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Sektion 38 - Biologischer Pflanzenschutz |

38-1 - Schneider, D.; Jehle, J.
Julius KGhn-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Kulturpflanzen

Transkriptomanalyse des Cydia pomonella Granulosevirus (CpGV)

Baculoviren sind insektenpathogene Viren einer diversen Gruppe, die weltweit als zur biologischen Bekdmpfung
von Schadlepidopteren angewendet werden. Das Cydia pomonella Granulosevirus (CpGV) wird in Europa auf
mehr als 150.000 ha gegen den Apfelwickler Cydia pomonella eingesetzt. In den Jahren 2003/2004 konnte zum
ersten Mal eine Resistenz von Apfelwicklerpopulationen gegen das Virus nachgewiesen werden. Bis heute
wurden mehrere Isolate gefunden, welche in der Lage sind diese Resistenz wieder zu brechen.

Im Projekt zur "Charakterisierung der molekularen Virulenzfaktoren des CpGV durch Transkriptiomanalysen”
wird ein Expressionsprofil erstellt, durch das Informationen tber den relativ unbekannten Infektionszyklus ge-
wonnen werden. Uber eine quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) wird der sperzifische, zeitliche
Rahmen der Infektion im Mitteldarm und dem Fettkorper untersucht. Ziel des Projektes ist es, neue Wege des
Resistenzmanagements zu finden und neue Erkenntnisse zur Genregulation bei Baculoviren zu erhalten.
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Natiirliches Vorkommen mikrobieller Antagonisten von Drahtwiirmern (Agriotes spp.,

Coleoptera: Elateridae) in Deutschland und Italien
Natural occurrence of microbial antagonists of wireworms (Agriotes spp., Coleoptera: Elateridae) in Germany and Italy

Drahtwiirmer der Gattung Agriotes (Coleoptera: Elateridae) sind weit verbreitete landwirtschaftliche Schadlinge,
die in vielen Kulturen weltweit Schaden von groBer wirtschaftlicher Bedeutung verursachen. Zwischen 2008 und
2011 erfolgte eine Erhebung Uber das Auftreten natiirlicher mikrobieller Antagonisten von Agriotes spp.
Insgesamt wurden 3420 Drahtwiirmer und 2 tote Kdfer von verschiedenen Orten in Deutschland und 700
Drahtwilrmer aus einer Laborzucht in lItalien untersucht. Die natlrliche Infektionsrate lag bei 0,66 %. Das
diagnostische Screening von insgesamt 283 moribunden und toten Agriotes-Proben durch Licht-und
Elektronenmikroskopie ergab folgendes Ergebnis: In 66 Drahtwiirmern wurden unbestimmte Bakterien nach-
gewiesen, und 86 Proben zeigten Pilzwachstum. Davon waren 25 Drahtwiirmer mit den entomopathogenen
Pilzen Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea, Isaria spp. und Lecanicillium sp. infiziert.
Nematoden wurden in 29 erkrankten Larven beobachtet, und 141 Drahtwirmer wiesen keine Krankheitserreger
auf. In einer toten Agriotes-Larve wurde ein intrazelluldres Bakterium des neuen Rickettsiella-Pathotypen
'Rickettsiella agriotidis' identifiziert.

Genetische Untersuchungen zur Charakterisierung ausgewahlter Agriotes-Pathogene werden vorgestellt. Die
Moglichkeit der Nutzung dieser Krankheitserreger als biologische Bekampfungsmittel wird diskutiert.
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38-3 - Koch, E."”; Wunderle, J."; Orlik, M."; Spie3, H.?
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? Forschung und Ziichtung Dottenfelderhof

Untersuchungen zur Entwicklung alternativer Saatgutbehandlungsmittel mit

Wirksamkeit gegen Flugbrand
Studies on the development of alternative seed treatments with activity against loose smut

Die Flugbréande an Gerste und Weizen (Ustilago nuda und U. tritici) sind mit chemisch-synthetischen, fungiziden
Saatbeizmitteln in der Regel gut zu bekdmpfen. Da im Okoanbau diese Mittel nicht erlaubt sind, sollten im
Rahmen eines vom “Bundesprogramm Okologischer Landbau und andere Formen nachhaltiger Landwirtschaft”
geforderten Projektes neue Ansatze fir die Bekdampfung mit 6kokompatiblen Saatgutbehandlungsmitteln er-
arbeitet werden.

Dazu wurde zundchst die Ausbreitung der Flugbrandpilze in der Pflanze mikroskopisch untersucht und das
Pilzmycel mit einem ELISA und g-PCR quantifiziert. Schon wenige Tage nach der Keimung wurden die Hyphen
der Brandpilze im Apikalmeristem und den Blattprimordien gefunden. Im 1-Knotenstadium waren die Ahren-
anlagen meist vollig vom Pilz besiedelt. Ein Protokoll fiir die g-PCR wurde entwickelt und zur Quantifizierung des
Pilzes in Jungpflanzen angewendet. Die erhaltenen Daten stimmten gut mit den Ergebnissen von parallel
durchgefiihrten ELISA-Untersuchungen (iberein und zeigten, dass eine Vorhersage des Ahrenbefalls mit der g-
PCR bereits im 2-Blattstadium mdglich ist.

Im néchsten Schritt wurden Pflanzenextrakte und Praparationen von Mikroorganismen auf potentielle Flug-
brandaktivitat untersucht. Von 34 wadssrigen Pflanzenextrakten fihrten nach Inkorparation in PDA
(Endkonzentration 5 %) neun zu einer vollstdndigen Hemmung der Brandsporenkeimung. Auch ein zweipro-
zentiger ethanolischer Soxhlet-Extrakt aus Rhabarberwurzeln hemmte die Keimung der Brandsporen voll-
standig. Weiterhin wurden mehr als 600 Mikroorganismen-Isolate auf Hemmung der Sporenkeimung
untersucht. In diesen Tests betrug der Anteil wirksamer Isolate bei den Trichoderma-Isolaten 43 %, bei den
Aktinomyceten 30 % und bei den tibrigen Bakterien 11 %.

In mehrjahrig durchgefiihrten Kleinparzellenversuchen mit flugbrandinfizierter Gerste und Weizen wurden mit
einigen ausgewdhlten Saatgutbehandlungen Bekdmpfungserfolge erzielt. Die Effekte waren aber meist zu
gering fur die praktische Anwendung und nur bedingt reproduzierbar. Auch mit unterschiedlichen
Applikationsverfahren, wie Tauchen in verdiinnte Extrakte oder Kulturbriihen, Aufbringen von Pflanzenmehlen
oder gefriergetrockneten Mikroorganismen auf die Oberflaiche der Kérner sowie Kombinationen mit Ethanol
fuhrten zu keiner deutlichen Verbesserung der Wirksamkeit. Topfversuche im Gewachshaus mit hochinfizierten
Saatgutchargen erbrachten dhnliche Ergebnisse.

Die Wirksamkeit gegen Haferflugbrand wurde nur einmal tiberpriift. Wie im Falle von Gersten- und Weizenflug-
brand war der Bekdmpfungserfolg auch beim Haferflugbrand unbefriedigend. Eine Ausnahme bildete die
Saatgutbehandlung mit Ethanol (70 %). Mit ihr wurde bei Hafer eine Flugbrandwirksamkeit von 75 bis 80 % er-
zielt.
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Interaktion von Bacillus amyloliquefaciens FZB42 mit dem Salatfauleerreger und der

mikrobiellen Rhizosphdarengemeinschaft von Salat
Interaction of Bacillus amyloliquefaciens FZB42 with the bottom rot pathogen and the microbial rhizosphere
community of lettuce

Bacillus amyloliquefaciens FZB42 wurde als pflanzenassoziierender, endosporenbildender Bakterienstamm
charakterisiert (Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum). Die Sequenzierung des Genoms von FZB42 zeigte,
dass 9 Gencluster die Information zur nicht ribosomalen Synthese von 5 bioaktiven Peptiden, 3 Polyketiden und
einem unidentifizierten Peptid mit antifungaler und antibakterieller Aktivitat enthalten.

Unter Feldbedingungen wurde unter Berlcksichtigung der Applikationsweise mit B. amyloliquefaciens FZB42 die
Wirkung auf das Wachstum von Salat unter natiirlichem und erhéhtem Befallsdruck (nach zusatzlicher Erreger-
inokulation) mit Rhizoctonia solani AG1-IB ermittelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Vegetation von
Salat wurde sowohl die Besiedlungsdichte von FZB42 in der Rhizosphare von Salat als auch der Einfluss der
Applikation des pflanzenassoziierenden Bakterium FZB42 auf die mikrobielle Gemeinschaft der Salatrhizosphare
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untersucht. Geprift wurde der Einfluss einer alleinigen Jungpflanzenbehandlung (JB) sowie einer kombinierten
Jungpflanzenbehandlung und Bodenapplikation (JB/BB) auf den Befall von Salat mit R. solani und das Wachstum
von Salat.

Im Ergebnis der Untersuchungen zeigte sich, dass FZB42 die Befallsstarke der Salatfaule sowohl bei nattirlichem
als auch bei erhéhtem Befallsdruck signifikant reduziert. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war bei
kombinierter Behandlung (JB/BB) mit FZB42 eine signifikant erhdhte Trockenmasse von Salat gegeben. In der
Rhizosphére von Salat konnte FZB42 in ausreichender Dichte wahrend der Vegetation nachgewiesen werden.
Ein Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft war durch FZB42 nicht festzustellen.

38-5 - Weiss, A.; Kunz, S.
bio-ferm Research GmbH

Strategischer Einsatz von Aureobasidium pullulans als Resistenzmanagement gegen
Botrytis an Erdbeeren

Fruchtfaulen gehoren zu den bedeutendsten Pilzkrankheiten und verursachen besonders im Erwerbsobstanbau
hohe wirtschaftliche Schaden. Ihre Bekédmpfung ist in der Regel sehr aufwéandig und oft nur von méBigem Erfolg,
da das Auftreten der Erkrankungen multifaktoriellen Ursachen unterliegt. Der Hauptfruchtfauleerreger in Erd-
beeren ist Botrytis cinerea. Dieser infiziert gedffnete Bliten. Ob es dann zu einem Ausbruch einer Fruchtfaulnis
kommt, hangt stark von den Witterungsverhéltnissen wahrend der Ernteperiode ab. Da der Erreger also nur
vorbeugend bekampft werden kann, miissen herkémmliche Fungizidbehandlungen so erfolgen, dass maglichst
jede sich o6ffnende Blite vor einer Infektion durch einen Fungizidbelag geschiitzt wird.

Charakteristisch fur die zur Bekampfung von Botrytis eingesetzten Wirkstoffgruppen ist, dass ihr Wirkmechanis-
mus hoch spezifisch ist (Single site Inhibitoren) und der wiederholte Einsatz zur Selektion von Resistenzen ge-
fuhrt hat (7). Eine Moglichkeit, einer Resistenzbildung vorzubeugen, ist der schonende, reduzierte Einsatz der
gefahrdeten Wirkstoffgruppen und konsequenter Wechsel der Wirkstoffe. Der strategische Einsatz alternativer
Mittel in Spritzstrategien mit chemischen Fungiziden wiirde das Resistenzmanagement unterstiitzen. Der Ein-
satz von gegen den Schaderreger antagonistisch wirkenden Bakterien oder Pilzen stellt eine Alternative zu
chemischen Fungiziden dar.

Mit Boni Protect forte auf Basis von Aureobasidium pullulans, einem antagonistisch wirkenden Hefepilz, dessen
Wirksamkeit gegen zahlreiche Schaderreger im Obstbau gezeigt werden konnte (2-4), kénnen einzelne Be-
handlungen mit chemischen Fungiziden ersetzt werden und damit bestehende Liicken im Resistenz-
management geschlossen werden.

In 2011 und 2012 wurden an je zwei Standorten in Baden Wiirttemberg Freilandversuche an der Erdbeersorte
'Clery’ und in 2011 zusétzlich ein Himbeerversuch nahe Lublin, Polen mit Boni Protect forte durchgefiihrt. Die
Versuche wurden in randomisiertem Blockdesign mit vier Wiederholungen angelegt. Behandelt wurde ab Blih-
beginn (BBCH 62) bis Blihende (BBCH 69) wochentlich.Mit beginnender Reife der Erdbeeren (BBCH 85) wurde
der Botrytis Befall von Bliten und Friichten an jeweils 28 Pflanzen jeder Wiederholung bonitiert. Bei dem
Himbeerversuch wurde aus der Ernte von acht Pfliicken der Anteil der Botrytis befallener Friichte pro Variante
und Wiederholung ermittelt und der gesamt Durchschnitt pro Variante errechnet.

Vier Behandlungen mit Boni Protect forte fiihrte in allen Versuchen zu einer signifikanten Befallsreduktion von
40 bis 73 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Wirkung des chemischen Standards (vier Be-
handlungen mit wechselnden Fungiziden) unterschied sich in den Erdbeerversuchen nicht von den mit Boni
Protect forte behandelten Varianten.

In Spritzstrategien (zweimal chemisches Fungizid gefolgt von zwei Behandlungen mit Boni Protect forte)
konnten mit A. pullulans in allen Versuchen Wirkungsgrade zwischen 59 und 86 % erzielt werden (5). Diese
Wirkungsgrade waren vergleichbar mit denen der chemischen Standardbehandlungen.

Boni Protect forte war in allen Versuchen in der Lage, den Befall mit Botrytis cinerea in Erd- und Himbeeren signi-
fikant zu reduzieren. A. pullulans ist daher sowohl flr den Einsatz im 6kologischen Beerenanbau wie auch in
Strategiespritzungen im integrierten Anbau geeignet. Durch den Einsatz von Boni Protect forte an Stelle
chemischer Fungizide konnen Pflanzenschutzmittelrlickstdnde reduziert und die Resistenzentwicklung von
Botrytis cinerea gegen chemische Pflanzenschutzmittel vermindert werden.
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Einfluss des Bodentyps auf die Biokontrolle von Rhizoctonia solani durch bakterielle

Antagonisten und die mikrobielle Diversitat in der Rhizosphére von Salat
Impact of soil type on biocontrol of Rhizoctonia solani by bacterial antagonists and on microbial diversity in the
rhizosphere of lettuce

Die krankheitsunterdriickende Wirkung von biologischen Agenzien kann unter Feldbedingungen unter dem
Einfluss von biotischen wie auch abiotischen Bedingungen deutlich variieren. Bisher gibt es kaum Kenntnisse
dazu, welche Faktoren diese Variation wesentlich bedingen. Ein entscheidender Faktor kdnnte der Bodentyp
sein, der sowohl durch seine physikochemischen als auch mikrobiologischen Eigenschaften Einfluss auf die
Aktivitat von biologischen Agenzien nehmen kann.

Ziel eines von der DFG unterstltzten Projektes ist daher, den Einfluss des Bodentyps auf die krankheitsunter-
driickende Wirkung von biologischen Agenzien zu untersuchen. Ein besseres Verstandnis der Interaktionen von
mikrobieller Gemeinschaft, der Pflanzenrhizosphare und dem Boden konnte zur Erhohung der Effektivitat der
biologischen Bekdmpfung beitragen.

In verschiedenen Gefaf3- und ersten Feldversuchen zeigten die bakteriellen Antagonisten Pseudomonas jessenii
RU47 und Serratia plymuthica 3Re4-18 gegeniiber dem Salatfauleerreger Rhizoctonia solani an Salat eine
effektive krankheitsunterdriickende Wirkung. Auf einem Versuchsstandort des IGZ besteht die Moglichkeit, den
Einfluss von drei Bodentypen (lehmigem Sand, sandigem Lehm, L6Blehm) unabhéngig von anderen Einfluss-
faktoren, wie klimatischen Bedingungen, auf die krankheitsunterdriickende Wirkung der genannten
Antagonisten und deren Interaktion mit der mikrobiellen Rhizosphdrengemeinschaft am Pathosystem Salat/R.
solani zu untersuchen. Nach einer Kulturdauer von finf Wochen wurde der Einfluss der Antagonisten auf die
Biomasse von Salat sowohl ohne als auch nach kiinstlicher Inokulation mit R. solani ermittelt. In den mit R. solani
inokulierten Varianten erfolgte gleichzeitig die Bonitur der Befallsstarke (BS) der Salatfaule. Zwei und finf
Wochen nach der Pflanzung wurde die Besiedlung der Rhizosphdre mit den Antagonisten sowie die Zusammen-
setzung der mikrobiellen Rhizospharengemeinschaft untersucht.

Beide Antagonisten waren in der Lage, die BS der Salatfaule unabhdngig von der Bodenart signifikant zu
reduzieren. Ein Einfluss der Bodenart auf die Besiedlungsdichte der Antagonisten in der Rhizosphare war nicht
zu verzeichnen. Jedoch war in Abhangigkeit von der Bodenart eine unterschiedliche bakterielle Gemeinschaft in
der Rhizosphdre von Salat gegeben, die jedoch nicht wesentlich von den Antagonisten beeinflusst war.
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Einsatz mikrobiologischer Praparate zur Regulierung von Verticillium-Welke und

Rhizomfdule an Erdbeeren
Application of microbials to regulate Verticillium wilt and crown rot on strawberries

Im organischen wie konventionellen Erdbeeranbau werden bodenbiirtige Pathogene, wie z. B. Verticillium spp.
und Phytophthora spp., ein zunehmendes Problem, weil derzeit keine effiziente Bekdampfung dieser
Schaderreger moglich ist. Eine Bekampfung wird dadurch erschwert, da ins besondere V. dahliae im Boden in
Form von Mikrosklerotien mehr als 15 Jahre tiberdauern kann.

Vier Mikroorganismen (Trichoderma harzianum T58, T. atroviride P1, Metarhizium anisopliae Ma43 und Bacillus
amyloliquefaciens FZB24) wurden nach einer in vitro Testserie ausgesucht und gegen V. dahliae und P. cactorum
an Erdbeerpflanzen im Gewachshaus und Freiland (Saison 2010/2011) getestet. Neben den vier Mikroorganis-
men wurde auch eine Mischung der vier Antagonisten in die Versuche mit einbezogen.

In den Gewéchshaus- und Freilandversuchen waren trotz kiinstlicher Inokulation beider Pathogene keine klaren
Infektionssymptome sichtbar. Wurden Wachstumsparameter (z. B. Wurzelldnge, Blattmasse) in Versuchen mit
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Inokulation von V. dahliae im Gewachshaus untersucht, zeigten alle Antagonisten eine Steigerung der unter-
suchten Wachstumsparameter, ohne dass sich ein Antagonist besonders abheben konnte. Bei mit P. cactorum
inokulierten Pflanzen waren keine Effekte sichtbar.

In weiteren Freilandversuchen wurde die Vitalitat der Pflanzen visuell bonitiert, wobei die Pflanzen mit Hilfe von
Boniturklassen zwischen 1 (sehr vital) und 5 (tote Pflanzen) bewertet wurden. Bei dem mit V. dahliae inokulierten
Versuchsansatz befanden sich ca. 50 % der Pflanzen in der Boniturklasse 1, ausgenommen dem Gemisch mit nur
29 %, und M. anisopliae mit 85 % in Boniturklasse 1. Nach kiinstlicher Inokulation mit P. cactorum konnte keine
Steigerung kranker Pflanzen erreicht werden. Das kann darauf zurlickzuflihren sein, dass die Wetter-
bedingungen nicht optimal fiir die Ausbreitung der Krankheit waren. Wurde die Vitalitat erfasst, erbrachte auch
hier M. anisopliae die hochste Anzahl an Pflanzen in der Boniturklasse 1 (92 %) und das Gemisch die Niedrigste
(37 %). Allerdings kann aufgrund der Heterogenitat der Versuchsfliche (teilweise starker Engerlingsbefall im
Bestand, unterschiedliche Wasserkapazitat) nicht ausgeschlossen werden, dass diese das Versuchsergebnisse
beeinflussten.

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss der oben aufgefiihrten antagonistischen Mikroorganismen auf die
Bildung sekunddrer Mikrosklerotien von V. dahliae untersucht. Es zeigte sich, dass gerade durch Mischungen mit
T. harzianum eine Reduktion der Mikrosklerotienbildung hervorgerufen werden konnte.
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