Sklerotien und bilden sehr schnell ein Myzel, das sich
auf der Bodenoberflache und auf den befallenen Pflanzen ausdehnt (KATAN, 1981).

4.2 Wachstum von Trichoderma spp.

Es it bekannt, da3 Myzelwachsum und Sporulation von Trichoderma spp. durch
Temperaturschwankungen und unterschiedliche Nahrungsangebote beeinflusst werden
(PAaPAvIZAS 1985; JN et a., 1991). Die Trichoderma-Stamme T. koningii (T-165), T.
harzianum (T-040), T. hamatum (T-093), T. harzianum (T-257) und T. harzianum (T-391)
haben eine Wachstumsrate von +/- 25 mm/24h (Tab.7). Die Nahrmedien PDA, PDYA und
MPA sind fir das Wachstum der Pilze geeignet. Die Kohlenhydratquellen und die Energie,
die Trichoderma unter natirlichen Bedingungen fir sein Wachstum bendétigt, wurden im
kingtlichen Néhrmedium durch Verbindungen von Mono- und Polysacchariden ersetzt.
Andere Untersuchungen zeigen, dal3 Stickstoffverbindungen wie Ammonium, Nitrat,
Aminosduren (DANIELSON & DAVEY, 1973), oder anorganische Salze und Schwefel, sowie
Vitamine fur das Wachstum und die Pigmentation des Pilzes von Bedeutung sein konnen. lhre
genaue Rolleist jedoch noch unklar (SHUKLA & MISHRA, 1970; GINDRAT, 1977).
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In vitro variieren das Wachstum und die Sporulation, wenn das Medium gewechselt wird
(Tab. 8). Die ideale Temperatur fir ihr Wachstum unter Laborbedingungen liegt bei ca. 25 °C.
Bel der Selektion von Trichoderma spp. mufld neben anderen klimatischen Bedingungen
besonders auf die Temperaturbedingungen geachtet werden, unter denen Trichoderma die
Fahigkeit hat, sich zu entwickeln und aktiv zu werden. Temperaturschwankungen kénnen das
Verhdten von Trichoderma verandern. Ein Antagonismus von T. Kkoningii (T-165), T.
harzianum (T-040), T. hamatum (T-093), T. harzianum (T-257) und T. harzianum (T-391)
fand bei 5 °C nicht tatt, und ihr Wachstum war niedrig oder wurde gestoppt, was mit den
Ergebnissen von KOHL (1989) Ubereinstimmit.

Obwohl Trichoderma spp. weltweit verbreitet sind und auf verschiedenen Substraten
vorkommen, sind einige Arten an bestimmte Klimazonen angepald. So fanden KOHL &
SCHLOSSER (1988b), dal? die Trichoderma-Arten T. viride, T harzianum, T. hamatum und T.
koningii sich hinsichtlich ihrer Temperaturanspriiche deutlich unterscheiden. DANIELSON &
DAVEY (1973) berichten, dal3 sich T. koningii, T. hamatum, und T. harzianum in warmen
Gebieten und T. viride und T. polysporum in katen Zonen finden, wéhrend TRONSMO &
DENNIS (1977) erwdhnen, dal3 Isolate von T. viride und T. polyporum bei Temperaturen von 2
°C fahig sind zu wachsen und Temperaturen von 5 °C und 20 °C nicht oder ganz gering das
antagonistische Potential von Trichoderma spp. beeinflussen. Inzwischen wiesen DuBOS
(1992) und EDEN et al. (1996) nach, dal3 die Wirksamkeit von Trichoderma bei Temperaturen
zwischen 15 und 25 °C optimal ist. Fir eine Selektion von Trichoderma-Arten ist also neben
ihrer Aggressivitdt auch ihre Toleranz von kihleren Temperaturen ein notwendiges
Kriterium. KOHL & ScCHLOSSER (1988b) fanden, dal3 kdtetolerante Pilze, insbesondere T.
viride und T. hamatum, fur die praktische Anwendung bel der Bekdmpfung bodenbiirtiger
Pilze von Bedeutung sein konnen. Flissige Kulturen mit Hirse von T. koningii (T-165) und T.
harzianum (T-040) wiesen die Fahigkeit auf, bei 5 °C ein Jahr lang zu Uberdauern, ohne ihr
antagonistisches Potential zu verlieren. Sogar unter solchen Bedingungen waren Trichoderma
spp. in der Lage, Biomasse und besonders Chlamydosporen zu produzieren, die eine wichtige
Rolle in der biologischen Bekdmpfung haben kénnen (RIFAI, 1969; RPAVIzAS, 1985). Die
Konidien und Chlamydosporen konnen langere Zeit schlechten Bedingungen widerstehen
(PoPPE et al., 1985). Entscheidend fur ihre Fitness und Keimung ist die Nahrungsquelle
(PaPavizas, 1985). Die Farbe sowie die Sporulation und in einigen Fdlen die
Wachstumsform stehen in engem Zusammenhang mit den N&hrmedien. Die Trichoderma-
Stdmme T-165, T-040 und T-257 haben im allgemeinen ene grine Farbe und erreichen den
Hohepunkt der Sporulation nach 67 Tagen. Sie zeigen runde Formen oder alternativ Ringe,
wahrscheinlich als Reaktion auf den Wechsal von Licht und Dunkelheit (PAPAVIZAS, 1985).
Die Konidienproduktion wird wahrscheinlich durch die Bdichtung stimuliert (GRESSEL &
HARTMANN, 1968). Die Pigmentation variiert von grin, gelb bis weil3. Die Stdmme T-093
und T-391 sporulieren weil3. Die Pilze T-165 und T-040 produzieren bei der Sporulation
zusétzlich eine grof3e Anzahl von Chlamydosporen. T. harzianum, T. viride und T. hamatum
kénnen in flissigen Medien, dteriliserten Boden oder in Bodenextrakten Chlamydosporen
bilden (LEWIS & PAPAVIZAS, 1984).

4.3 Fungizidempfindlichkeit

In der Bek&mpfung von Pathogenen und vor allem der besonders schwer beka@mpfbaren
bodenbiirtigen Krankheitserreger ist Trichoderma spp. in zahlreichen Forschungen als ein
natirliches Mittel erfolgreich entwickelt und eingesetzt worden (ELAD et al., 1981,
MUKHEREE €t al., 1995; LEwis et al., 1996; KHAN & GUPTA, 1998). Ihre Wirksamkeit wird
aber in vidlen Félen unter anderem wegen ihrer Empfindlichkeit gegen Pflanzenschutzmittel
reduziert.
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Daher wurde die Empfindlichkeit des Pathogens und der ausgewéhlten Trichoderma-Stamme
auf verschiedene synthetische Fungizide unter zwei Aspekten geprift. Einmal sollten
Fungizide identifiziert werden, die C. rolfsii hemmen, die antagonistischen Pilze aber nicht
oder nur geringfigig beeinflussen. Solche Fungizide konnten mit Trichoderma spp.
kombiniert appliziert werden und die Wirkung des Antagonisten unterstiitzend stabilisieren.
Von den gepriften Fungiziden zeigte nur Triadimenol eine Tendenz zur gewinschten
Wirkung. Das Wachstum von C. rolfsii im Agarschalentest wurde durch 25-100 pg/ml
vollkommen unterdrtickt, wahrend die Trichoderma spp. nur mit einer leichten Hemmung
reagierten. Insgesamt ist die Chance, enen fungiziden Wirkstoff zu finden, der fir die
gewlnschte Diskriminierung unter Praxisbedingungen geeignet ware, as gering anzusehen.

Ein weitere Nutzung von Fungiziden betrifft die Auswertung von Dualkulturen, in denen der
Antagonist das Pathogen Uberwachsen hat, bzw. Trichoder ma-bewachsene Sklerotien von C.
rolfsii. Um beurteilen zu kénnen, ob der phytopathogene PFilz unter dem Einflul3 des
Antagonisten abgestorben ist, mul3 ein Fungizid zur Verfligung stehen, das den Antagonisten
scher eiminiert und so ein ungehindertes Wachstum von C. rolfsii ermdglicht. Fur diese
diskriminierende Wirkung erwies sich nur Benomyl as geeignet. Konzentrationen von 5 — 10
pg/ml Benomyl fihrten im Agarschalentest zu ener vollsténdigen Hemmung des
Myzelwachstums aler Trichoderma spp., wahrend C. rolfsii selbst durch 100 pg/ml Benomyl
nicht beeinflud wurde. Benomyl ist danach fir die vorgesehene Art der Auswertung geeignet.
Unter den untersuchten Materialien erwies sich T-391, ein Isolat von T. harzianum aus eéinem
Ackerboden bei Giessen, als hochgradig resistent gegen Benomyl und wurde selbst durch 50
pg/ml in seinem Myzelwachstum nicht sichtbar beeinfluf3t.

In Kombination mit Benomyl wére ein solcher Stamm fir eine integrierte Bek&mpfung
geeignet. Eine Voraussetzung wére, dal? der zu bekdmpfende pilzliche Erreger auf Benomyl
empfindlich reagiert. Diesist bei C. rolfsii jedoch nicht der Fall.

4.4 Antagonismusvon Trichoderma gegen C. rolfsii

Die antagonistischen Eigenschaften von Trichoderma, d.h. die Fahigkeit des Pilzes, das
Wachstum enes Erregers zu unterdriicken und ihn abzutGten, wird noch in vielen
Untersuchungen diskutiert (LIu & BAKER, 1980; AHMAD & BAKER 1987ab; FRAVEL, 1988;
LEWIS & PAPAVIZAS, 1987h; LORITO et al., 1993). An der Interaktion Antagonist - Pathogen
snd ene Rehe von Faktoren betelligt. So zeigte sich, da? die potentielle
Antagonismusfahigkeit von Trichoderma immer dann nicht mehr wirksam ist, wenn einige
der wesentlichen Bedingungen wie Nahrungsangebot und Temperatur nicht erfillt sind.
Wahrend des Wachstums scheidet der Antagonist toxische, volatile und nicht volatile
Substanzen aus, die das Wachstum anderer Pilze verzogern oder hemmen koénnen. Die
Produktion solcher Stoffwechselprodukte mit einer antibiotischen Wirkung wurde durch
WEINDLING (1934) erstmals festgestellt. Seitdem sind Trichoderma spp. a's eine Moglichkeit
zur biologischen Bekdmpfung zahlreicher phytopathogener Pilze intensiv untersucht worden
(Cook & BAKER, 1983; JONES & HANCOCK, 1988; NELSON & POWELSON, 1988;
GHISALBERTI & ROWLAND, 1993).

Dabel wird die Bildung von Hemmstoffen as ener der wichtigsten Mechanismen des
antagonistischen  Potentials von Trichoderma gesehen, die zusammen mit der
Enzymproduktion wahrend des Parasitismus und der Konkurrenzféhigkeit um Nahrung und
Raum die Unterdriickung des Wachstums von Erregern zur Folge hat (PACHENARI & Dix,
1980; ELAD et al., 1983; PaPavizas, 1985, WoLF et d., 1986). Volatile Stoffe von
Trichoderma spp. konnten in Duakulturen das Wachstum von C. rolfsii sehr stark hemmen,
ihn aber nicht ganzlich abtoten. Aufgrund seines breiten Spektrums waren Trichoderma spp.
auch gegen andere bodenbiirtige Pilze wie Rhizoctonia solani, Pythium spp. und Fusarium
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spp. wirksam. Die Wirksamkeit von Trichoderma spp. auf das Myzelwachstum zahlreicher
Pilze durch das Ausscheiden von antifungalen Substanzen konnte bereits durch DENNIS &
WEBSTER (1971a,b) nachgewiesen werden.

Die Produktion solcher Substanzen in bestimmten Mengen ist abhéngig von der
Inkubationszeit der Trichoderma-Stamme und der N&hrmedien (TOKIMOTO, 1986 bei KOHL,
1989). Auf PDA und PDYA hatten die Metaboliten eine hthere Wirkung gegen C. rolfsii als
auf MPA (Tab. 18, Tab. 19). Auf GHA-Medium war ihre Aktivitét deutlich geringer.

Innerhab der einzelnen Trichoderma-Arten und - Isolate variiert ihre Eigenschaft zur Bildung
von Toxinen sowie die Auspréagung des Antagonismus (MIHUTA-GRIMM & ROWE, 1986). T.
koningii (T-165) und T. harzianum (T-040) sind wirksamer als T. harzanum (T-257), T.
harzianum (T-391) und T. hamatum (T-093). Bei der Produktion der toxischen Substanzen ist
die Inkubationszeit der Pilze auf dem Medium von grof3er Bedeutung. Die Trichoderma-
St&mme T. harzianum (T-040), T. harzianum (T-126), , T. viride (T-192), T. viride (T-226),
Trichoderma spp. (T-12j), T. viride (T-190) und T. hamatum (T-047) produzieren nach ca. 10-
12 Tagen genugend volatile Stoffe, um eine deutliche Hemmung des Wachstums von C.
rolfsii zu verursachen. Eine Selektion von Trichoderma spp. mit potentiellem Antagonismus
aufgrund ihrer Produktion von Hemmstoffen kann hilfreich sein, jedoch nicht in jedem Fall.
Einige Trichoderma-Pilze (z.B. T. harzanum T-257) kénnen das Wachstum des Pathogens
mittels der Bildung flichtiger Stoffe hemmen, waren aber beim Parasitismus in Dualkultur
nicht effektiv.

Beim Parasitisnus von Trichoderma gegen C. rolfsii und andere pilzliche Erreger sind
Produktion und Aktivitdt verschiedener hydrolytischer Enzyme zum Abbau der Zelwande
von grof3er Bedeutung (HARMAN et al., 1980; BARAK et al., 1984; LEwis & PAPAVIZAS 1987b;
SIVAN & CHET, 1989; LORITO et al., 1993; CHET et a., 1998). Innerhalb von 3-4 Tagen nach
dem Zusammentreffen konnten Trichoderma spp. den Erreger Uberwachsen und abtéten. Die
fUr diesen Prozess verantwortlichen Mechanismen sind die Bildung und Betelligung lytischer
Enzyme, wie [3-1,3-Glucanasen und Chitinasen, durch die der Antagonismus von
Trichoderma spp. gegen C. rolfsii verstarkt wird (BARAK et al., 1984b; LORITO et al., 1993).
Die Zellwande von C. rolfsii werden auf3er von (31,3-Glucanasen und Chitinasen auch von
Cdlulasen, Proteasen und Lipasen abgebaut (CHERIF & BENHAMOU, 1990; HARMAN et dl.,
1993; CHET et al., 1998).

Neben der Rolle der Enzyme sind bei der Parasitierung von C. rolfsii auch die Bildung
verschiedener Strukturen wie Appressorien sowie die Eigenschaft der Hyphen von
Trichoderma, andere zu umwinden und zu penetrieren, wichtig (Abb. 15 C, F, G) (PERSSON &t
al., 1985). Solche Merkmale sind bel der Parasitierung von R. solani durch Trichoderma
beobachtet worden (BEDLAN, 1988). Die Appressorien von Trichoderma haften fest an den
Hyphen des Pathogens und bauen mittels Enzymen die Zellwand ab (ELAD et al., 1983). Die
Erkennung der Hyphen von C. rolfsi kann auf ene chemotrophische Aktivitat
ausgeschiedener Substanzen an der Oberfléche der Wirtszellwand, wie Lectine, zurlickgefuhrt
werden (INBAR & CHET, 1997). Mittels Elektronenmikroskop konnte beobachtet werden, dal3
beim Mikroparasitisnus durch Trichoderma eine Verdauung von Zdlinhatsstoffen des
Wirtes stattfindet (Abb. 15 H). Dieser Prozef3 |auft durch die Freisetzung toxischer Substanzen
und durch die Ausscheidung membranlysierender Enzyme wie Phospholipasen, Proteasen und
Lipasen ab (WOLF et a., 1986; LEwWIS & PAPAVIZAS, 1987). Bei der Parasitierung und dem
Abbau der Sklerotien von C. rolfsii konnte eine Beteiligung der Enzyme (3-1,3 Glucanase und
Chitinase nachgewiesen werden (ELAD et al., 1984). Fir den Abbau der Zellwande der
Hyphen und der Sklerotien ist ein Kontakt zwischen dem Antagonisten und dem Pathogen
nicht notwendig (PACHENARI & Dix, 1980) Die Fahigkeit von Trichoderma, die Zellwande
der Hyphen und die Sklerotien von C. rolfsii abzubauen, ist auch gegen andere Pathogene
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erfolgreich in vitro getestet und in der Praxis eingesetzt worden (Tu, 1980; HARMAN et al.
1980).

Der Erfolg von Trichoderma as Mittel zur biologischen Bekémpfung héngt von seiner
Fahigkeit ab, unter natUrlichen Bedingungen den Boden oder das Substrat zu besiedeln.
Waéhrend der Interaktion Antagonist - Pathogen produzieren Trichoderma spp. eine grofe
Anzahl von Konidien und Phialiden, die bei der Konkurrenz um Nahrung und Platz eine
wichtige Rolle spielen (CHET et a., 1983; MANZzALI et al., 1993). Beim Antagonismustest in
Duakulturen konnten enige Stdmme von Trichoderma spp. unmittelbar nach dem
Zusammentreffen den Pathogen tberwachsen und sporulieren. Wie bereits erwahnt, kénnen
Faktoren wie Temperatur, Feuchtigkeit sowie physikalische und chemische Eigenschaften des
Bodens sowie Fungizide das Inokulum von Trichoderma nach seiner Einfihrung im Bodem
stark verringern oder zu einer eingeschrankten Antagonismusauspragung fuhren (PAPAVIZAS,
1985, bei HERMOSA et a., 1986). Die Unterdriickung des Wachstums des Pathogens wegen
Nahrungss und Platzkonkurrenz wird auch durch das Verhdltnis zwischen der
Inokulumkonzentration von Trichoderma spp. und dem Erreger bestimmt. Dal3 die
Antagonismusmechanismen von Trichoderma spp. mit dem Erndhrungszustand des Pilzes
korrelieren, konnte auch hier in vitro bestétigt werden.

Die Wahl des richtigen Mediums entscheidet Uber die Ausprégung des Antagonismus. Auf
PDA und PDYA - Medium zeigten die gepriften Trichoderma-Stdmme eine hohere
Wirksamkeit gegen C. rolfsii as auf MPA und GHA - Medium. Der Antagonismus von
Trichoderma spp. gegen C. rolfsii konnte mit Hilfe eines Selektivmediums nachgewiesen
werden (Tab. 13).

44.1 Parasitierung von Sklerotien

Es konnte nachgewiesen werden, dal3 Trichoderma-Stdmme im algemeinen einen hohen
Wirkungsgrad gegen eine Relhe von Pathogenen haben. Dieses Potential muf3 nicht nur
hinsichtlich der Parasitierung von Hyphen oder einer Wachstumshemmung von C. rolfsii und
anderen Pathogenen bewertet werden. Wie eingangs erwahnt, sind die Sklerotien zahlreicher
Erreger eine wichtige und potentielle Inokulumquelle fur das Auftreten und die Verbreitung
der Pilze. Trichoderma sollten daher fahig sein, diese zu besiedeln und abzubauen. Hier
zeigte sich, dal3 eine Besiedlung der Sklerotien mit intensiver Sporulation durch Trichoderma
spp. nicht immer zur Mazeration der Sklerotien fuhrt. lhre Effektivitét, die Sklerotien zu
besiedeln und abzuzubauen, unterscheidet sich je nach Stamm und Art. Beim Abbau der
Sklerotien von C. rolfsii spielt hier wieder die Produktion der Enzyme Chitinase und
Glucanase eine wichtige Rolle (ELAD et a., 1984). In mehreren Untersuchungen wurden
Trichoderma spp. zum Abbau von Sklerotien unterschiedlicher Pathogene getestet. T. viride
und T. koningii waren wirksamer as T. harzianum und T. hamatum gegen Sklerotien von B.
cinerea (KOHL & SCHLOSSER, 1989b), T. harzianum baute die Sklerotien von C. rolfsii ab
(HENIS & PaPAviIzAS, 1983), zum Abbau von Sklerotien von Sclerotinia sclerotiorum war T.
harzianum sehr effektiv (KNUDSEN & ESCHEN, 1991). Die besiedelten, aber nicht mazerierten
Sklerotien konnten nicht keimen, was auf die Wirkung von ausgeschiedenen Toxinen
zuriickgefuhrt werden kann. Die Fahigkeit von Trichoderma, auch be niedrigen
Temperaturen Sklerotien abzubauen, wurde mittels Trichoderma spp. gegen Sklerotien von
B. cinerea bei 5 — 10 °C nachgewiesen (KOHL & SCHLOSSER, 1989b). Beim Abbau der
Hirsekorner - Inokulumtrager von C. rolfsii (HCr,) zeigten Trichoderma spp. eine hthere
Wirksamkeit. Die vorhandenen Nahrstoffe in den Hirsekdrnern konnten die Besiedlung durch
den Antagonisten stimulieren. Unabhdngig von Art und Stamm war das antagonistische
Potential von Trichoderma und deren Fahigkeit, die Tréger abzubauen, sehr effektiv. Die
Antagonismusfahigkeit von Trichoderma spp. mufd nicht nur auf der Wachstumshemmung
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oder Parasitierung der Hyphen des Pilzes basieren, sondern kann auch auf die Fahigkeit, die
Keimung der Sklerotien zu verhindern oder sie abzubauen, zurlickgefihrt werden, was zur
Verringerung der Inokulumkonzentration des Pathogens im Boden fuhren kann.

Zahlreiche Krankheitserreger, wie Botrytis cinerea oder einige bodenbirtige Pilze wie
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani oder Corticium rolfsii, bilden Sklerotien, deren
Strukturen @hnlich wie die Dauersporen von Pythium und Chlamydosporen bei Fusarium fir
das Auftreten von Krankheiten das Priméarinokulum des Pathogens sind (PUNJA & GROGAN,
1984). Diese phytopathogenen Erreger haben einen grofRen Wirtspflanzenkreis. Das
Vorhandensein der Wirte as Inokulumquelle sichert neue Infektionen, und die Bildung
resistenter Strukturen sichert das Uberleben des Pathogens, wenn die Bedingungen fiir neue
Infektionen und fir die Krankheitsentwicklung nicht optimal sind.

Die Zahl der vorhandenen infektiosen Einheiten im Boden, die oft as Inokulumkonzentration
bezeichnet wird, ist beim Infektionsprozefd entscheidend. Sie kann je nach Wirtstyp variieren.
In den Versuchen konnte festgestellt werden, dal3 eine steigende Zahl von 5 bis zu 100
Sklerotien als Inokulum von C. rolfsii nicht immer zu einer htheren Mortalitét der Pflanzen
fuhrte. Uber die motwendige Zahl der Sklerotien, um die Krankheit zu verursachen, ist bisher
kontrovers diskutiert worden. In unterschiedlichen Untersuchungen fihrte das Vorhandensein
von 2 bis 4 Sklerotien in Kontakt mit den Samen (TOMASINO, 1987); 5 bis 10 Sklerotien/cn®
(Punda, 1988); und Mengen von 5 bis 10 Sklerotien/1.000g Boden zu einer 100%igen
Mortalitét der Pflanzen.

Die Bodenbedingungen spielen fur die Infektion des Pathogens ebenfals eine grolie Rolle
(Aycock, 1966; SHEw et a., 1984; TOMASINO, 1987). Wahrend der Keimung der Sklerotien
ist der Pilz sehr anfdlig gegen biotische (Antagonisten) und abiotische Faktoren (Temperatur,
Luftfeuchtigkeit) (SCHLOSSER, 1997). Je nach Aktivitdt und Einflud konnen se die
Krankheitsinfektion auslésen oder verhindern (KRANz, 1996). Bei einer Inokulation von
Pflanzen mit C. rolfsii in verschiedenen Inokulumkonzentrationen konnte gezeigt werden, dal3
Isolate von verschiedenen Feldern, Wirten und geographischen Gebieten in ihrer
Aggressivitét erheblich variieren (PUNJA & MORGAN, 1983b).

Die Distanz zum Wirt sowie die Tiefe des Inokulums im Boden konnen die Infektion der
Pflanzen negativ oder positiv beeinflussen. Ein direkter Kontakt von Sklerotien mit den
Samen ist optimal fur das Auftreten der Krankheit. In Versuchen mit Hirsekérnern als
Inokulum von C. rolfsii gelte der Kontakt zwischen Inokulum und Samen den
entscheidenden Faktor bei der Pflanzeninfektion dar. Frisches und sechs Monate ates
Inokulum des Pathogens verursachten 100% Mortditd der Buschbohnen und
Kichererbsenpflanzen, als sie mit den Samen in Kontakt gebracht wurden. Die Infektion der
Pflanzen durch das Pathogen nahm deutlich ab, as das Inokulum nicht in Samennahe,
sondern auf dem Boden ausgebracht wurde. TOMASINO (1987) fand, dal3 eine Distanz von 3
cm zwischen Pathogen und Samen sowie eine Tiefe von 0,5 cm die Inzidenz der Krankheit im
Vergleich zu anderen Untersuchungen, bei denen das Inokulum und die Samen in Kontakt
waren, verringerte. Gleichermal3en konnten PUNYA & JENKIS (1984) zeigen, dal3 sich die
Kemung der Sklerotien in Tiefen von 2,5 cm verringerte und Gber 7 cm gehemmt wurde.
Danach erscheint es somit moglich, dald die Inokulumtiefe fir die Kemung der Sklerotien
und Infektion der Pflanzen der wichtigste Faktor ist.

Umweltbedingungen wie Temperatur und Feuchtigkeit sind entscheidende Faktoren, die fir
die Keimung der Sklerotien, das Wachstum von C. rolfsii sowie fur die Pflanzeninfektion eine
grof3e Rolle spielen und gesteuert werden konnen. In den einzelnen Phasen der Infektion
durch den Pathogen gibt es minimale, optimale und maximale Temperaturen (KRANZ, 1996).
Fir die Krankhetsentwicklung von C. rolfsi snd unter Gewéachshausbedingungen
Temperaturen von mindestens 20°C und maximal 30 °C notwendig. PUNJA & JENKIS (1984)
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fanden fir die Keimung der Sklerotien eine optimale Temperatur von 30 °C, wohingegen ihr
Wachstum bei 40 °C gehemmt wird. SHEW et al. (1987) erwahnen, dal? bei Temperaturen von
28 °C und hoher Luftfeuchtigkeit der Befdl durch C. rolfsii im Gewachshaus begiinstigt wird.
Bei dieser Untersuchung wurden die Keimféhigkeit der Sklerotien und das Wachstum von C.
rolfsii bei Temperaturen von ca. 25 °C gefordert.

Auller der Temperatur konnen andere Faktoren die Keimfahigkeit der Sklerotien und den
Pilzbefall beeinflussen. So kénnen ausgeschiedene volatile Substanzen von Pflanzen, wie
Alkohole und Acetaddehyde, die Keimung der Sklerotien induzieren. PUNJA et al. (1984)
berichten, dal? die Keimfahigkeit durch die Aktion der Mikroflora und der Antagonisten in der
Rhizosphére verringert wird. SHEw et a. (1987) fanden, dal3 die Keimung der Sklerotien auf
nicht sterilisiertem Boden niedriger war als auf sterilisiertem Boden, was auf die Wirkung von
Antagonisten in der Rhizosphare zurickgefiihrt werden kann. Vom Nahrungsangebot, das
dem Pilz zur Verflgung steht, hangt die Aggressivitdtsauspragung des Erregers ab (KATAN,
1981). Dies kann erkldren, warum fir die Pflanzeninfektion die Hirsekérner als
Inokulumtrager wirksamer waren als die Sklerotien. Hirsekorner sind wahrend der Keimung
eine entscheidende Nahrungsguelle fir das Pathogen. Aul3erdem ist die Keimungszeit von C.
rolfsii bei Hirsekornern deutlich kiirzer als die der Sklerotien.

45 Geawéachshausver suche

Be der Bekampfung von C. rolfsii und anderen bodenbiirtigen Pilze bietet die Anwendung
von Trichoderma spp. zwar eine Alternative zu chemischen Pflanzenschutzmitteln. Deren
antagonistische Wirksamkeit kann aber — wie in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt — durch
die Formulierung, die verwendete Applikationsmethode, den algemeinen Nahrzustand des
Pilzes, den Inokulumtréger sowie die Wirtspflanze, die der Pilz schiitzen soll, beeintréchtigt
werden.

Aus diesem Grund wurde im weiteren Versuchsablauf untersucht, ob fur Kulturen von
Trichoderma spp. durch Variation der zuvor genannten Faktoren ein geeignetes
Applikationsverfahren gegen C. rolfsii gefunden werden kann. Nach der erfolgreichen
kinstlichen Inokulation des Erregers C. rolfsii mit Hirsekérnern wurden diese nun ebenfalls
als Inokulumtréger von Trichoderma spp. bei Buschbohnen- und Kichererbsenpflanzen
verwendet. Nach zehn Tagen Inkubation von Trichoderma auf Hirsekornern ist der Pilz in der
Lage, diese intensiv zu besiedeln. Auf diese Weise dienen die Hirsekorner als Trager und
Nahrungsguelle fur Trichoderma, so dal3 der Pilz nach der Einfihrung im Boden lebendig und
aktiv bleibt und moglicherweise die Besiedlung der Tréger durch andere Organismen
verdréngt. Ist der Antagonist mittels Konidiensuspensionen an den Trager inokuliert und
wurde kurz danach in den Boden eingefiihrt, ohne dal3 er sich vor der Applikation im Tréger
hétte stabiliseren konnen, wére der Tréger durch andere Organismen, z.B. Bakterien,
besiedelt und zerstbrt worden. Das Potential von Trichoderma zur biologischen
Pathogenbeké&mpfung variiert mit der Nahrungsversorgung. Das heif¥, die unterschiedlichen
Gehalte verschiedener Substrate an organischer Substanz beeinflusst die Aktivitét des Pilzes
(DANIELSON & DAVEY, 1973) und der Pflanzen positiv oder negativ (BAKER, 1989; HARMAN
& BJORKMAN, 1998).

45.1 Hirsekdrner alsInokulumtrager von Trichoderma

Mit T. harzianum (T-040) besiedelte Hirsektrner wurden in unterschiedlichen Mengen und
zusammen mit den Samen der Pflanzen in den Boden gelegt. Die Keimfahigkeit sowie das
Wachstum der Buschbohnen und Kichererbsenpflanzen wurden deutlich gefordert und zwar
gleichermal3en bel ener geringen und bel einer hoheren Inokulumkonzentration (Abb. 16a;
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16b). Zur Saatgutbeizung wurde die Biomasse von Trichoderma spp. aus verschiedenen
Nahrungsquellen  (Hirsekorner und PDA-Medium) gewonnen und die Konidien auf
unterschiedliche Konzentrationen eingestellt. Mittels Alginatlésungen wurde die Biomasse
des Antagonisten auf die Samen aufgetragen (Abb. 26a; 26b).

Wie beim Hirsekorner - Inokulumtréger von Trichoderma hatte der Antagonist mit Alginat
keine negative Wirkung auf den Aufgang der Pflanzen. Das Wachstum der Pflanzen war
ebenfalls besser as das der unbehandelten Kontrolle. Fur die Zunahme des
Pflanzenwachstums nach Einflihrung von Trichoderma spp. im Boden wurden verschiedene
Erkl&rungen gefunden. Vermutlich ist se auf ein Eindringen des Antagonisten in das
Wurzelsystem zurtickzufihren, wo e wie ein Endo-Mykorrhizapilz auf die Wirtspflanze
wirkt (KLEIFELD & CHET, 1992). In einigen wichtigen weltwirtschaftlichen Kulturen wurden
erhebliche Wachstums- und Ertragssteigerungen erzielt, nachdem sie mit einer vesikular-
arbuskulégren Mykorrhiza (VAM) beimpft wurden (CHANG et a., 1986; WERNA, 1987).
Veskuldr-arbuskuldre Pilze haben die Fahigkeit, in die Wurzeln einzudringen, diese zu
besiedeln und das Wachstum der Pflanzen zu fordern, was zu Verénderungen im Stoffwechsel
der Wurzeln fihrt (SPaANU et al., 1988). Solche Eigenschaften sind auch in Pflanzen
beobachtet worden, die mit Trichoderma inokuliert worden waren (YEDIDIA et a., 1999). Die
Unterdriickung des Wachstums sekundérer Pathogene durch Trichoderma in der Rhizosphére
der Pflanzen kann aber auch eine bessere Minerastoffgewinnung, eine Freisetzung von
Nahrstoffen und organischem Materiad aus dem Boden sowie eine Produktion von
Pflanzenhormonen, die das Pflanzenwachstum verbessern konnen, bewirken (WERNA, 1987,
JACKSON, 1997; IMBAR et al., 1994; BeYRLE, 1995; ALTOMARE et al., 1999). Die Fahigkeit
von Trichoderma, in den Pflanzen eine Induzierte Resistenz gegen Pathogene zu erzeugen, ist
nicht ausgeschlossen (YEDIDIA et al., 1999).

Ob wichtige Elemente, wie z.B. Phosphor, den Pflanzen nach Inokulation des Bodes durch
eine Mykorrhiza zur Verfligung stehen (WERNA, 1987), ist nach Inokulation von Trichoderma
noch unklar. Einige Mikronahrstoffe, wie Eisen Fe*" zu Fe*, Mangan Mn (111-1V) zu Mn(l1),
und CU#* zu Cu', kénnen durch die Aktivitdt von Trichoderma in der Rhizosphére reduziert
werden (ALTOMARE et al., 1999) und fur die Pflanzen freigesetzt werden (MENGEL, 1991).
Die Vefugbarkeit solcher Nahrstoffe ist fir das Wachstum, die Entwicklung und die
Resistenz der Pflanzen von besonderer Bedeutung. Durch die Inokulation der Antagonisten T.
harzianum und Aspergillus niger und des Mykorrhizapilzes Beljerinckia mobilis bel Mais,
Gerste, Weizen, Hafer, und Sorghum konnte gleichzeitig eine biologische Bek&mpfung von
Wurzelkrankheiten durch Trichoderma, eine erhthte Nahrstoffaufnahme und Verflgbarkeit
von Phosphat durch A. niger und eine verbesserte Stickstofffixierung durch B. mobilis erreicht
werden. Die Beziehungen und Wechsalwirkungen innerhalb der Rhizosphdre von
Kulturpflanzen hinsichtlich der Kombination der verwendeten Inokulumtypen sind jedoch
sehr spezifisch (DHILLION, 1993). Auch KOHL & SCHLOSSER (1989c) erwahnen, dald mittels
eines kombinierten Praparats von VAM-Pilzen und Trichoderma spp. das Pflanzenwachstum
gefordert werden kann. Trichoderma hat keine Wirkung gegen Mykorrhiza, kann aber je nach
Art der Kulturpflanze und den im Boden eingefihrten Organismen in seiner Wirksamkeit
variieren (DHILLION, 1993). Das antagonistische Potential von Trichoderma und die Aktivitét
der Mykorrhiza kann durch den pH - Wert, die Temperatur, den Bodentyp oder das Auftreten
von Pflanzenschutzmitteln in der Rhizosphére negativ beeinflusst werden (JALEED & BAKER,
1986; WERNA, 1987). An organischen Substanzen reiche Boden konnen das Uberleben von
Trichoderma und von VAM-Pilzen fordern (TAYLOR et al., 1991). Die synergetische positive
Wirkung zwischen beiden Pilzen verspricht in Zukunft kombinierte Biopréparate, mit denen
einerseits eine biologische Bekdmpfung von bodenbirtigen Pilzen durch Trichoderma
durchgefiihrt werden kann und gleichzeitig durch die Aktivitdt der Mykorrhiza in der
Rhizosphére die Entwicklung der Pflanzen gefordert wird.
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45.2 Bodeneigenschaften

Die Bodeneigenschaften wie Bodenart, Textur sowie die Nahrstoffversorgung kénnen nicht
nur auf die Wirtspflanzen, sondern auch auf die Pathogene wirken. Diese Faktoren
beeinflussen das Wurzelwachstum und damit die Entwicklung und Disposition der Pflanzen.
Von ihnen hangen auch die Verteilung, die Uberlebensfahigkeit, die Mobilitst und die
Krankheitseffizienz der bodenblrtigen Erreger ab (KRANZ, 1996). Das Auftreten
verschiedener Bodenorganismen, die unterschiedliche antagonistische Wirkung besitzen,
kann das Uberdauern des Inokulums eines Erregers im Boden beeinflussen. Sie konnen
Fungistasis Ho & Ko, 1985) und suppressive Boden (HUBER & SCHNEIDER, 1982; COOK &
BAKE, 1983; HoRNBY, 1983) hervorrufen und bei Néhrstoffmangel oder hoher
Inokulumkonzentration eine Selbstinhibition der Skleroti enkeimung aud 6sen.

Obwohl in mehreren Untersuchungen von ener suppressiven Wirkung von Komposterde auf
das Wachstum von Erreger und Antagonist berichtet wird, finden sich Trichoderma spp. als
Hauptbesiedler von kompostierten Rinden (NELSON et al., 1983). In solchen Substraten ist
eine suppressive Wirkung gegen pilzliche Erreger beobachtet worden, die auch auf das
Auftreten von Trichoderma und ihre antagonistische Aktivitét zurlickgefuhrt werden kann
(Howie et al., 1987) Die suppressive Wirkung von Komposterde kann durch Autoklavieren
verringert, aber nicht verhindert werden (Cook & RoOVIRA, 1976; BAKER & CHET, 1982).
Wahrend der Durchfiihrung der Versuche zeigte sich, dal3 Komposterde ein gunstiges Substrat
nicht nur fir das Wachstum von Trichoderma, sondern auch fur C. rolfsii ist, wenn das
Inokulum beider Pilze mit ausreichenden Nahrstoffen im Boden engefihrt wird. Eine
Applikation von Trichoderma mit ausreichenden Néhrstoffen kann einerseits zu einer
schnellen Besiedlung des Substrates fuhren und das Wachstum von C. rolfsii verzogern,
andererseits kann der Pilz durch seine Aktivitét in der Rhizosphére auf das Pflanzenwachstum
positiv einwirken. Eine suppressive Wirkung von Komposterde gegen Hirsekorner as
Inokulumtrdger von C. rolfsii oder Trichoderma spp. oder durch Zersetzungsprodukte der
Substrate wurde in den Versuchen nicht beobachtet. Jedoch fand in den Versuchen mit
Sklerotien keine Keimung doatt. Ob die Hemmung der Sklerotienkeimung auf enen
antagonistischen Effekt der Fungistass oder auf eine Suppressivitdét des Bodens
zurtickzuftihren ist, wie in anderen Untersuchungen berichtet wird (CURL & HANDSEN, 1964;
NELSON et da., 1983), ist noch unklar. Die Sporenkeimung im Boden steht in engem
Zusammenhang mit dem Uberleben des Pilzes, der durch Fungistasis in eine Latenzzeit treten
kann (LockwooD, 1977; PAPAVIZAS & LUMSDEM, 1980), die bel vielen Pilzen ein natirlicher
Schutzmechanismus ist. Sporen und Chlamydosporen, die in einen fungistatischen Boden
eingefuhrt worden sind, kénnen fir langere Zeit Uberleben. Durch das Vorhandensein von
Energiequellen und organischen Substanzen im Boden kann der fungistatische Effekt jedoch
unwirksam werden (Lockwoob, 1977). Zwar wird die antagonistische Aktivité von
Trichoderma in der Bekampfung phytopathogener Pilze hiervon nicht betroffen, aber
organische Verbindungen, Kohlenstoff, Stickstoff, Mono-, Di- und Polysaccharide sowie
vorhandene Eisenchelate konnen eine Zunahme der Population von Trichoderma spp. im
Boden verhindern (PAPAVIZAS, nicht publiziert).

Durch die Ausscheidung von Wurzelexsudaten kommt es im wurzelnahen Bereich zu einer
Anreicherung der Mikroorganismenaktivitét, die auch fur Trichoderma von Bedeutung sein
kann. In der Interaktion Pilz - Pflanze ist der wurzelnahe pH-Wert fir die Aktivitédt des
Antagonisten, aber auch fir andere Organismen, ein wichtiger Faktor. Der pH-Wert wird
durch die Wurzelexsudation, durch die Nahrstoffaufnahme in der Pflanzenwurzel und die
damit verbundenen Transportprozesse sowie durch H - Ausscheidungen in Zusammenhang
mit dem Wurzelwachstum bestimmt. Die Erhdhung des pH-Wertes innerhalb der Rhizosphére
wird durch die Abscheidung von HCO; durch die Pflanzenwurzel verursacht. Eine
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hemmende Wirkung hoher pH-Werte auf C. rolfsii wurde beschrieben (DANIELSON & DAVEY,
1973; JENKIS & AVERRE, 1986), obwohl C. rolfsii und Trichoderma spp. in vitro sowohl bei
niedrigen als auch bel htheren pH-Werten gut wachsen konnten (Daten nicht aufgefthrt).
Moglicherweise ist neben dem pH-Wert und der Exsudation organischer Verbindungen der
Saverstoffgehalt des Bodens ein entscheidender Faktor fur die Etablierung und die
Antagonismusaktivitét von Trichoderma, die durch die Atmungsaktivitédt von Wurzeln und
Mikroorganismen sowie physikalisch durch den Wassergehalt des Bodens beeinflusst werden
kann (WERNA, 1987).

45.3 Sklerotien und Hirsekorner — Inokulum von C. rolfsii

Fur die Keimung, Etablierung und Besiedelung der Pilze im Boden spielen die Art der
Pflanzen, die Temperatur, der Typ des Inokulums sowie die Nahrungsversorgung eine grol3e
Rolle. Bei den Inokulationsversuchen des Pathogens mit Sklerotien und Hirsekdrnern war die
Parasitierung der Pflanzen mit Hirsekdrnern (Abb. 18, 19, 20) hoher als mit Sklerotien (Abb. 17).
Die hohere Wirksamkeit zeigte sich sowohl in Bezug auf die verwendete |nokulummenge der
Sklerotien und der Hirsekdrner als auch in der Mortalitét der Pflanzen. Obwohl die Sklerotien
in vitro eine Keimféhigkeit von 100 % zeigten, konnten sie in den Versuchen nur selten die
Krankheit verursachen.

Die Entwicklung einer Krankheit wird nicht einseitig von den angreifenden Erregern, sondern
wesentlich von der Art der Pflanzen und ihrem Widerstand gegen den Angriff bestimmt
(KRANZ, 1996; SCHLOSSER, 1997). Die Inokulation der Buschbohnen-, Linsen- und
Kichererbsenpflanzen durch Hirsekorner mit C. rolfsii fuhrte zu bis zu 100% Mortalitét der
Pflanzen. Die verwendete Inokulummenge des Erregers war jedoch fur jede Kulturpflanze
verschieden, obwohl die Pflanzen dle zur Gruppe der Leguminosen gehdren und gleich
wichtige Wirte des Pathogens sind.

Nicht nur fir das Auftreten der Krankheit, sondern auch fur die Etablierung des Antagonisten
im Boden und seine Wirksamkeit gegen den Erreger sind die Pflanzenarten von Bedeutung.
Fir eine erfolgreiche Applikation von Trichoderma spp. missen fur jedes Wirt — Pathogen -
System die verschiedenen Faktoren und optimalen Bedingungen bekannt sein (PAPAVIZAS,
1985).

454 Bodenbehandlung mit Konidiensuspensionen aus PDA-Medium

Das zunehmende Interesse an der Entwicklung von biologischen Bekampfungsmethoden as
Alternative zur konventionellen chemischen Bekampfung von Pflanzenkrankheiten fihrte zur
Entwicklung verschiedener Verfahren zur Erzeugung grofRer Mengen Biomasse von
Trichoderma (ELAD et al., 1982; KOHL, 1989). PAPAVIZAS et al. (1984) und HARMAN €t al.
(1991) erzeugten durch Fermenterbiomasse ein Inokulum des Antagonisten, das aus Myzd,
Sporen und Chlamydosporen besteht, deren Propagulendichte in der Biomasse und deren
Wirksamkeit in der biologischen Bekdmpfung von der Qualitét der Bio-Fermenter abhangig
ist. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen sind fir die biologische
Bekampfung gegen C. rolfsii verschiedene Materialien und Methoden eingesetzt worden. Aus
verschiedenen Nahrmedien (PDA, Hirsekorner) erzeugte Biomasse von Trichoderma spp.
wurde entweder in flussigen Losungen (Wasser, Gel) bei verschiedenen Konzentrationen im
Boden und als Saatgutbeizung oder in festen Tragern (Hirsekorner) in verschiedenen Mengen
im Boden verwendet und gegen C. rolfsii auf ihre Wirksamkeit geprdift.

Dabei zigte sich, dal3 im Boden applizierte Konidiensuspensionen von T. harzianum (T040)
aus PDA-Medium das Wachstum von C. rolfsii verzogern, aber nicht vollsténdig
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unterdriicken konnen. Die Bekampfung von C. rolfsii mittels Konidiensuspensionen aus
PDA-Medium war nur fir eine begrenzte Zeit wirksam. Der Effekt war jedoch nicht stark
genug. Die antagonistische Wirksamkeit von Trichoderma wurde aufgehoben und als Folge
wurden die Keimlinge durch den Pathogen angegriffen.

Eine Applikation von Konidien aus PDA-Medium von Trichoderma (T-040) in
Konzentrationen Konidien/ml 2x10” (TD3) zeigte je nach verwendeter Aufwandmenge (ml)
unterschiedliche Wirkungsgrade gegen 10Cr, (Abb. 23). Die Effizienz des Antagonists war
abhangig von der Menge der Konidienlésung, die im Boden von 1 bis 20 ml mittels Wasser
gegossen wurde. Nach sieben Tagen wurde eine Wirksamkeit von 21,6 % bei 20 ml
gegentber 5 % bei 1 ml erreicht. Die Wirkung verringerte sich jedoch deutlich nach 14
Tagen, was auf die niedrige Anpassungsfahigkeit, den Nahrungszustand des Pilzes sowie auf
die Quditét des Nahrungsangebots im Boden zurtickgefihrt werden konnte, was zur schnellen
Reduktion des Inokulums von Trichoderma gefiihrt haben konnte,

Sowohl die Konidienkonzentrationen als auch die Aufwandmengen sind nach den
Ergebnissen entscheidende Faktoren fir das Uberleben, die Etablierung und fiur die
Aggressivitét des Pilzes, nachdem Trichoderma as biologisches Mittel gegen C. rolfsii im
Boden eingefihrt wurde. Durch die Anwendung hoherer Konidienkonzentrationen kann
Trichoderma schnell ein Substrat besiedeln und aufgrund seines potentiellen Antagonismus
erfolgreich einen Befall durch den Erreger verhindern. Die Besiedlung eines Substrates durch
den Antagonisten ist vital fur die Etablierung und Wirksamkeit von Trichoderma in
Okosystemen (FAULL, 1988). Jedoch ist bekannt, da? das Uberleben und das Wachstum des
Pilzes in natirlichem Boden vom Vorhandensein neuer Substrate as Nahrungsguelle
abhangigist.

Die Besiedlung eines Substrats sowie die Bekdmpfung von bodenbirtigen Pilzen durch
Trichoderma seht nicht nur in Zusammenhang mit der Zahl der Konidien und der
Aufwandmenge, sondern auch mit dem Erndhrungszustand des Pilzes. Das Vorhandensein
grof3er Inokulumdichte des Antagonists konnte das Auftreten des Pilzes im Boden
beglinstigen und durch Nahrungskonkurrenz das Wachstum anderer  Organismen
unterdriicken. Es stellt sich die Frage, ob im Boden aufgrund der grofien Zahl der Konidien
eine intraspezifische Konkurrenz stattfindet, die eine Reduktion des Inokulums in kurzer Zeit
verursachen kann.

Eine schnelle Kemung de Konidien in dem neuen Substrat ist neben der
Nahrungskonkurrenz eine weitere wichtige Eigenschaft des antagonistischen Potentials von
Trichoderma. Die Konidienkeimung hangt jedoch nicht nur von abiotischen (Temperatur,
Feuchtigkeit, Bodentyp) oder biotischen Faktoren (Organismen) ab, sondern auch vom
Erndhrungszustand des Antagonists und seiner zukinftigen Nahrungsguelle, die sain
Uberdauern und seine Aggressivitét bestimmen (PAPAVIZAS et al., 1984; FAULL, 1988).

In vitro liefert das Ndhrmedium PDA genligend Kohlenhydrate fir das Wachstum und die
Sporulation von Trichoderma, und der Filz kann eine starke antagonistische Wirkung gegen
C. rolfsii zeigen. In Gewéchshausversuchen war die Wirksamkeit von Trichoderma deutlich
niedriger, was sich auf einen Nahrungsmangel zurlckfihren |83, da der Pilz im Boden
mittels Wasser appliziert wurde. Als Folge davon konnte nur eine niedrigere Keimung der
Konidien sattfinden, die zusammen mit den anderen zuvor angesprochenen Faktoren die
Effizienz des Antagonists verringerte.

Auch wenn eine hohere Konidienkeimung des Inokulums sattgefunden hétte, sind die
Konidien wahrend der Keimung aufgrund einer starken Nahrungskonkurrenz anfdlig gegen
das Phéanomen der Lysis (Ko & Lockwoob, 1970; FAuLL, 1988). In eigenen Versuchen
konnte festgestellt werden, dal3 die Wirkung von Trichoderma spp. nicht nur von der
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Konidien - Konzentration des Antagonisten, sondern auch von den Aufwandmengen abhangig
ist.

Die Vermehrung und Aktivitdée von Trichoderma wird durch den Zersetzungsgrad des
organischen Materials des Bodens beeinflufd. Wie bereits erwdhnt, kann das Vorhandensain
von organischen Verbindungen im Boden eine hohere Aktivitét der Besiedlung durch Erreger
und saprophytische Pilze verursachen, die eine bessere saprophytische Fahigkeit zur
Konkurrenz as die Antagonisten haben (PAPAVIZAS & LUMSDEN, 1980). Unginstige
Faktoren konnen eine Etablierung und Vermehrung von Trichoderma stark beeinflussen, aber
nicht die im Boden schon vorhandenen Mikroorganismen (BRUEHL, 1975). Fir die
eingefihrten Antagonisten steht das anfangliche Substrat nur fir kurze Zeit zur Verfligung,
und es ist deshalb @ulRerst wichtig, dal? neue Substrate in einer bestimmten Zusammensetzung
hinzugefiigt werden, damit die Dichte des Inokulums des Pilzes welter zunehmen kann
(FAULL, 1988).

455 Saatgutbeizung mit K onidiensuspensionen aus Hir se-Medium

Eine der wichtigsten Voraussetzungen fur den Anbau gesunder Pflanzen ist die Verwendung
eines von Krankheitserregern freien Saatgutes. Die Beizung ist eine Bekdmpfungsmalinahme,
die das Saatgut von anhaftenden oder eingedrungenen Krankheitserregern befreit (BORNER,
1997). Mittels Applikationen von Trichoderma spp. auf das Saatgut kbnnen die Samen besser
vor dem Angriff phytopathogener Pilze geschiitzt werden und die Wurzeln der Pflanzen
konnen besiedelt werden (AHMAD & BAKER, 1987D).

Aus Hirsekdrner-Medium gewonnene Konidiensuspensionen von Trichoderma spp. wurden
als biologisches Beizmittel auf Buschbohnen - und Kichererbsen - Saatgut gegen
unterschiedliche Inokulumkonzentrationen des Pathogens C. rolfsii verwendet. Durch das
Beizverfahren vertellt sich das Produkt gleichméig auf der Saatgutoberflache.
Stoffwechsel produkte von Trichoderma kénnen so in den Samen eindringen und die Pflanze
vor dem Befal mit samenblrtigen Erregern schitzen (CHET et a., 1987). Die gepripfte
mittlere  Formulierung der Konidiensuspensionen (TD2 = 5x10° Konidien/ml) von
Trichoderma erreichte nach neun Stunden Einquellzeit bei Buschbohnen (Abb. 24a) und
Kichererbsen (Abb. 24b) enen unterschiedlich hohen Wirkungsgrad, der von der
Inokulumkonzentration des Pathogens abhangig war. Je grofer die Inokulummenge von C.
rolfsii, desto niedriger ist der Effekt des Antagonists. Durch die Verwendung einer mittleren
Formulierung der Konidien/ml (TD2) aus Hirsekdrner-Medium as Beizsaatgut konnte eine
noch bessere Bek&mpfung von C. rolfsii as bel Verwendung einer hoheren Formulierung der
Konidie/ml (TD3) aus PDA-Medium bei der Bodenbehandlung erzielt werden. Ein
moglicher Grund konnte die hohere Anzahl von Chlamydosporen in den Hirsekdrnern sein,
die im Boden lange Zeit Uberdauern konnen. Sie sind resistent gegen den Abbau anderer
Bodenorganismen und haben eine bessere Keimrate als Konidien (PAPAVIZAS et dl., 1984).

Fur eine Etablierung des Antagonisten in einem neuen Substrat und seine Wirksamkeit gegen
den phytopathogenen Erreger ist die Nahrstoffbasis von grofer Bedeutung (PAPAVIZAS &
LEwis, 1981; PaPAviZAS et a., 1984). Eine mangeinde Haftung der flUssigen
Konidiensuspensionen an der Oberfliche von Samen kann zu ener Verringerung der
Konidienzahl im Boden fihren (CHET et a., 1987; FauLL, 1988), was die begrenzte
Wirksamkeit von Trichoderma und die Zunahme des Befalls von C. rolfsii erklaren kann.
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45.6 Saatgutbehandlung mit Konidiensuspensionen aus PDA- und Hirsemedium
und Gel-Alginat

Bel Verwendung von Konidiensuspensionen von Trichoderma spp. zeigte sich, dal3 die
erforderlichen Konzentrationen je nach Inokulummenge des Pathogens und der Art der
Pflanze verschieden sein konnen. Wird bel ener Saatgutbehandlung mittels
Konidiensuspensionen von Trichoderma spp. zusédtzlich Alginat as Haftmittel verwendet,
kann die Wirksamkeit des Pilzes zunehmen (LEwIS & PAPAVIZAS, 1985; CONWAY, 1986). Da
die Konidien mit Hilfe des Gels an der Oberflache der Samen haften bleiben, wird die
Etablierung des Antagonisten im Boden gefordert. Durch die Zugabe von weiteren
Nahrungsguellen im Boden konnte PAPAVIZAS (1981) zeigen, dald es dartiberhinaus zu einer
starken Rhizosphérekonkurrenz kommt und die Besiedlung von Trichoderma spp. weiter
gefordert wird, und zwar sowohl bel der Anwendung der Konidiensuspensionen auf dem
Saatgut a's auch im Boden, wobel der Wirkungsgrad von Trichoderma wiederum abhangig ist
von der verwendeten |nokulumkonzentration.

KNUDSEN & ESCHEN (1991) verwendeten Formulationen von T. harzianum mit Alginat
Pellets in Konzentrationen von 4 x 10° Konidien/ml gegen Sclerotinia sclerotiorum bei
Erbsenpflanzen. Gurken -, Tomaten - und Paprikasamen wurden mit Konidien von T. viridein
Konzentrationen von 10° Konidie/ml gegen verschiedene bodenbiirtige Pilze behandelt
(MENzIES, 1993). KOHL & SCHLOSSER (1989a) konnten mit einer aus MPA-Nahrmedien
gewonnenen Konidiensuspension in  Konzentrationen von 25 x 10° Konidie/ml in
Alginatlésungen und in einer Dosis von 2 ml/10g Saatgut gegen R. solani erfolgreich
schitzen. Diese Anwendung hatte aber keine Wirkung gegen Fusarium oxysporum f. sp.
betae und Polymyxa betae. LATUNDE-DADA (1993) verwendete Maisrlicksténde als
Inokulumtréger und Nahrungsguelle von T. koningii bei Tomatenkulturen gegen C. rolfsii.
Die Population von Trichoderma erreichte 10* bis 10° cfu/g Boden nach vier Wochen.
Konidien von T. hamatum und G. virens konnten mittels Alginat-Weizen-Klele-Granulat as
Haftmittel und Nahrungsbasis fur eine erfolgreiche Bekdmpfung gegen die bodenblrtigen
Pilze R. solani und Pythium ultimum eingesetzt werden (LEwis et al., 1996); T. harzianum
gegen C. rolfsii bel Bohnenkulturen (PAPAVIZAS & LEwis, 1989); T. harzianum gegen R.
solani bei Tomater+ und Bohnenpflanzen (HADAR et a., 1978). Letztere konnten welter
feststellen, dal? eine Applikation von Trichoderma spp. zusammen mit einer zusitzlichen
Nahrungsquelle das Wachstum und die Populationsdichte des Antagonists im Boden férdern.
Das Gel as Haftmittel verbessert den Kontakt zwischen der Biomasse von Trichoderma und
den Samen, wodurch der Wirkungsgrad von Trichoderma gegen C. rolfsii deutlich erhoht
wurde. Die Herstellung von Trichoderma - Formulationen in Alginat-Granulat und
Pyrexpulver wird in weiteren Untersuchungen dargestellt (PAPAVIZAS et al., 1984; FRAVEL et
al., 1985; LEwis& PAPAVIZAS, 1987a; PAPAVIZAS & LEWIS, 1989).

Aufgrund der Formulierung der Konidiensuspensionen/ml 5x10° (TD1), 5x10° (TD2), 2x10’
(TD3), der Néhrstoffquelle fur die Produktion des Inokulums von Trichoderma spp. (PDA-
Hirsekorner) und der Einquellzeit zur Saatgutbehandlung kann die Effizienz der Beizung und
damit die Wirksamkeit des Antagonisten variieren.

Die Wirkung von Trichoderma-Konidiensuspensionen (TD3) aus PDA-Medium erreichte
nach sieben Tagen 36 % be einer Einquellzeit von sechs Stunden. Eine Verbesserung der
Wirkung von Trichoderma nach zwolf Stunden Einquellzeit war nicht gegeben (Abb. 25a, 25b).
Eine hohere Wirksamkeit von Trichoderma gegen C. rolfsii konnte in den Versuchen, in
denen das Saatgut mit einer mittleren (TD2) und einer htheren Konidienkonzentration (TD3)
aus Hirsekdrner - Nahrmedium und sechs Stunden Einquellzeit behandelt wurde, erzielt
werden (Abb. 24a, 24b). Hier konnte eine Wirkung von 65 % bel Verwendung einer TD3
Konidienkonzentration erreicht werden.
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Die in den Konidiensuspensionen enthaltenen kleinen Partikel von Hirsekérnern sind eine
wichtige Nahrungsquelle, die fur die Keimung und das Wachstum von Trichoderma
notwendig sind. Bei der Produktion von Trichoder ma-Préparaten zur Saatgutbeizung oder fur
die Bodenbehandlung wurden unterschiedliche Nahrstoffe verwendet. HADAR et a. (1978);
ELAD et a. (1981); S\VAN et a. (1984) und LEwis et al. (1996) verwendeten Weizenkleie,
PaPAvIZAS et a. (1984) produzierten Biomasse von Trichoderma auf Bierhefe als
Nahrungsquelle.

Eine starke Besiedlung durch den Antagonisten findet vor alem in der Nahrungsguelle statt,
die es Trichoderma ermdglicht, ohne Schwierigkeiten im Boden weiter zu wachsen.
DANIELSON & DAVEY (1973) und LEWIS & PAPAVIZAS (1985 ) zeigten, dald sich Trichoderma
und andere Antagonisten im natlrlichen Boden besonders gut vermehren, wenn sie as junges
Myzel in Kontakt mit einer Nahrungsbasis eingeftihrt wurden. Es ist nicht ausgeschlossen,
dal3 die Konidien wahrend der Einquellzeit der Samen mit dem Keimungsprozef3 anfangen.
Werden sie dann im Boden mit den Samen eingefihrt, kbnnen sie weiter wachsen und die
Etablierung von Trichoderma und ihre Besiedelung im Boden wird ermdglicht. Die
Wirksamkeit von Trichoderma kann jedoch wegen der Besiedlung der Nahrung durch andere
Bodenmikroorganismen und der daraus resultierenden Konkurrenz oder aber wegen ener
niedrigen Konidienkeimung as Folge einer Fungistasis des Bodens verringert werden
(PAPAVIZAS et d., 1984). Die Konidienproduktion sowie die Sporulation und das Wachstum
von Trichoderma spp. kdnnen durch Feuchtigkeits - und Temperaturschwankungen sowie
durch den Nahrungsinhalt beeinflusst werden (JIN et al., 1991).

45.7 Applikationszeit und Konzentration des Inokulums

Die Konzentration sowie die Applikationszeit des Inokulums von Trichoderma spp. sind
entscheidende Faktoren, die die Etablierung, Besiedlung und den Wirkungsgrad des Pilzes im
Boden stark beeinflussen kénnen.

Durch eine Applikation des Trichoderma - Inokulums vor der Aussaat kénnen die Keimlinge
waéhrend ihrer empfindlichen Zeit vor dem Befall durch den Erreger geschitzt und ihre
antagonistische Aktivitét im Boden verldngert werden. ELAD et al. (1980) und PAPAVIZAS
(1985) erzielten durch eine Vorinokulation des Bodens eine deutlich hohere Wirkung von T.
harzianum gegen C. rolfsii an Bohnen. AulRerdem zeigten sie, dald die Effizienz von
Trichoderma von de Aufwandmenge des Trichoderma - Inokulums sowie der
Inokulumkonzentration des Pathogens abhangig war. In den vorinokulierten Versuchen
verringerte sich die Effektivitét von Trichoderma spp. zwar nach 15 Tagen, die Wirksamkeit
von Trichoderma war bei gekeimten gesunden Pflanzen aber immer noch hoher als in den
Versuchen, in denen das Inokulum des Antagonists gleich bei der Aussaat appliziert worden
war (Abb. 27ab; 28ab). Durch eine Vorinokulation von Trichoderma bei einer ausreichenden
Nahrungsversorgung scheint es also mdglich, die Populationsdichte von Trichoderma zu
fordern. Eine geringe Wirkung der Vorinokulation kann auf eine geringe Nahrungsversorgung
as Folge einer starken Konkurrenz mit anderen Organismen zurtickgefihrt werden. LEWIS &
PAPAVIZAS (1984) erzielten eine Steigerung der Population von Trichoderma im Boden durch
eine Applikation von Kleie als Nahrungsquelle. KNUDSEN & BIN (1990) zeigten dagegen, dali3
eine Versorgung mit Kleile nur zu ener schwachen Entwicklung der Population von
Trichoderma spp. fuhrte. Durch eine Zugabe von Nahrungsguellen im Boden kann auch eine
starke Rhizospharenkonkurrenz und Besiedlung von T. harzianum geférdert werden, wenn
Konidiensuspensionen als Saatgut- oder als Bodenbehandlung appliziert werden (PAPAVIZAS,
1981). Die Zunahme der Population von Trichoderma spp. nach der Applikation im Boden
kann ein wichtiges Kriterium fir die Selektion von Trichoderma mit antagonistischem
Potential fir die biologische Bekampfung sein (LEWIS& PAPAVIZAS, 1985).
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45.8 Antagonistischer Mechanismusvon Trichoderma

In der Bekampfung zahlreicher Pathogene durch die Applikation von Konidiensuspensionen
von Trichoderma in Form von Saatgut- oder Bodenbehandlung sind verschiedene
Mechanismen die Hauptverursacher fir die Unterdriickung des Erregers (PAPAVIZAS, 1985;
CHET, 1989). HARMAN et a. (1980) konnten feststellen, dal3 vor allem bei T. hamatum ein
Hyperparasitismus gegen Pythium ultimum stattfindet. FUr LIFSHITZ et al. (1986), NELSON &
POWELSON (1988), FAULL & SCARSELETTI (1994) und WHILHITE et al. (1994) ist die
Produktion von Antibiotika der Verursacher einer Wachstumshemmung von bodenbiirtigen
Pilzen wie Pythium, wenn Trichoderma zur Saatgutbehandiung verwendet wurde. In anderen
Untersuchungen ist der Mechanismus der Konkurrenz von Trichoderma im Boden fur die
Bekampfung von bodenbirtigen Pilzen verantwortlich gemacht worden (DuBos et a., 1982;
KOHL & SCHLOSSER, 1991; Lo, 1996). Die Inzidenz einer oder mehrerer Mechanismen und
ihr Wirkungsgrad ist von der Wechselbeziehung Antagonist — Pathogen — Wirt abhangig
(MELO, 1997).

Durch die Produktion antibiotischer Substanzen kann die Besiedlung von Trichoderma in der
Wurzel ermdglicht werden, da die Etablierung anderer Mikroorganismen unterdriickt wird
(GARRETT, 1970). Sowohl die Produktion von antibiotischen Substanzen als auch die hohere
Aktivitdt von Trichoderma spp. in der Rhizosphdre sind bei der Wachstumshemmung der
Pilze von grof3er Bedeutung (LIFSHITZ et a., 1986). Die Fahigkeit von Trichoderma, in der
Rhizosphdre mit anderen Bodenorganismen zu  konkurrieren, wird durch die
Produktionszunahme der Enzyme Exo- und Endo-3-1,4-Glucanasen unterstiitzt, die Cellulose
abbauen. Es wird angenommen, dald3 Trichoderma spp. dieses Substrat besser als andere
Mikroorganismen besiedeln kbnnen (AHMAND & BAKER, 1987a).

In einigen Arbeiten war die Zugabe von Néhrstoffen zum Samen zur Erhdhung der
Wirksamkeit von Trichoderma erfolglos (JIN et al., 1991; LEwis et a. 1996). Dies |83 darauf
schliefRen, dald wahrscheinlich die Substanzen und Verbindungen, die wdahrend der
Samenkeimung und des Wurzelwachstums ausgeschieden werden, sowohl von Trichoderma
spp. as auch von den Pathogenen als wichtige Nahrungsquelle ausgenutzt werden. Das
Auftreten des Antagonisten oder des Pathogens wird vom Wirtstyp sowie der Qualitét und
Quantitét der freigesetzten Substanzen gefordert.

4.6 Kosten der Konidienproduktion

Bel der Anwendung biologischer Bekdmpfungsmal3nahmen spielt nicht nur der Faktor Zeit,
sondern auch der Faktor Kosten eine grof3e Rolle. Je kirzer die Zeit und je niedriger die
Kosten, die fur die Produktion des Antagonisten — Inokulums erforderlich sind, und je hoher
seine Wirksamkeit gegen die Pathogene, desto hoher ist seine Akzeptanz as biologisches
Bekampfungsmittel in der Landwirtschaft.

Die Fortschritte der Biotechnologie haben in den letzten Jahren zu einer Zunahme des
Wissens Uber die Vermehrung von Mikroorganismen gefiihrt, die in der Industrie fur die
Herstellung zahlreicher Sauren, Antibiotika, Enzyme usw. eingesetzt werden (SMITH et a.,
1980). Die Anwendung solcher biotechnologischen Verfahren bietet die Maoglichkelt,
Biomasse von Trichoderma spp. in grof3en Mengen zu produzieren und gegen bodenblrtige
Pilze einzusetzen, wegen der Kosten der Materidien ist die Nutzung jedoch derzeit begrenzt
(PAPAVIZAS et dl., 1984).

Die Nutzung von Hirsekdrnern as Nahrungsguelle und fur die Inokulumproduktion von
Trichoderma spp. ist ene gungtige und dkonomische Alternative, mit der nicht nur grof3e
Mengen von Biomasse produziert werden konnen, sondern mit der aufgrund des guten
Nahrungsangebots der Erndhrungszustand des Pilzes und damit seine antagonistische
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Wirksamkeit deutlich verbessert werden kann. Die Anwendung dieser Alternative zur
Vermehrung von Trichoderma bringt dariiberhinaus keine Kontaminationsprobleme mit sich.
Auch kompostierte Rinde, Weizen-Kleie und Melasse sind neben anderen Substraten as
Nahrungsguelle und fir die Inokulumproduktion von Trichoderma spp. verwendet worden.
Neben Faktoren wie Feuchtigkeit, Temperatur, Nahrstoffversorgung und Pflanzentyp fihrt
die vollkommene Besiedelung eines Substrats zu einer Wirkungssteigerung des Antagonisten
(EASTBURNE & BUTTLER, 1991; JIN et al., 1991). Die Nutzung von Alginat as Haftmittel von
Konidien an der Samenoberflache bel der Saatgutbeizung zeigt, da3 das auf
Hirsekdrnermedium und das auf dem PDA Medium hergestellte Inokulum von Trichoderma
eine gleich hohe Zunahme der Wirkung des Antagonisten gegen C. rolfsii hat. Durch die
Eigenschaft des Gels, die Konidien an die Samen zu binden, wird bel der Saatgutbehandlung
mit Trichoderma insgesamt eine niedrigere Menge an Konidien benttigt as ohne das Gel.
AulBerdem kann es eine Besiedlung des Antagonists im Boden begilinstigen (TAYLOR &
HARMAN, 1990). Unter Kosten — Nutzen — Gesichtspunkten ist dieses Mittel somit das
gunstigste und gleichzeitig wirksamste Bekampfungsmittel.

4.6.1 L ager ungsbedingungen

Bei der Entwicklung biologischer Produkte wie Trichoderma spp. und anderen Antagonisten
muR auch ihre Uberlebensfahigkeit unter bestimmten Lagerungsbedingungen beriicksichtigt
werden (LEwIS & PAPAvIZAS, 1984). Nach Menung der beiden genannten Autoren spielt
insbesondere die Bildung von Chlamydosporen sowohl fiir die Uberdauerung als auch fur die
Wirksamkeit eine grof3e Rolle. So 1&8% sich die Effizienz von T-040 mit ihrer Fahigkeit, eine
groRe Anzahl von Chlamydosporen zu bilden, erklaren. Auf flissigem Hirsekdérnermedium
konnte der Pilz nicht nur grof3e Mengen von Biomasse produzieren, sondern auch nach
sechsmonatiger Lagerung bei 5 °C aktiv bleiben und sogar wirksamer sein as frische
Kulturen (Abb. 30). Hirsemehl als Nahrungsquelle im Medium hat moglicherweise wéhrend
der Lagerung das Uberleben und seine Aktivitat unterstiitzt. Trichoderma war in der Lage,
sich diesen Lagerbedingungen anzupassen, und sich, as er in Gewachshausversuchen bei
Temperaturen von ca. 25 °C im Boden appliziert wurde, weiter zu vermehren und das Substrat
zu besiedeln. Die Biomasse von Trichoderma spp. kann besser und langer bei 5 °C Uberleben
alsbei 25 °C oder 30 °C (PAPAVIZAS et al., 1984).

4.6.2 Zugelassene Pr&par ate

Mittlerweile sind weltweit schon einige kommerzielle Préparate von Trichoderma als
biologisches Mittel gegen verschiedene Schaderregergruppen entwickelt und as
Samenbeizung verwendet oder im Boden eingepfligt werden (Cook, 1997). Trichodex ™,
Binab-T™ und GlioGard GLIOGARD® werden erfolgreich in verschiedenen Kulturen
appliziert (ELAD & SHTIENBERG, 1996; HAYES et a., 1997). Andere Bioprgparate von
Trichoderma snd aufgrund ihrer  niedrigen  Wirkungsgrade und  schwankender
Bekdmpfungssicherheit nicht weit verbreitet (ELAD & SHTIENBERG, 1996).

4.7 Induzierte Resistenz durch Trichoderma

Die Effizienz von Trichoderma spp. sollte nicht nur aufgrund ihres antagonistischen
Potentials gegen die Pathogene bewertet werden, sondern auch aufgrund ihrer Fahigkeit,
wachstumsstimulierende Substanzen zu bilden, die das Wachstum der Pflanzen fordern
konnen (CHANG et al., 1986; BAKER, 1989; CHET, 1989; KLEIFELD & CHET, 1992), und der
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Fahigkeit, in den Pflanzen eine natlrliche Resistenz gegen den Angriff von Erregern zu
aktivieren (MEYER et al., 1998; YEDIDIA et al., 1999).

In den eigenen Versuchen zeigten die mit Trichoderma spp. behandelten Samen und Béden
eine positive Auswirkung sowohl auf den Aufgang as auch auf das Pflanzenwachstum von
Buschbohnen und Kichererbsen, die auf die Bekdmpfung von sekundéren Pathogenen in der
Rhizosphére sowie auf die Produktion von Pflanzenhormonen zurtickgefiihrt werden konnte
(BEYRLE, 1995). Jedoch ist nicht ausgeschlossen, dal3 Trichoderma spp. gegen den Befall
unterschiedlicher Pathogene auf das Wurzelgewebe einwirken und bel der Wirtspflanze eine
natiirliche Abwehrreaktion durch eine Akkumulation bestimmter Molekile induzieren
(YEDIDIA et al., 1998).

Eine Resistenzzunahme mit metabolischen Verénderungen, wie z.B. Verstdrkung der
Peroxidaseaktivitdt und Synthese phenolischer Verbindungen, wurde in Lauchpflanzen
(SPANU et al., 1988) nachgewiesen. Hydrolasenakkumulation z.B. von Chitinasen und (51,3
Glucanasen, war in Lauch- und Erbsenpflanzen vorhanden (DumAs et al., 1984). Die
Zunahme der Produktion von Peroxidasen und phenolischen Verbindungen werden as
Schltissel im Resistenzprozess betrachtet (DALISAY & Kuc., 1995). Durch die Akkumulation
struktureller Stoffe kann die mechanische Stérke der Zellwand des Wirtes zunehmen und der
Pathogenbefall wird eingeschrénkt oder gehemmt (YEDIDIA et a., 1998). Gleichzeitig
aul3erten sich einige biochemische und morphologische Veranderungen bel Gurkenpflanzen,
as sie mit Trichoderma spp. inokuliert wurden (YEDIDIA et a., 1998). Nach 48 Stunden
konnte eine Zunahme der Aktivitdt von Peroxidasen und Chitinasen sowohl in den Wurzeln
als auch in den Blétern mit Trichoderma behandelter Keimlinge beobachtet werden. Dies
fuhrte zu dem Schluf3, dald3 Trichoderma spp. eine systemische Resistenz in den Pflanzen
induzieren kdnnen.

In solchen Untersuchungen wurde erkennbar, dal? trotz der Aktivierung des Enzyms Chitinase
diese nicht der entscheidende Faktor in der Expression der Resistenz der Pflanzen ist, die mit
Trichoderma inokuliert wurden. Die Bildung struktureller Barrieren und die Synthese
toxischer Substanzen wie phenolische Verbindungen und Phytoalexine gehen der Produktion
der Chitinase und anderer PR-Proteine voran (YEDIDIA et al., 1998).

Be den mit Trichoderma behandelten Gurkenpflanzen wurde eine Aktivierung der
Peroxidase vor der Chitinase 48 h nach der Inokulation beobachtet. Die Peroxidasen spielen
neben der Funktion der Ligninbildung (PReELL, 1996) und der Akkumulation phenolischer
Verbindungen (WARD, 1986) auch bei der Entstehung aktiver Sauerstoffverbindungen wie
dem Superoxidradikal (O,), dem Hydroxylradika (HO) und dem Wasserstoffperoxid
(Hx0,), die zur oxidativen Vernetzung der Zellwand fihrt (PRELL, 1996; SCHLOSSER, 1997),
eine besondere Rolle. Sowohl die phenolischen Verbindungen as auch die
Sauerstoffverbindungen konnten sich auch als direkt erregerwirksam erweisen (SCHLOSSER,
1997).

Eine Bestimmung der Abwehrreaktion der Buschbohnen- und Kichererbsenpflanzen nach
einr Behandlung mit Trichoderma spp. gegen den Angriff von C. rolfsii war nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit, doch gab es in den Versuchen zum Trichoderma —
Pathogen - System eine unterschiedliche Befallsinzidenz von C. rolfsii an den Pflanzen. Diese
zeigte sich nicht nur in der Zahl der abgestorbenen Pflanzen, sondern auch in der Lange des
Zeitraums, wahrend dem sich die Pflanzen gegen den Angriff des Erregers wehren konnten.
Bei den alein mit dem Pathogen inokulierten Samen erreichten die Keimlinge in den meisten
Falen nicht die Bodenoberfldche. Es ist somit denkbar, daf3 Trichoderma spp. neben den
bekannten antagonistischen Mechanismen wie Antibiotikaproduktion, Enzymaktivitét
wéhrend des Hyperparastismus und Nahrungskonkurrenz in der Rhizosphére auch die
Fahigkeit hat, das Pflanzenwachstum zu stimulieren und eine Resistenz wéahrend der
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kritischen Perioden der Keimlinge gegen den Befall des Patogens zu aktivieren (GHISALBERTI
& SIVASITHAMPARAM, 1991; HARAN et a., 1993; HARAN et al., 1996; MEYER €t al., 1998).

Obwohl in den letzten Jahren das Interesse an Trichoderma spp. in der biologischen
Bekampfung von Pflanzenkrankheiten sowie fir das Pflanzenwachstum zugenommen hat, hat
der Pilz bisher wenig Aufmerksamkeit als ein potenzieller Resistenzinduktor erhalten (DE
MEYER €t al., 1998).

4.8 Systemisch Aktivierte Resistenz durch Bion®

Um durch phytopathogene Erreger verursachte Schaden zu minimieren und gleichzeitig eine
hohere Produktivitét im landwirtschaftlichen Kulturanbau zu erreichen, werden weltweit
synthetische Pflanzenschutzmittel appliziert (JONES et al., 1991). Sie verursachen nicht nur
hohere Kosten fir die Landwirte. lhre kontinuierliche Anwendung und die stetig zunehmende
Applikationsmenge schaden Umwelt und Menschen gleichermal?en und haben dazu gefuhrt,
dal3 zahlreiche pathogene Pilze Resistenzen gegen Fungizide entwickelt haben (GURKIN &
JENKINS, 1985; LIFSHITZ et a., 1986; PHILIPP, 1996;). Dadurch wird eine wirksame
Bekampfung zunehmend erschwert (MENZIES & BELANGER, 1996). Durch die Anwendung
von Resistenzinduktoren (SIEEGRIST et da., 1997) sowie durch bestimmte biotische und
abiotische Faktoren (SCHLOSSER, 1997) konnen Pflanzen ihre eigenen Abwehrmechanismen
gegen einen Pathogenbefall aktivieren.

Im Gegensatz zu herkdbmmlichen Fungiziden stellt die Vewendung des kommerziellen
Induktors BION® im Pflanzenschutz eine neue 6konomische und umweltschonende Methode
dar, die aufgrund der geringen Aufwandmenge und einer sehr geringen Toxizitét gegentber
den Wirtspflanzen keine Gefahr einer Resistenzbildung von Pathogenen mit sich bringt und
Anwendern, Umwelt und Verbrauchern nicht schadet. BION® aktiviert die natiirliche Abwehr
der Pflanzen und reprasentiert somit eine neue Form des Pflanzenschutzes (ANONYM, 1996;
GORLACH et al., 1996; KIRSTIN €t al., 1999).

Pflanzen werden in der Regel von vielen verschiedenen Pathogenen angegriffen. Neuere
Forschungsergebnisse zeigen, dal3 sie sowohl durch pré&formierte kongtitutive Barrieren als
auch durch induzierte Abwehrmechanismen in einem frihen Stadium das Wachstum und die
Entwicklung eines angreifenden Pathogens hemmen oder unterdriicken kénnen (KESSMANN et
a., 1994 MURILLO et al., 1999; SrICHER et a., 1997). Die Fahigkeit eines Organismus, den
Angriff eines Schaderregers abzuwehren, wird as Resistenz bezeichnet (AUST et al., 1991).

Der Einsatz von BION®  Benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-Carbothionséure-S-Methylester-
Benzothiadiazole (BTH) (SIEGRIST et d., 1997) stellt neben anderen Verbindungen eine
Alternative zur Bekd@mpfung von Pflanzenkrankheiten dar, deren Wirkung auf ener
Systemisch  Aktivierten Resistenz (SAR) gegen den Pathogenangriff basiert. Dieses
Phanomen ist ein durch ein Pathogen oder eine chemische Verbindung stimulierter Prozess,
durch den zahlreiche Abwehrmechanismen der Pflanzen aktiviert werden. So wird bei einem
Pathogenbefall die Penetrationsstelle des Schaderregers aur Abwehr verstarkt. Aber auch das
Resistenzniveau in der ganzen Pflanze steigt (Ross et al., 1961; ANFOKA & BUCHENAUER,
1996; SCHLOSSER, 1997; KNOESTER €t al., 1999; HAN et a., 2000). Die Effektivitdt solcher
Abwehrmechanismen ist abhangig von der Invasionsgeschwindigkeit des Pathogens und der
Aufbaugeschwindigkeit mechanischer Barrieren durch die Pflanzen (SCHLOSSER, 1997,
MURILLO et al., 1999).

Die meisten der bisher durchgefiihrten Untersuchungen mit BION® as Resistenzinduktor
haben sich nur auf bestimmte monokotile Pflanzen, wie Weizen, Gerste und Rels,
konzentriert. Andere Untersuchungen haben bewiesen, dald die Anwendung des
Resistenzinduktors BION® auch in dikotylen Pflanzen und gegen verschiedene Schaderreger
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wirksam sein kann. Die Effektivitét des Resistenzinduktors gegen bodenbirtige Pilze wie C.
rolfsii und andere Erreger ist in der Literatur dagegen kaum zu finden. In der vorliegenden
Untersuchung wurde erstmals néher ermittelt, ob die Anwendung von BION® WG 50 und
BION® 100 EC in besimmten Konzentrationen ene phytotoxische Wirkung an
Leguminosenpflanzen verursacht. Anschliefend wurde getestet, ob durch unterschiedliche
Applikationsmethoden von BION® eine Resistenz gegen C. rolfsii induziert werden kann.
Dafir wurde der Induktor auf Samen und Laubwerk von Buschbohnen, Linsen,
Kichererbsen-, Erbsen- und Ackerbohnenpflanzen und auf den Boden appliziert.

481 Phytotoxische Wirkung von BION® WG 50 und BION® 100 EC

BION® WG 50 hatte in den Dosierungen von 20 und 40 pg/ml bei ein bis vier Stunden
Einquellzeit keine phytotoxische Wirkung auf den Aufgang und die Pflanzenldnge von
Buschbohnen (Tab. 22). Die Keimung der Bohnensamen, das Flachenwachstum sowie die
Pflanzenlénge wurden im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle sogar deutlich geférdert,
was auch bei einigen anderen Resistenzinduktoren beobachtet werden konnte. Fir diese
Forderung war unter anderem eine gesteigerte CO,-Assimilation und damit verbunden eine
verbesserte Photosyntheseleistung verantwortlich (KRAsKA, 1996). Nach acht und zwolf
Stunden Einquellzeit wiesen die Pflanzen im algemeinen beim Aufgang sowie bel der
Pflanzenentwicklung sichtbare phytotoxische Effekte auf.

In verschiedenen Versuchen wurden die Keimlinge von Buschbohnen, Kichererbsen, Linsen
und Erbsen nach dem Aufgang mit BION® WG 50 bespriiht. Dabei wurden Konzentrationen
von 5, 10, 20 und 40 pug/ml BTH auf die oberirdischen Teile der Pflanzen appliziert. Die
Versuchergebnisse (Tab. 23) zeigten, dal3 die Wirkung der unterschiedlichen Dosierungen des
Resistenzinduktors je nach Kultur variieren kann. Buschbohnen konnten eine Dosis von 20
pg/ml gut vertragen. Ihr Wachstum wurde leicht gefordert. Dagegen fuhrten bei Kichererbsen
bereits 10 pg/ml zu ener Veringerung des Pflanzenwachstums. Die verschiedenen
Behandlungen mit BTH an Linsenpflanzen zeigten keine phytotoxischen Wirkungen, sie
konnten 10 pug/ml gut vertragen. Anwendungen von 20 und 40 pg/ml fihrten dagegen zu
einer Verringerung der Pflanzenlange der Linsen. Die Applikation von BION® an Erbsen
wirkte in alen Behandlungen positiv im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die héchste
Wirkung zeigte sich bei 20 pg/ml, die Pflanzen konnten Mengen von bis zu 40 pg/ml gut
aushaten, ohne negative Auswirkungen zu zeigen. Wie in anderen Versuchen konnte auch
hier eine Zunahme des Wachstums festgestellt werden. Generell kann festgestellt werden, dal3
der Wirkungsgrad des Induktors vom Kulturtyp und der Dosierung abhéngig ist. In viden
Félen war eine zu hohe Dosierung die Ursache fur Wachstumsdepressionen, Chlorosen und
ein Einrollen der Blétter (z.B. bei Buschbohnen bei 40 pg/ml).

In weiteren Versuchen wurden BION® Suspensionen von 20 pg und 40 pug/ml in Mengen von
5, 10 und 20 ml in den Boden gegossen und ihre Effekte auf das Pflanzenwachstum der
Buschbohnen untersucht (Abb. 28a, b). Die Ldsungen wurden durch die Wurzeln in den
oberirdischen Teil der Pflanzen transportiert. Die Anwendung von 20 pg/ml zeigte in alen
Varianten (5, 10 und 20 ml) nach dem Aufgang der Pflanze eine positive Wirkung
hinsichtlich der Pflanzenlange. Bei 40 pg/ml gab es keinen signifikanten Unterschied zur
unbehandelten Kontrolle, obwohl eine Zunahme des Wachstums bei der mit BION®
behandelten Pflanzen beobachtet wurde. Bodenbehandlungen mit zwel Applikationen nach
dem Aufgang der Pflanzen zeigten keine Wachstumsforderung, die Pflanzen waren kleiner als
die der unbehandelten Kontrolle.

In anderen Versuchen wurde die phytotoxische Wirkung von BION® 100 EC, dessen
Formulierung besonders gut fur die Samenbehandlung geeignet ist und das zu diesem Zweck
im Markt eingefihrt worden ist, getestet. Fir die Saatgutbeizung von Buschbohnen,
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Kichererbsen und Ackerbohnen wurden Suspensionen von 12,5, 25, 50, 100 und 200 pg/mi
getestet (Tab. 24). Obwohl keine Variante einen signifikanten Einfluld auf den Aufgang von
Buschbohnen und Kichererbsen zeigte, waren die Keimlinge schon bel 50 pg/ml schlecht
entwickelt. Hohere Konzentrationen fuhrten zu Wachstumsdepressionen sowie Farb- und
Formveréanderungen der Pflanzen. Be  Ackerbohnen hatten die entsprechenden
Konzentrationen weder auf den Aufgang noch auf das Pflanzenwachstum negétive
Auswirkungen, was wahrscheinlich auf der starken Samenschale der Ackerbohnen beruht, die
nur einer verringerte Aufnahme des aktiven Wirkstoffes zul &3t.

Behandlungen von neun Stunden in Konzentrationen von 12,5, 25 und 50 pg/ml von BION®
100 EC beanflul®en be Buschbohnen und Kichererbsen den Aufgang sowie die
Pflanzenhthe in unterschiedlichem Mal3e. Bei beiden Kulturen waren die Werte niedriger als
die der unbehandelten Kontrolle (Abb. 33a, 33b).

Wegen der niedrigen phytotoxischen Wirkung von 12,5 pg/ml von BION® 100 EC wurden
die Buschbohnensamen in Zeiten von 1, 2, 4, 8 und 12 Stunden behandelt (Abb. 34). Bei allen
Varianten gab es keine signifikanten Unterschiede beim Aufgang der Pflanzen, ab 8 Stunden
Behandlungszeit verringert sich der Aufgang. Positiv wirkte BTH in einer Konzentration von
12,5 pg/ml und bei einer Einquellzeit von ein bis vier Stunden auf die Pflanzenhohe von
Buschbohnen.

4.8.2 Versuchezur Induzierten Resistenz gegen C. rolfsii

Der Induktor bewirkt in einer Vielzahl von Pflanzen und gegen zahlreiche phytopathogene
Pilze eine Systemisch Aktivierte Resstenz (SAR). Diese basiet auf multiplen
Abwehrvorgangen, die nach dem Befall eines Pflanzenteils in den Ubrigen befallsfreien Teilen
eine stark erhdhte Widerstandskraft gegen nachfolgende Infektionen mit dem gleichen
Erreger oder anderen Pathogenen aud 0st (SCHLOSSER, 1997).

Aufgrund der Fahigkeit, die nattrlichen Abwehrmechanismen der Pflanzen gegen den Angriff
von Schaderregern zu aktivieren, wurde der Resistenzinduktor Benzothiadiazol (BTH)
BION® WG 50 und BION® 100 EC hier gegen C. rolfsii getestet, einem Pilz, dessen
Lebensform auf perthotropher Erndhrungswei se basiert.

Applikationen von BION® as Resistenzinduktor wurden besonders erfolgreich auf dem
Laubwerk der Pflanzen durchgefuhrt. Sie fihrten nicht nur zur Reduktion des Befalls durch
verschiedene phytopathogene Pilze, sondern gleichzeitig auch zur Reduktion des Einsatzes
von Fungiziden und in einigen Fallen sogar zur Steigerung der Ertrége (BARGMANN €t al.,
1992). Es wurde daher gepriift, ob ein Bespritlhen des Laubwerks mit BION® und dessen
Verwendung as Beizmittel auf Saatgut von Buschbohnen, Linsen und Kichererbsen zu einer
Systemisch Aktivierten Resistenz (SAR) fuhrt und somit vor dem Angriff von C. rolfsii
schiitzt.

Die Samen von Buschbohnen, Linsen und Kichererbsen wurden mit Konzentrationen von 5,
10, und 20 pg/ml BION® WG 50 sechs Stunden behandelt. Innerhalb dieses Zeitraums sollte
die Resistenz initiiert werden. Die Inokulation von C. rolfsii (HCr,) fand auf der Oberfléche
des Bodens statt. Auf diese Weise wurde vermieden, dal? das Inokulum des Erregers einen
direkten Kontakt mit den Samen hatte. Nach finf Tagen wurde die Wirksamkeit der
Induzierten Resistenz anhand des Aufgang s ausgewertet. Bei den mit 5 pg/ml BION®
behandelten Buschbohnensamen lag ein Prozentsatz von 33 % Mortalitdt gegeniiber 63 % bei
den nur mit dem Pathogen behandelten Samen vor. Eine anhliche Effizienz wurde auch bel
Dosierungen von 10 und 20 pg/ml BION® erreicht (Abb. 35a). Bei Kichererbsen lag die
Mortalitét der nur mit dem Pathogen inokulierten Samen bei 100 % gegenlber 43 % bei den
mit 10 pg/ml BION® behandelten Samen (Abb. 35b). Bel Behandlungen mit 5 und 20 pg/ml
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zeigte die Induzierte Resistenz deulich weniger Wirkung. Bei Linsen waren nach 20 Tagen
43% der mit 10 pg/ml BION® behandelten Pflanzen abgestorben gegentiber 93% bei den nur
mit dem Pathogen inokulierten Samen (Abb. 35c). Bel allen Versuchen, in denen die Samen
mit BION® behandelt wurden, zeigte sich eine deutliche Befallsreduktion des Erregers.

Die Effektivitét solcher Abwehrmechanismen hangt von der Invasionsgeschwindigkeit des
Pathogens, der Aufbaugeschwindigkeit mechanischer Barrieren und  chemischer
Abwehrmechanismen durch die Pflanzen ab (SCHLOSSER, 1997; YANG et a., 1997; MURILLO
et a., 1999). So wurde beobachtet, dal? die Pflanzen nach einiger Zeit die Wirksamkeit der
Induzierten Resistenz wieder verlieren und sie dann nicht mehr in der Lage sind, den Angriff
von C. rolfsii abzuwehren. Da nicht die genetische Konstitution der Pflanzen verandert wird,
ist die Wirkungsdauer der Induzierten Resistenz meistens zeitlich begrenzt (STICHER, 1997).
Im Falle eines Restbefalles durch C. rolfsii kann es daher zu einem spéteren Zeitpunkt zu
einer steigenden Mortaitdt und zu Ertragsdepressonen kommen. Durch eine gesteigerte
Anwendungshaufigkeit des Induktors kann die Wirkungsdauer der Induzierten Resistenz aber
verlangert werden (SCHONBECK et al., 1981). Je nach Pflanzentyp (YANG et al., 1997) kénnen
verschiedene Faktoren, wie z.B. Umweltbedingungen (FALKHOF et al., 1988), die Aushildung
der Induzierten Resistenz bzw. die Auspréagung der aktivierten Verteidigungsmechanismen
stark beeinflussen.

In Versuchen, in denen die Samen mit Sklerotien von C. rolfsii inokuliert wurden, konnten
die Pflanzen innerhab von funf Tagen aufgehen. In diesem Zeitraum zwischen Keimung und
Auflaufen waren die Sklerotien in den meisten Félen nicht 100%ig féhig, die Keimlinge zu
befalen. Die Sklerotien brauchten noch zwel bis drei Tage, bis sie keimen und wachsen
konnten und infektionstlichtig waren. Waren die Keimlinge aufgelaufen, wurden sie mit dem
Resistenzinduktor BION® WG 50 bespriiht (Abb. 36a). Die Wirksamkeit einer Aktivierung der
Abwehrmechanismen der Pflanzen gegen den Befal von C. rolfsii war bei der Mehrzahl der
Pflanzen nach 20 Tagen sichtbar. Die Zahl der aufgelaufenen Pflanzen bel der unbehandelten
Kontrolle (ohne Pathogen und ohne Bion Behandlung) ereichte nach der Keimung 100%
gegeniiber 76 % bei 20 ug/ml BION® mit dem Pathogen und nur 10 % bei den nur mit dem
Pathogen inokulierten Pflanzen. STEINER et al. (1988) berichten, dal3 nach der Aktivierung der
Abwehrmechanismen die Toleranz der Pflanzen gegen den Angriff phytopathogener Pilze
steigt. Auf diese Weise kann ene Induzierte Resistenz auch bei KulturpflanzenSorten
exprimiert werden, die keine Resstenzgene gegen enen bestimmten Erreger enthalten
(SCHLOSSER, 1997). Ein hoherer Wirkungsgrad der Induzierten Resistenz ergab sich bel den
mit 10 und 20 pg/m BION® behandelten Pflanzen. Er verringerte sich, wenn die
Konzentration des Induktors auf 40 pg/ml erhdht wurde. Es wurde in anderen Versuchen
beobachtet, dal3 Behandlungen der Blatter mit 5, 10 und 20 pg/ml das Wachstum und die
Entwicklung der Pflanzen férdern und da Dosierungen von 40 pg/ml BION® eine
phytotoxische Wirkung hatten.

Die Anwendung von BION® WG 50 zur Erzeugung der Induzierten Resistenz konnte
hinsichtlich Anzahl und Gewicht (g) der Friichte ausgewertet werden (Abb. 36b). Die Anzahl
der Fruchte der unbehandelten Kontrolle war hoher als bei und signifikant verschieden von
den mit BION® und dem Pathogen zusammen behandelten Pflanzen. Dagegen war das
Gewicht der Friichte bei den mit 20 pg/ml BION® behandelten Pflanzen héher as das der
unbehandelten Kontrolle und as die anderen Behandlungen. STEINER (1988) erwahnt, dal3
induzierte Pflanzen einen hoheren Schaderregerbefall tolerieren kénnen, ohne dal3 es zu
Ertragsverlusten kommt. Je nach Kulturpflanze und Induktorklasse kann die Ertragdeistung
jedoch variieren. Anzahl und Gewicht der Friichte verringerten sich deutlich bei 40 pg/ml.

Neben der Induzierten Resistenz der Buschbohnen gegen C. rolfsii konnte durch die
Applikation von BION® die Ertragsleistung verbessert werden, was wahrscheinlich auf einen
leistungsfahigeren Wassertransport  zurtickgefihrt werden kann, wie in Tomatenpflanzen



Diskussion 112

nachgewiesen wurde (BARGMANN et a., 1992). Es ist aber nétig, weitere Untersuchungen der
Wirkung von BION® auf den Krankheitsbefall und seinen EinfluR auf den Ertrag wichtiger
landwirtschaftlicher Kulturen durchzufhren.

Mittels verschiedener Inokulationsmethoden wurde der Effekt der Induzierten Resistenz auf
Buschbohnen- und Kichererbsen untersucht, die mit dem Inokulum von C. rolfsii (HCry)
zusammen und getrennt inokuliert wurden. In beiden Kulturen, in denen das Inokulum mit
dem Pathogen zusamen appliziert wurde, konnten die Keimlinge weder auflaufen noch eine
Resistenzinduktion zeigen. Innerhalb von finf Tagen erreichte die Zahl der abgestorbenen
Pflanzen 98% bei Buschbohnen und 100% bei Kichererbsen (Abb. 37ab). Méglicherweise
konnten die Samen wahrend des Keimungsprozesses bzw. in den frihen Entwicklungsstadien
aufgrund der Nahe und des schnellen Befalls von C. rolfsii keine bzw. keine wirksamen
Abwehrmechanismen kilden. Durch das Zusammentreffen von pradisponierten und anfélligen
Pflanzenorganen und Pathogen war sowohl eine raumliche als auch eine zeitliche Koinzidenz
gegeben, die zur Ausprégung der Krankheit fuhrte (SCHLOSSER, 1997).

Fur eine Aktivierung der pflanzlichen Abwehrmechanismen ist ein Zeitintervall zwischen der
Applikation des Induktors und der Inokulation des Erregers notwendig. In diesem Zeitraum
haben die Pflanzen die Moglichkeit, die erforderlichen Verteidigungsmechanismen zu bilden,
mit denen der Angriff von C. rolfsii abgewehrt werden kann. Je nach Kulturart, Umweltbedin
gungen und Erreger kann die Lange des Zeitintervalls variieren (STICHER, 1997).

In den Versuchen, in denen die Buschbohnen- und Kichererbsensamen keinen Kontakt mit
dem Inokulum von C. rolfsii hatten, konnten die Samen aufgrund des Abstands zum Pathogen
keimen und auflaufen. Wahrend der Keimung und des Aufgangens konnten die Pflanzen den
Prozess der Resistenzinduktion durchfihren, so dal3 das Pathogen zu dem Zeitpunkt, an dem
es die Pflanzen errreichte, einerseits mit den bereits vorhandenen konstitutiven Barrieren und
andererseits mit dem bereits aktivierten Abwehrmechanismus der Pflanze konfrontiert wurde.
Die durch eine Resistenzinduktion erhdhte Widerstandsfahigkeit konnte die Etablierung des
Schaderregers zumindest fir eine bestimmte Zeit verzogern, so dal3 bel fehlender zeitlicher
Koinzidenz zwischen einem prédisponierten anfélligen Pflanzenorgan und dem Pathogen en
Krankheitsausbruch verhindert werden konnte (SCHLOSSER, 1997). Auch die Anzahl
aufgelaufender Pflanzen war deutlich hoher as bel alleinigem Befal durch das Pathogen. Die
Dosis von 12,5 pg/ml und eine Behandlungszeit von 4 Stunden fihrte zu einer besseren
Wirkung as hohere Konzentrationen, was sich nicht nur in ener Reduktion der Wirksamkeit
der Induzierten Resistenz, sondern  auch in phytotoxischen  Wirkungen wie
Wachstumshemmung und Deformation der Blétter aulierte.

Bel der Induzierten Resistenz der Pflanzen werden einige Abwehrmechanismen aktiviert, die
durch Pathogene (ONGENA et a., 2000) oder bestimmte Verbindungen (Elicitoren) ausgel 6st
werden konnen (INBAR et al., 1999). An der Aktivierung solcher Mechanismen sind
darUberhinaus verschiedene biochemische Vorgénge beteligt, die zur Erhdéhung des
pflanzlichen Stoffwechsels sowie zur Synthese und Aktivitét einiger Enzyme fihren konnen.
Die Rolle der Elicitoren und bestimmter Bodenmikroorganismen als Resistenzinduktoren
sowie die Wirksamkeit solcher Abwehrmechanismen sind Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen (ELTSNER, 1996; PRELL et al., 1996; AGRIOS, 1997; DURNER et a., 1997;
JACKSON, 1997; LYON & NEWTON, 1997; SCHLOSSER, 1997; SEGRIST €t al., 1997; STICHERET
et a., 1997; IMBAR et al., 1998; LOON et a., 1998; PURKAYASTHA, 1998; VAN LONN et al.,
1998; KIRSTIN €t al., 1999; KNOESTER €t al., 1999; SLETZER & ENYEDI, 1999; CAMERON,
2000; COLSON-HANK & DEVERALL, 2000; DANN & DEVERALL, 2000; ENEBAK & CAREY,
2000; JEUN et a., 2000; ONGENA et al., 2000; REUVENI et al., 2000; TREUTTER, 2000; TRILLAS
et al., 2000).
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Maoglicherweise |&% sich die Befallreduktion von C. rolfsii in einigen Versuchen auf eine
Systemisch Aktivierte Resistenz (SAR), ausgelést durch die Applikation von BION®,
zurickfuhren. Einige induzierbare pflanzliche Barrieren schlief?en Zellwandmodifikationen,
Verdnderungen der Plasmamembran sowie die Veranderung der Genregulation ein (KEEN,
1992). Zelwandmodifikationen sind physikalische Barrieren, die bel der Resistenzinduktion
gebildet werden (DALISAY & Kuc, 1995; HSTNER, 1996; FRELL, 1996; SCHLOSSER, 1997,
TRILLAS et al., 2000). Die Veranderung der Zellwande der Pflanzen und die dabel beteiligten
Produkte wie Lignin, Kallose, hydroxiprolinreiche Zellwandproteine und Silikatablagerungen
(LANGEN et d., 1998) konnten den Etablierungsprozess von C. rolfsii zumindest einige Zeit
verzogern, bis sich die Pflanze entwickeln und andere Resistenzmechanismen aktivieren kann
(STICHER €t &l., 1997).

Bel der Systemisch Aktivierten Resistenz findet die Expression einiger Familien von PR-
Proteinen, wie [51,3-Glucanasen (PR-2) und Chitinasen (PR-3), statt (CENTURY et al., 1995;
WARD et al., 1991), die durch das SAR-Gen kodiert werden (WARD &t al., 1991). Chitinasen
und 3-1,3-Glucanasen haben eine antifungale, synergetische Wirkung (MAUCH et al., 1988)
und werden durch Abwehrsysteme von Pflanzen gegen phytopathogene Pilze (ELSTNER,
1996) und Insekten (INBAR et a., 1998) gebildet. Beide Enzyme finden sich in spezifischen
pflanzlichen Rezeptoren des Plasmalemmas und wirken dort als Elicitoren zur Aktivierung
der Signaltransduktionskette in den Pflanzen (KUROsSAKI, 1986; NIDERMAN et al., 1995;
SCHLOSSER, 1997). Bel der Expression der (31,3-Glucanasen und Chitinasen findet auch die
Synthese der Enzyme PhenylalaninnAmoniumLyase (PAL) und ChakonSynthase (CHS)
datt, die zusammen mit den Peroxidasen als Schllisselenzyme der Resistenzmechanismen der
Pflanzen betrachtet werden (ANFOKA & BUCHENAUER, 1996; PRELL, 1996; SCHLOSSER,
1997). Durch die Erhéhung der Aktivitdten der PAL und Peroxidasen wird bei der Induktion
der Abwehrmechanismen der Pflanzen die Synthese phenolischer Verbindungen weiter
verstarkt (ELSTNER, 1996), die in der Zellwand als Abwehrstoffe der Pflanzen gegen den
Erregerbefall gebildet werden (NURNBERGER et a., 1994; PreLL, 1996; BENHAMOU &
BELANGER, 1998).

Die Aktivierung solcher Abwehrmechanismen, die bel der Unterdriickung der Entwicklung
mehrerer phytopathogener Pilze wirksam sind, ist in der gesamten Pflanze nach der
Applikation von BION® in mehreren Forschungsarbeiten nachgewiesen worden (SIEGRIST et
a., 1997; KIRSTIN et al., 1999; DANN & DEeVERALL, 2000). Daher ist anzunehmen, dal3 diese
und andere Abwehrmechanismen bei Buschbohnen und Kichererbsen nach BION®-
Behandlungen gegen den Angriff von C. rolfsii induziert und die SAR aktiviert wurde und
damit die Resistenz der Pflanzen erhoht wurde. BENHAMOU & BELANGER (1998) berichten,
dal3 eine hthere Akkumulation phenolischer Stoffe am Penetrationsort von Pythium ultimum
stattfand und die Bildung mechanischer Barrieren gegen den bodenbirtigen Pilz unterstitzten.
Eine Akkumulation von Salicylsidure (SA) nach Applikation von BION® in pflanzlichem
Gewebe (SCHLOSSER 1997) konnte bei der Resistenzinduktion von Bedeutung sein (METRAUX
et a., 1990; DURNER et al., 1997).

In Laufe der umfangreichen Versuche zur Resistenzinduktion wurde bel den verschiedenen
Leguminosenpflanzen beobachtet, dal3 die Effektivitdt der Abwehrmechanismen von der
Befallgeschwindigkeit des Pathogens sowie der Aufbaugeschwindigkeit mechanischer
Barrieren durch die Pflanze abhéngig ist. Eine Samenbeizung mit BION® kann erfolreich
sein, wenn im Boden keine hohen Konzentrationen des Pathogeninokulums vorkommen oder
wenn die Samen keinen Kontakt mit dem Erreger haben, wodurch ihre Anwendung und ihre
Wirksamkeit gegen bodenbiirtige Pilze begrenzt sein kénnte. Applikationen von BION® sind
nach den Erfahrungen mehrerer Untersuchungen gegen wichtige Blattkrankheiten
unterschiedlicher Kulturen zu empfehlen. Aufgrund der Unspezifitdt von BION® kann die
Entwicklung mehrerer Krankheitserreger gleichzeitig verzogert werden. Wegen seiner
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geringen Toxizitd fir die Umwelt ist BION® eine Alternative zum Fungizideinsatz. Die
Wirkungsgrade der Induzierten Resistenz kénnen durch den Einflul3 mehrerer Faktoren wie
z.B Temperatur, Dosis und Applikationsmethode des Induktors, und je nach Pflanzenart und
Pathogenart variieren. Die Anwendung von BION® verspricht in Zukunft eine neue
Maoglichkeit der Bekampfung phytopathogener Pilze.

Abschliefiend kann festgestellt werden, dal3 bestimmte Mikroorganismen wie Trichoderma
spp. as biologisches Mittel sowie die Anwendung von BION® as Resistenzinduktor der
Pflanzen in der Landwirtschaft in Kombination mit anderen Methoden erfolgreich zur
Bekampfung zahlreicher Pflanzenkrankheiten eingesetzt werden kénnen. Dabei verspricht die
Anwendung von Trichoderma spp. vor alem wahrend der kritischen Infektionsperioden der
Pflanzen eine hohe Wirksamkeit gegen bodenbiirtige Pathogene, BION® besonders gegen
Blattkrankheiten. Besonders interessant erscheint eine Kombination beider Verfahren, deren
Potential aber noch eingehender untersucht werden mul3.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Suche nach dternativen Beké&mpfungsstrategien gegen phytopathogene Pilze ist ene
Antwort auf die Notwendigkeit, die Doserungen und die Zahl synthetischer Fungizide zu
veringern. In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Untersuchung die
Wirksamkeit von Trichoderma spp. as biologisches Mittel und BION® Benzo-(1,2,3)-
thiadiazol-7-Carbothionsdure-S-Methylester-Benzothiadiazole (BTH) als Resistenzinduktor
zur Kontrolle von Corticiumrolfsii getestet.

51 Unter suchungen von Trichoderma spp. und C. rolfsii in vitro

Obwohl eine Selektion potentieller antagonistischer Pilze anhand in vitro durchgefihrter
Plattentests nur selten mit den Ergebnissen im Gewéchshaus oder im Frelland Ubereinstimmt,
snd Ermittlungen der morphologischen Eigenschaften wie Farbe, Wachstumsgesch
windigkeit, Aggressvitét und Wirkungsspektrum dennoch hilfreich und notwendig. Die
Pigmentation sowie die Sporulation und in einigen Falen die Wachstumsform stehen in
engem Zusammenhang mit den N&hrmedien. Die Verwendung von PDA-, MPA- und PDYA-
Na&hrmedien in vitro erwiesen sich sowohl fur das Wachstum von C. rolfsii as auch fir
Trichoderma spp. und fur die Bewertung ihrer antagonistischen Wirkung als geeignet. Die
Benutzung von Hirsemehl in Mengen von 10, 20 oder 40 g/l zeigte nicht nur, dal3 dieses eine
wichtige Nahrungsquelle fir die Pilze darstellt, wobel sowohl das Wachstum als auch
Sporulation gefordert sein konnen, sondern aufgrund der niedrigen Kosten auch eine
Alternative zu Labormaterialien ist.

Bel niedrigen Temperaturen reagierten die meisten Trichoderma-Stdmme nicht nur
hingchtlich  Wachstum und  Sporulation, sondern  auch in Bezug auf ihr
Antagonismuspotential ganz unterschiedlich.

Toxische Substanzen von Trichoderma spp. konnten in Dualkulturen je nach den
Trichoderma-Stdmmen, den Nadhrmedien und der Inokulationszeit das Wachstum von C.
rolfsii sehr stark hemmen, ihn aber nicht abtbten. Sie sind aber zusammen mit der
Enzymaktivitst und der  Konkurrenzféhigkeit — entscheidende  Mechanismen  des
Antagonismuspotentials von Trichoderma spp., die zum Absterben des Filzes fuhren. Mit
Hilfe eines Selektivmediums konnte der Antagonismus von Trichoderma spp. gegen C. rolfsii
nachgewiesen werden.

Aufgrund ihres breiten Spektrums sind Trichoderma spp. auch gegen andere bodenbirtige
Pilze wie Pythium debaryanum, Pythium ultimun, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
oxysporum, Fusarium culmorum und Rhizoctonia solani, wirksam.

5.2 Gewachshausver suche

Bel Inokulationen der Pflanzen mit C. rolfsii spielen die Distanz zum Wirt, die Tiefe, die
Menge und der Typ des Inokulums des Pathogens im Boden eine besondere Rolle.
Hirsekorner als Inokulumtréger von C. rolfsii waren wirksamer als Sklerotien. Hirsekorner
konnen ebenfals als Nahrungsguelle und Inokulumtréger von Trichoderma spp. verwendet
werden.

Mit Hilfe von Hirsekérnern kann Biomasse von Trichoderma in grof?en Mengen und in
kirzerer Zeit produziert werden as mit anderen Nahrmedien. Das Hirsekorner-Medium stellt
fir das Wachstum der Pilze eine wichtige Nahrungsquelle dar, wobel der Pilz mehrere
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Monate gelagert werden kann, ohne seine Wirksamkeit zu verlieren. Wegen der sehr
niedrigen Kosten und der einfachen Bearbeitung bietet die Verwendung von Hirsekoérnern
einen klaren 6konomischen Vorteil.

Die Aktivitét und Effizienz von Trichoderma spp. gegen C. rolfsii kann in eénem nattrlichen
Okosystem durch die Formulierung, die Aufwandmenge, die Applikationsmethode, die
Applikationszeit des Inokulums, den algemeinen Nahrzustand des Pilzes, den Inokulumtrager
sowie die Inokulumkonzentration des Pathogens, die Wirtspflanze, die Temperatur, den
Bodentyp, die Feuchtigkeit des Bodens und das Auftreten von Fungiziden beeinfluf3t werden.

Die Applikation von Trichoderma spp. durch einen geeigneten Trager mit ausreichenden
Nahrstoffen steigert bei der Saatgut - oder Bodenbehandlung seine Wirksamkeit gegen C.
rolfsii. Eine Vorinokulation des Bodens mit Konidiensuspensionen von Trichoderma spp.
fUhrte ebenfals zur Steigerung der Effizienz des Antagonists bei der Bekampfung von C.
rolfsii.

Gegen die meisten der hier getesteten Wirkstoffe, die in der Praxis fir die Saat- und die
Pflanzenbehandlung eingesetzt werden, sind Trichoder ma-Pilze unempfindlich. Die Resistenz
einiger Trichoderma-Stdmme gegen wichtige Pflanzenschutzmittel bietet die Moglichkeit der
Anwendung biologischer Préparate in Kombination mit Fungiziden.

Die Effizienz von Trichoderma spp. sollte nicht nur wegen ihres antagonistischen Potentials
gegen die Pathogene bewertet werden, sondern auch wegen ihrer Fahigkeit, das Wachstum
von Pflanzen zu fordern und eine natlrliche Resistenz gegen den Angriff von Erregern zu
aktivieren.

5.3 Phytotoxische Wirkung von BION® WG 50 und BION® 100 EC

Der Wirkungsgrad von BION® variiert je nach Konzentration, Pflanzenart und
Applikationsmethode. Es konnte festgestellt werden, daR BION® WG 50 in den
entsprechenden Dosierungen von 20 und 40 pg/ml bei ein bis vier Stunden Behandlungszeit
keine phytotoxische Wirkung hatte. Applikationen von BTH der oberirdischen Teile der
Keimlinge von Buschbohnen mit 20 pg/m, Kichererbsen 5 pg/ml, Linsen 10 pg/ml und
Erbsen bis 40 pg/ml fuhrten zu erheblichen Verbesserungen des Pflanzenwachstums.
Losungen von BION® kénnen in den Boden gegossen werden und durch die Wurzeln sehr gut
in den oberirdischen Teil der Pflanzen transportiert werden. Dieses Verfahren ist aber wegen
der erforderlichen grof3en Aufwandmenge 6konomisch nicht sinnvoll.

BTH 100 EC in Konzentrationen von 12,5 pg/ml bei einer Samenbehandlung von ein bis vier
Stunden wirkt positiv auf die Keimféahigkeit und die Hohe der Pflanzen. Dosierungen Uber 25
pg/ml fuhren zu Wachstumsdepressionen.

54 Aktivierte Resistenz gegen C. rolfsii

Die Wirksamkeit der Resistenzinduktoren BION® WG 50 und BION® 100 EC, die
natirlichen Abwehrmechanismen der Pflanzen gegen den Angriff von C. rolfsii zu aktivieren,
héngt von der Inokulumkonzentration, dem Inokulumtyp sowie der Distanz des Inokulums zu
den Samen ab.

Be Inokulationen mit Sklerotien von C. rolfsii konnten die Keimlinge auflaufen und
reagierten nach Besprihen mit 10 und 20 pg/ml BION® WG 50 mit einer Systemisch
Aktivierten Resistenz (SAR). Die Anwendung der Resstenzinduktoren fihrte zur
Reduzierung der Anzahl der Frichte, konnte aber deren Gewicht (g) steigern. Durch einen
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Restbefall von C. rolfsii kann es zu einem spéteren Zeitpunkt zu einer steigenden Mortalitét
und zu Ertragsdepressionen kommen.

Die Wirkung der SAR kann unter dem Einflul® mehrerer Faktoren wie Temperatur, Dosis und
Applikationsmethode des Induktors und je nach Pflanzenart und Pathogenart variieren.

In den meisten Versuchen, in denen die Samen mit Hirsekornern as Inokulumtréger von C.
rolfsii inokuliert worden waren, konnten die Keimlinge weder auflaufen noch ene
Resistenzinduktion zeigen. In diesen Féllen hangt die Effektivitét der Abwehrmechanismen
von der Invasionsgeschwindigkeit des Pathogens und der Aufbaugeschwindigkeit
mechani scher und chemischer Barrieren durch die Pflanzen ab.

Abschliefiend kann festgestellt werden, dal3 bestimmte Mikroorganismen wie Trichoderma
spp. as biologisches Mittel sowie die Anwendung von BION® as Resistenzinduktor der
Pflanzen in der Landwirtschaft in Kombination mit anderen Methoden erfolgreich zur
Bekampfung zahireicher Pflanzenkrankheiten eingesetzt werden kénnen. Dabei verspricht die
Anwendung von Trichoderma spp. vor dlem wéhrend der kritischen Infektionsperioden der
Pflanzen eine hohe Wirksamkeit gegen bodenbiirtige Pathogene, BION® besonders gegen
Erreger von Blattkrankheiten. Wegen ihrer geringen Toxizitét fur die Umwelt, Anwender und
die Verbraucher pflanzlicher Lebensmittel sind Trichoderma spp. und BION® eine
beachtenswerte Alternative zum Fungizideinsatz.
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SUMMARY

Sundries types of beans as well as lentils, chick peas, peas and field-beans are important
essential footstuffs in Middle and South America. Because of their high nutritional value and
the versatile uses they are more and more aften cultivated in many countries. Their production
is limited by phyto-pathogen viruses, bacterias and fungi as well as by insects and herbs. The
partidly very high profit reduction is not only an economic problem for the farmers but
endangers a so the food-care of the population.

Most diseases are caused by fungi. Seeds, seedlings, leaves and fruits in the ffield and the
harvest-property in the warehouse are threatened by fungus-like viruses constantly. Of
particular importance are soil fungi like Pythium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani and
Corticiumrolfsii, which cause damping off of seedlings.

Considerable profit and quality decreases in tropical and subtropical areas can be reduced
often by the application of synthetic fungicides only. The development of C. rolfsii and other
phyto-pathogen fungi admittedly can be hindered through their application, however,
smultaneoudy aso populations of useful fungi, like for example antagonists, can be
suppressed. This can lead to the appearance of other diseases, which were previously without
economic meaning. Due to an increasing selection of fungicide-resistant strains of fungus-like
viruses certain fungicides in many countries can no longer be used.

Alternatively, worldwide biologica methods against pathogenes using different
microorganisms have been under testing for some time. Trichoderma spp., attracted particular
interest because of their high antagonistic potentia against fungus-like pathogenes, especially
against soil fungi.

The search for aternative methods of controlling plant diseases is a response to the need of
reducing the dose as well as the number of chemical products applied worldwide. For this
reason this research undertook to evaluate the effectiveness of Trichoderma spp. as a method
of biological control , and of BION® Benzo—(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid-S-methyl
ester (BTH) which induces resistance against Corticium rolfsii. A combination of
Trichoderma and BION® could be an aternative to the use of synthetic fungicides and an
important component of an integrated disease management.

6.1  Research with Trichoderma spp. And C. rolfsii in vitro

In the control against pathogens and above all against soil pathogens, which are especially
difficult to control, in numerous researches Trichoderma spp. Has been successfully
developed and used as a natural control method.

Despite the fact that morphologica studies carried out under laboratory conditions on
coloration, speed of growth, aggression and effectiveness of potentialy antagonistic fungi
greenhouse or under field conditions, there are however necessary for the selection of strains
of Trichoderma.
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PDA, PDYA and MPA media promote the growth of C. rolfsii and Trichoderma spp., and
help to asses the antagonistic potential of the fungus. Its growh lies on these media between
20 and 21 mm/24hrs and can even reach up to 30 mm/24hrs.

The Sclerotia are the primary inoculum source of the pathogene. However, their number can
vary depending on the nutritional media, temperatures, pH or because of the apperearance of
fungicides or other organisms. The optimum temperature for the germination of the sclerotia
is 30 °C, at temperatures of 8 °C and 40 °C the germination of the sclerotia is suppressed. In
the greenhouseat temperatures of 28 °C and with high humidity the atack of C. rolfsii is
favored. Under these conditions, the sclerotia germinate very quickly and form a mycelium,
that extends on the ground-surface and on the attacked plants.

At low temperatures, most Trichoderma strains reacted quite dfferently not only regarding
growth and sporulation but also their antagonistic potential. The Trichoderma starins T.
koningii (T-165), T. harzianum (T-040), T. hamatum (T-093), T. harzianum (T-257) and T.
harzianum (T-391) have a growth rate of +/- 25 mm/24hs. The nutritional media PDA, PDY A
and MPA are adequate for the growth of the fungi.

Selecting Trichoderma spp., beside other climatic conditions one must keep an eye particulary
on the temperature conditions, under which Trichoderma has the ability to develop and to
become active. An antagonism of T. koningii (T165), T. harzianum (T-040), T. hamatum (T-
093), T. harzianum (T-257) and T. harzianum (T-391) did not take pleace at 5 °C and their
growth was low or was stopped, which agrres with the results of KOHL (1989).

For a selection of Trichoderma starins, beside their aggression also their tolerance of cooler
temperatures is therefore a necessary criterion. Liquid cultures of T. konongii (T-165) and T.
harzianum (T-040) with millet outlasted at 5 °C for one year without losing their antagonistic
potential. The use of millet-flour in quantities of 10, 20 or 30 g/l showed not only that it
represents a great food-source for the fungi, with which growth as well as sporulation can be
promoted, but that it is due to the low expenses also an adternative to laboratory materials.

Depending on the species of Trichoderma, the duration of the inoculation, the temperature
and the method of feeding, it is possible to stop the growth of C. rolfsii through the means of
volatile and non-volatile toxic substances of Trichoderma spp, but impossible to kill it.
Besides the production of enzymes during the parasitism and the capacity to compete for
space and food, these substances are important antagonistic mechanisms of Trichoderma spp.
which finaly lead to the destruction of the fungus. Gliotoxin and gliovirin produced by
Trichoderma spp., can be involved in protection of seedlings from C. rolfsii.

Trichoderma harzianum (T040) attacked the mycelium of the pathogen when the nutrient
media was PDA, this attack, however, was much more rapid and efficient in the precense of
millet-flour. Phase-contrast microscopy showed degradation of C. rolfsii mycelium in regions
of interaction with the antagonistic fungus. Such mycoparasitism was observed by scanning
electron microscopy.

The production of any enzymes as [5(1-3) glucanase and chitinase can be the key enzymes in
the lisys of fungal cell walls of C. rolfsii. In vitro it was possible to check the antagonism of
Trichoderma agains C. rolfsii with the help of a selective medium.

Under laboratory-conditions, one determined that most tested Trichoderma spp. Have a
higher sensvity against fungicides of the groups bezothiadazolen like benomyl and
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carbendazim as well as prochloraz of the group imidazoles. Of the investigated materia, T-
391, an isolate of T. harzianum, proved as extremely resistant against benomyl and was not
even influenced by 50 pg/mis in its mycdium-growth. In combination with benomyl, this
strain would be suitable for an integrated control. A prerequisite would be that the fungus-like
virus to be fougth reacts sensitively to benomyl. However, this was not the case with C.
rolfsii.

Their antagonistic effect even reaches other important pathogenic fungi in the soil such as
Pythium debaryanum, Pythium ultimun, Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum,
Rhizoctonia solani and Sclerotina scelotiorum.

6.2  Greenhouse experimentation

In plants inoculated with C. rolfsii, the distance of the inokula to the host, the depth, the
quality as well as the type of inokula play an important role. Greenhouse experiments showed
that the granules of millet were the best carries of the inokula for C. rolfsii, even better that
sclerotia. They were aso used as sources of food as well as carries of inokula for
Trichoderma spp.

It should be noted that millet can be produced easily, in a short period of time, in great
guantities at low cost. For the growth of fungi, millet constitutes the main source of food. For
this reason the fungi may be stored for long periods of time without losing their effectiveness.
For the low cost of production of inokula, millet is economically of advantage.

The use of biocontrol agents to minimize damping-off its an aternative disease management
strategy when gowers are concerned over seed phytoxycity from fungicides. The antagonistic
activity of T. harzianum (T-040) was obserced as a significant decrease in C. rolfsii damage
to beans, lentils and chick peas during the experiments. The decreasing percentage of diseases
plants was positively correlated with the increasing amount of T. harzianum preparation
added to the soil. This preparation remained active during the growth cycle of beans.

The activity and efficiency of Trichoderma spp. as a biological agent against C. rolfsii may be
affected in natural ecological systems by their formulation, the amount applied, the method
and duration of application, the fungis nutritional status, the type of carrier of the inokula as
well as the concentration of the inokula o the pathogen, the type of plant, the temperature, the
type of soil, the humidity of the soil and the presence of fungicides.

The application of Trichoderma spp., through a carrier ready for inokula with sufficient
guantities of food increases the efficiency of the control against C. rolfsii in seed treatments
and in soil. The pre-inoculation of the soil with suspensions of Trichoderma spp. Also
increases the efficiency of the antagonistic fungus in the control of pathogenic fungi.

With the increasing interest in developing aternatives to chemicals funficides, mass
production of Trichoderma for use as bioprotectans has becomme a focus of industrial
research and development. Liquid fermentation is the method of choice for producing
biomass, because large facilities are available. A critical barrier to the mass production of
Trichoderma is the lack of suitable media and methods for producing large amounts of high-
quality biomass in a short period of time. The quality of a microbia bioprotectant is dependt
on the propagule density in the biomass, its ability to survive processing requires drying to
avoid contamination and spoilage of the biomass. Hyphae, chlamydosporen, and conidia are
the propagules of Trichoderma which were produced for the experiments. PDA and millet-
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flour media were suitable for the biomass production of trichoderma spp. Millet media
promoted the growth and the conidia formation. To be used for biological control of plant
pathogens fungal biomass must be economical to produce, able to withstand desiccation, and
stable storange conditions.

Trichoderma spp. Were tolerant against the maority of chemical products testet in the
research. Their resstance against some fungicides makes them an aternative for use in
combination with chemical productsin integrated systems of control.

The effectiveness of Trichoderma spp. should not be seen solely for their antagonistic
capacity, but also for their being able to induce the growth of plants and possibly for their
capacity to activate a natural resistance against the attack of pathogens.

6.3 Phytotoxity of BION® WG 50 and BION® 100 EC

The effectiveness of BION® WG 50 varies with its concentration, the type of plant and the
method of application BION® WG 50 in concentrations of 20 and 40 pg/ml when soaked
between 1-4 houers, does nor produce phytotoxic effects. Applications of BION® on the
leaves of bean plants with 20 pg/ml, on lentils with 10 pg/ml and on peas ewith up 40 pg/ml
produce positive effects on their growth. The application of BION® on the soil can lead to its
transportation through the roots to the leaves, but on account of the fact that large amounts are
needed, from the economic point of view this method can not be recommended.

BION® 100 EC, when applied in concentartions of 12,5 pug/ml and when left to soak for
between 1.4 hours, has no effect on the germination nor the height of the plants. However,
doses of above 25 pg/ml, do lead to depressive growth in the plants.

6.4 Induction of Resistance against C. rolfsii

The effectiveness of BION® WG 50 and BION® 100 EC as inducers of resistance, which
provoke the plants natural defence mechanisms against C. rolfsii, depends on the
concentration of the inokula, the type of inocula as well as the distance between the inokula of
the pathogen and the seeds.

In inoculations with sclerotia of C. rolfsi, small saplings could be seen, the same as those
applicated with a dose of 10 and 20 pug/ml BION® WG 50. Reistance was activated. The use
of the inducer led to a reduction in the number of fruits, but led to an increase in the weight of
C. rolfsii, whilst what remained of the inokula could once again attack the plants and result in
limited harvest.

The effect of the activated resistance (SAR) may be influenced by factors such as
temperature, dosage, the way the inducer has been applied, as well as the type of plant and the

type of pathogen.

In most of the experiments in which the seeds were inoculated with millet as carriers of the
inokulaof C. rolfsii, there was no germination of saplings nor was resistance activated. It can
be supposed that its effectiveness in activating the defence mechanisms of the plant depends
on the speed with which the pathogen invades, as well as the speed with which the plants can
form defence barriers.
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Biological and chemical control of soil pathogens is voluminous. It covers seed treatments,
soil fungicides, modification of cultural practices, amending soil with plant residues and
specific substances to induce changes in soil microflora, and direct introduction of biological
antagonists into soil. Fungicides are practical and widely used, but can favor other pathogens.
Moreover, the use (often extensive ans excessive) of chemicals for pest control is a growing
concern to public health authorities ans enviromentalist. With the exclusion of crop sequence
and fertilization practices, however, practical use of biological control of root diseases has
been doubted on both theoretical and practical grounds. Integration of biological and chemical
control seems to be a very promising way of controlling pathogens with a minimal
interference with biological equilibrium.

Finaly, it was possible to show that different micro-organisms like Trichoderma spp., as
agents of biological control, and BION® as an inducer of plant resistance, may be successfully
used as a method of controlling plant diseases. The use of Trichoderma spp., especialy
during the critical period of infection, can protect plants from attacks of soil fungi, whereas
BION® best influences diseases affecting the leaves of plants. Due to their low toxicity for the
environment, Trichoderma spp. and BION® represent an alternative to the use of fungicides.
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7 RESUMEN

La busgueda de metodos aternativos contra los hongos fitopatdgenos es una respuesta a la
necesidad de disminuir las dosis y e nimero de productos quimicos, que en muchos paises
son utilizados sin ningun tipo de medidas de control. Por elo fue investigado en este trabajo
la efectividad de Trichoderma spp. como un medio de control biologico y BION® Benzo—
(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid-S-methyl ester (BTH) como un induktor de resistencia
parael control de Corticium rolfsii.

7.1 Trichoderma spp. und C. rolfsii in vitro-

A pesar de que los estudios morphologicos realizados en Laboratorio, como coloracion,
velocidad de crecimiento, agresividad y efecto antagonico no siempre concuerdan con los
resultados de Invernadero o Campo, son sin embargo necesarios para la seleccion de cepas de
Trichoderma. El uso de los medios aimenticios PDA, PDYA y MPA demostraron ser aptos
para el crecimiento de C. rolfsii y Trichoderma spp. as como tambien para evaluar €l
potencial antagonista del hongo. El uso de harina de Mijo en cantidades de 10, 20 o 40 ¢g/|
mostré no solamente que es una importante fuente de alimento que estimula € crecimiento y
la esporulacion de los hongos, sino tambien gque por su bajo costo es un materia alternativo a
los materiales de |aboratorio.

A temperaturas bajas reaccionaron la mayoria de las especies de Trichoderma no solo desde
el punto de vista de crecimiento y esporulacién, sino tambien en relacion a su potencia
antagonista.

Dependiendo de la especie de Trichoderma, del medio alimenticio, y del tiempo de
inoculacion, el hongo produjo substancias volatiles toxicas que pudieron detener €l
crecimiento de C. rolfsii, pero no lograron matarlo. Tales substancias, junto con la produccion
de enzymas durante el parasitismo y la capacidad de competicion por espacio y alimento son
importantes mecanismos antagonicos de Trichoderma spp. que produjeron mas tarde la
suprecion de hongo patdgeno. Mediante medios selectivos se pudo comprobar €
antagonismo de Trichoderma spp.

Su efecto antagonista alcanza hacia otros importantes hongos patdgenos del suelo como
Pythium debaryanum, Pythium ultimun, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum,
Fusarium culmorum y Rhizoctonia solani.

7.2 Ensayos en Invernadero

En las inokulaciones de las plantas con C. rolfsii juega un papel importante la distancia del
in6culo con € hospedero, la profundidad, cantidad as como € tipo de Inéculo. En los
ensayos de invernadero demostraron ser los granulos de Mijo los mejores portadores del
inéculo de C. rolfsii que los esclerocios. De esa manera tambien se utilizaron como fuentes de
alimento y portadores de inéculo para Trichoderma spp.

Mediante &l uso de granos de Mijo se puede producir en poco tiempo grandes cantidades de
Biomassa de Trichoderma que en otros medios de cultivos. Mijo constituye para €
crecimiento de los hongos una fuente principal de aimento. De esa manera pueden ser
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almacenados por largo tiempo sin que pierdan su efectividad. Por sus bajos costos de
produccién de inéculo, Mijo representa una ventaja econdmica.

La actividad y €ficiencia de Trichoderma spp. como un agente biolégico contra C. rolfsii
puede ser influenciado en los sistemas ecolégicos naturales por su formulacion, cantidad
aplicada, por el metodo de aplicacion, tiempo de aplicacion, estado alimenticio del hongo, del
tipo del portador del indculo asi como de la concentracion del indculo del patégeno, del tipo
de planta, de la temperatura, del tipo de suelo, del pH, de la humedad del suelo y de la
presencia de fungizidas

La aplicacion de Trichoderma mediante un portador apto del indculo con cantidades
suficentes de aimento puede aumentar la eficiencia de control contra C. rolfsii en
tratamientos de la semillay del suelo. Igualmente mediante una pre-inoculacion del suelo con
suspensiones de Trichoderma spp. conduce a un aumento de la eficiencia del hongo
antagonista en el control de los hongos patégenos.

De igual manera mediante la aplicacion de Trichoderma spp. con una fuente de alimento
puede inducir tanto € crecimiento como € aumento de la poblacién del hongo en € suelo.
Ello seria una caracteristicaimportante para la seleccién de Trichoder ma especies que podrian
ser utilizadas en € contro biologico.

Contra la mayoria de productos quimicos gue en la practica se utilizan para los tratamientos
de semilla y asperciones foliares, demostré ser Trichoderma spp. tolerante. La resistencia
contra algunos fungizidas podria ser una aternativa para su uso en combinacion con
productos quimicos en sistemas integrados de control.

La efectividad de Trichoderma spp. no debe ser vista solamente por su capacidad antagonista
contra los hongos patégenos, sino tambien por su capacidad de inducir € crecimiento en las
plantas y posiblemente la facultad de activar una resistencia natural contra d ataque de los
patdgenos.

7.3 Phytotoxixidad de BION® WG 50y BION® 100 EC

El grado de efecto de BION® varfa de acuerdo a la concentracion, del tipo de planta 'y del
método de aplicacion. BION® WG 50 en concentraciones de 20 y 40 pg/ml durante un
tratamiento de remojo de 1 a 4 horas no produce efectos phytotoxicos. Aplicaciones de
BION® en la parte foliar de |as plantulas de fréol, con 20 pg/ml, en garbanzo con 5 pg/ml, en
lentgja con 10 pg/ml y en Guisantes hasta 40 pg/ml producen efectos positivos en €
crecimiento. Aplicaciones a suelo de BION® pueden ser transportadas a través de las raices a
las hojas, pero debido ala gran cantidad utlizada, econdmicamente no es rentable.

BTH 100 EC en concentraciones de 12,5 ug/ml y con tratamientos de 1 a 4 horas no afecta a

la germinacion ni a la altura de las plantas, pero dosis sobre 25 pg/ml conducen a un
crecimiento depresivo de las plantas.

7.4 Aktivacion de Resistencia gegen C. rolfsii

La efectividad del inductor de resistencia BION® WG 50 und BION® 100 EC para provocar
la activacion de los mecanismos de defensa naturales de las plantas contra C. rolfsii, depende
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de la concentracién del indculo, del tipo de indculo asi como de la distancia que exista entre €l
in6culo del patégeno con las semillas.

En inoculaciones con esclerotios de C. rolfsii, pudieron emerger las plantulas, las mismas que
fueron aplicadas con dosis de 10 y 20 20 pg/ml BION® WG 50. Aqui se produjo una
activacion sistemica de resistencia. El uso del inductor condujo a una reduccién del nimero
de frutos, pero elevd e peso. C. rolfsii mediante un restante de inokulo puede nuevamente
atacar las plantas y llevar a una cosecha limitada.

El efecto de la resistencia activada (SAR) puede ser influenciada por factores como
temperatura, dosis, método de aplicacién del inductor asi como ddl tipo de plantay del tipo de
patdgeno.

En la mayoria de los ensayos, en los cuales las semillas fueron inoculadas con mijo como
portadores del inéculo de C. rolfsii, no hubo germinacion de plantulas y por ende tampoco
una activaciéon de resistencia. De esa manera se supone que la efectividad para activar los
mecanismos de defensa de las plantas depende de la velocidad de invacion del patégeno asi
como de la rdpidez con que las plantas puedan formar las barreras fisicas y quimicas de
defensa.

Finalmente se puede deducir, que Trichoderma spp. como un agente de control biologico y
BION® como un inductor de resistencia de las plantas pueden ser utilizados exitésamente en
metodos de control de numerosas enfermedades. El uso de Trichoderma spp. ante todo puede
ser aplicado durante el periodo critico de infeccion de las plantas y proteger del ataque de los
hongos del suelo y BION® contra las enfermedades foliares. Debido a su baja toxixidad para
el medio ambiente tanto Trichoderma spp. como BION® representan una aternativa a uso de
fungizidas.
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9 ANHANG
TabelleAl:  Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2) gegen
Carbendazim
Wirkung von Carbendazim pg a.i. /ml nach 4 Tagen
PILZE
0 05 15 25 5 25
T-040 (+) ) ) ) ) )
T-093 (+) *) ) () () ()
T-165 (+) ) ) () ) )
T-257 (+) ) ) () () ()
T-391 (+) (+) (+) (+) (+) *)
Crl (+) (+) (+) (+) *) *)
Cr2 (+) (+) (+) (+) *) *)
TabelleA2:  Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2) gegen
Tebuconazol
Wirkung von Tebuconazol pg a.i. /ml nach 4 Tagen
PILZE
0 05 5 25 100
T-040 (+) (+) (+) *) )
T-093 (+) (+) (+) *) ()
T-165 (+) (+) (+) *) ()
T-257 (+) (+) (+) *) *)
T-391 (+) (+) *) ) ()
Crl (+) ) ) ) ()
Cr2 (+) ) ) ) )

(+) Starkes Wachstum

*) Schwache Wachstumshemmung

) Starke Wachstumshemmung
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Tabelle A3:  Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2) gegen

M etalaxyl
Wirkung von Metalaxil ug a.i. /ml nach 4 Tagen

PILZE

0 05 5 25 100
T-040 (+) (+) (+) (+) (+)
T-093 (+) (+) (+) (+) (+)
T-165 (+) (+) (+) (+) (+)
T-257 (+) (+) (+) (+) (+)
T-391 (+) (+) (+) (+) (+)
Crl (+) (+) (+) (+) (+)
Cr2 (+) (+) (+) (+) (+)

TabelleA4: Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2) gegen

Mancozeb
Wirkung von Mancozeb pg a.i. /ml nach 4 Tagen

PILZE

0 05 5 25 100
T-040 (+) (+) (+) (+) (+)
T-093 (+) (+) (+) (+) (+)
T-165 (+) (+) (+) (+) *)
T-257 (+) (+) (+) (+) (+)
T-391 (+) (+) (+) (+) *)
Crl (+) (+) (+) (+) (+)
Cr2 (+) (+) (+) (+) (+)

(+) Starkes Wachstum
*) Schwache Wachstumshemmung
) Star ke Wachstumshemmung
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Tabelle A5:  Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stdmmen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2)gegen

Bitertanol
Wirkung von Bitertanol pg a.i. /ml nach 4 Tagen

PILZE

0 5 20 50 100
T-040 (+) (+) (+) (+) (+)
T-165 (+) (+) (+) *) *)
T-257 (+) (+) *) *) *)
T-391 (+) (+) (+) *) *)
T-12 (+) (+) *) *) *)
T-029 (+) (+) (+) (+) *)
T-047 (+) (+) *) *) *)
11T-115 (+) (+) (+) *) *)
T-126 (+) *) *) ) )
T-134 (+) (+) *) *) *)
T-190 (+) (+) (+) (+) (+)
T-192 (+) (+) (+) *) *)
T-218 (+) (+) (+) *) ()
T-226 (+) (+) *) *) *)
T-236 (+) (+) *) *) *)
T-250 (+) (+) (+) *) *)
T-390 (+) (+) *) *) *)

(+) Starkes Wachstum
*) Schwache Wachstumshemmung
) Star ke Wachstumshemmung
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Tabelle A6: Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen und C. rolfsii (Cr1 und Cr2) gegen
Carbendazim

Wirkung von Carbendazim pg a.i. /ml nach 4 Tagen (Derosal)

PILZE

0 5 20 50 100
T-040 (+) Q) Q) Q) )
T-165 (+) ) ) ) )
T-257 (+) ) ) (- )
T-391 (+) (+) (*) (*) *)
T-12) (+) ) ) ) )
T-029 (+) ) ) ) )
T-047 (+) Q) Q) Q) Q)
T-115 (+) Q) Q) Q) )
T-126 (+) Q) Q) Q) Q)
T-134 (+) Q) Q) Q) )
T-190 (+) Q) Q) Q) Q)
T-192 (+) Q) Q) Q) )
T-218 (+) ) ) ) )
T-226 (+) ) ) ) )
T-236 (+) ) ) ) )
T-250 (+) ) ) ) )
T-390 (+) ) ) ) )

(+) Starkes Wachstum
*) Schwache Wachstumshemmung
) Starke Wachstumshemmung
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TabelleA7: Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen gegen Triforin

Wirkung von Triforin pg a.i./ml nach 4 Tagen (Saprol)

PILZE

0 0,5 5 25 100
T-040 (+) (+) (+) (+) (+)
T-165 (+) (+) (+) (*) )
T-257 (+) (+) (+) (+) *)
T-391 (+) (+) (+) (*) *)
T-12) (+) () () () *)
T-029 (+) (+) (+) (+) *)
T-047 (+) () () (*) Q)
T-115 (+) (+) (+) (*) *)
T-126 (+) () (*) (*) Q)
T-134 (+) (+) (+) Q) )
T-190 (+) (+) (+) (+) *)
T-192 (+) (+) (+) (*) *)
T-218 (+) (+) +) (*) )
T-226 (+) (+) (+) (+) *)
T-236 (+) +) (*) (*) )
T-250 (+) (+) (+) (*) )
T-390 (+) () () () *)

(+) Starkes Wachstum
*) Schwache Wachstumshemmung
) Starke Wachstumshemmung
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Tabelle A8: Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen gegen Prochloraz

Wirkung von Prochloraz pg a.i. /ml nach 4 Tagen

PikeE 0 5 20 50 100
T-040 (+) (*) ) ) )
T-165 (+) ) ) ) )
T-257 (+) (*) ) ) )
T-391 (+) Q) Q) Q) )
T-12) (+) Q) Q) Q) Q)
T-029 (+) (+) (*) Q) )
T-047 (+) Q) Q) Q) Q)
T-115 (+) Q) Q) Q) )
T-126 (+) Q) Q) Q) Q)
T-134 (+) ) ) ) )
T-190 (+) ) ) ) )
T-192 (+) ) ) ) )
T-218 (+) ) ) ) )
T-226 (+) ) ) ) )
T-236 (+) ) ) ) )
T-250 (+) Q) Q) Q) )
T-390 (+) Q) Q) Q) Q)

(+) Starkes Wachstum
*) Schwache Wachstumshemmung
) Starke Wachstumshemmung
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Tabelle A9:  Fungizidempfindlichkeit von Trichoderma-Stammen gegen Benomyl

Wirkung von Benomyl pg a.i. /ml nach 4 Tagen

PikeE 0 0,5 5 25 100
T-040 (+) ) ) ) )
T-165 (+) ) ) ) )
T-257 (+) ) ) ) )
T-391 (+) (+) (+) (*) )
T-12) (+) Q) Q) Q) Q)
T-029 (+) Q) Q) Q) )
T-047 (+) Q) Q) Q) Q)
T-115 (+) Q) Q) Q) )
T-126 (+) Q) Q) Q) Q)
T-134 (+) ) ) ) )
T-190 (+) ) ) ) )
T-192 (+) ) ) ) )
T-218 (+) ) ) ) )
T-226 (+) ) ) ) )
T-236 (+) ) ) ) )
T-250 (+) Q) Q) Q) )
T-390 (+) Q) Q) Q) Q)

(+) Starkes Wachstum
*) Schwache Wachstumshemmung
) Starke Wachstumshemmung
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Tabelle A10. Wirkung verschiedener Fungizide auf das Wachstum von Trichoderma spp. bei 20 pg a.i.
/ml nach 4 Tagen

Saprol Derosal Baycor Sportak Benomyl
Pilze (19% Triforin) (59,4% Carbendazim) (25% Bitertanol) (40% Prochloraz) (50% Benomyl)
T-12] (+) - + - -
T-029 (+) - (+) ) -
T-040 (+) - + ©) .
T-047 +) - - +) ;
T-115 + - + ; -
T-126 + - ) - ;
T-134 (+) - + ©) -
T-165 + - ) - ;
T-190 (+) - + - -
T-192 +) - + ) )
T-218 + - + ) -)
T-226 + - + o =
T-236 + - ) - i
T-250 (+) ) + - i
T-257 + - + ) ]
T-390 (+) - + - .
T-391 + + + i N

(+) Starkes Wachstum

+ Schwache Wachstumshemmung
) Starke Wachstumshemmung

- Kein Wachstum
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TabelleA1l. Wirkung verschiedener Fungizide auf das Wachstum phytpathogener Erreger bei 20 ug
a.i./ml nach 4 Tagen

Saprol Derosal Baycor Sportak Benomyl

Pilze (19%Triforine)  (59,4% Carbendazin)  (25% Bitertanol) (40% Prochloraz) (50% Benomyl)
C. rolfsii (+) (+) (+) (+) (+)

B. cinerea (+) = -) - -

P. debaryanum (+) - + (-) -

F. culmorum = - + . _

F. oxysporum (+) - + - -

F. gramineaum + = (+) - -

P. betae -) - - - -
Alternaria spp. (+) (+) (+) + +)
Colletothricum spp + - (-) - -

R. solani (+) : (+) ) (+)

P. mali + - - - -

(+) Starkes Wachstum

+ Schwache Wachstumshemmung
) Star ke Wachstumshemmung

- Kein Wachstum
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TabelleA12:  Antagonistisches Potential von Trichoderma spp. gegen ver schiedene Pilzein Dualkultur

ohne mit Uberwachsen
Hemmzone | Hemmzone

+
(**) T-391-Pd33 + +
(*) T'391'PU328 + +
(*) T'391'RS]_94 + +
(**) T-391-F0xy0 + +
(*) T'391'FC207 + +
(**) T-093-Ss + +
(*) T'093'FC207 + +
(**) T-093-F0x0 + +
(*) T'093' RS]_g4 + +

+
(**) T-165-Ss + +
(**) T-165-Pds3g + +
(**) T-165-Rs;g4 + +
(**) T-165-Fcyy; + +
(**) T-257-Ss + +
(**) T-257-F0xy0 + +
(*) T-257-Pds3 + +
(*) T-257-RS;4 + +
(*) T-257-Fcyy; + +
(**) T-040-Ss + +
(**) T'040'PU328 + +
(* * ) T'040' Rslg4 + +
(**) T-040-F0xz00 + +

(*) Erreger wird zum Teil iberwachsen
(**) Starker Antagonismus (Erreger wird vollstandig tiber wachsen

(T-391) Trichodermaharzianum Rifai.
(T-093) Trichoderma hamatum Bon.
(T-165) Trichoderma koningii Oud.
(T-257) Trichoderma harzianum Rifai.
(T-040) Trichoderma harzianum Rifai.

(Ss) Sclerotinia sclerotiorum Lib de B.
(Pu) Pythium ultimun Trow.

(Pd) Pythium debaryanum Drechsler.

(Rs) Rhizoctonia solani Kuhn.

(Fc) Fusarium culmorum

(Fox) Fusarium oxysporum (Schlecht).



Anhang 161

Tabelle A13: Wachstum von Trichoderma spp. und C. rolfsii auf Hirsepulver (g/l) nach drei Tage

Medien Pilze Farbe Myzel Farbe Sporulation Wachstum
Hp- 5g cream grdn -
Hp- 10g T-040 cream dunkel-griin +
Hp - 20g gelblich grin-weifd +
Hp - 40g cream-gelblich grin-weild (+)
Hp- 59 weild grin -
Hp- 10g welld grin -
Hp - 20g T-190 weild grin-gelb )
Hp - 40g weild grin-blau (+)
Hp- 5g weild grin
Hp- 10g weild grin-weifd +
Hp - 20g T-126 cream grin-gelblich +
Hp-40g cream grin (+)
Hp- 5g weild cream -
Hp- 10g weild cream-grin -
Hp - 20g T-134 cream cream-griin (+)
Hp-40g cream cream-grin (+)
Hp- 5g weild grin -
Hp- 10g weild dunkel-griin +
Hp - 20g T-226 weil3-cream grin (+)
Hp - 40g cream grin-weild (+)
Hp- 5g weil3-cream grin-weif3-gelblich -
Hp- 10g weil3-cream grun-blau-gelblich +
Hp- 20g T-12 cream grun-gelblich-wei3 +
Hp - 40g cream grin-weifd (+)
Hp- 5g weild cream -
Hp- 10g weild cream +
Hp-20g T-192 cream grin (+)
Hp - 40g cream grin (+)
Hp- 5g weild keine -
Hp- 10g weild keine -
Hp - 20g T-236 cream grin (+)
Hp - 40g cream grin (+)
Hp- 59 weil3-cream cream -
Hp- 10g weil3-cream cream -
Hp- 20g T-029 well3-cream weild (+)
Hp - 40g weil3-cream weild (+)
Hp- 59 weild grin-gelb -
Hp- 10g weild grin-gelb +
Hp - 20g T-218 cream grin-weil3-gelb (+)
Hp - 40g cream grin-weil3-gelb (+)

Forts. Tab. A13
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Hp- 5g weild grin-weild
Hp- 10g weild grin-weifd
Hp - 20g T-257 weild grin-weifd
Hp- 40g weild dunkel-griin
Hp- 5g weild grin
Hp- 10g cream griin-cream
Hp- 20g T-250 cream dunkel-griin
Hp - 40g cream cream-dunkel-griin
Hp- 5g weild cream
Hp- 10g weild cream
Hp- 20g T-115 cream dunkel-griin
Hp - 40g cream dunkel-griin
Hp- 5g welld cream
Hp- 10g cream cream
Hp- 20g T-047 cream cream
Hp- 40g cream cream
Hp- 5g cream grdn
Hp- 10g cream grin
Hp- 20g T-390 cream grin-weifd
Hp - 40g cream grin-weifd
Hp- 59 weild keine
Hp- 10g welld keine
Hp- 20g Cr2 welld keine
Hp - 40g weild keine

(+)
()

+)
*)
+)

(+)
(+)

(+)
(+)

(+)
(+)
(+)

*)
*)
*)

(Hp) Hirsemehl

- mittelmaniges Wachstum
+ starkes Wachstum

(+) sehr starkes Wachstum

Tabelle A14: Antagonistische Verhalten von Trichoderma-Stamme gegen C. rolfsii (Cr2)auf MPA.

Inokulationszeit beider Pilze an gleichen Tag

Pilze Trichoderma C.rolfsi
Uberwéachst Uberwéachst

T-192 - Cr, (+)*

T-047-Cr, (+)*

T-215-Cr, (H)*
T-236 —Cr, )

T-029 —Cr, (+)*

T-218 - Cr, (+)*
T-134—Cr, (+)*
T-115-Cr, (+)*

T-192 - Cr, (+)*

(+)*  Der Pilzist aggressiv und Uberwéchst.
) K eine uberwachst
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