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.Der unermeBlich reichen, stets sich erneuernden Natur gegentiber
wird der Mensch, soweit er auch in der wissenschaftlichen
Erkenntnis fortgeschritten sein mag, immer das sich wundernde Kind
bleiben und muB sich stets auf neue Uberraschungen gefaBt machen."

Max Planck, 1918
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1. EINLEITUNG

1.1 PROBLEMSTELLUNG

Im stadtischen Einzugsgebiet leisten B&ume zur Erhdéhung der Lebens- und
Umweltqualitdt einen wesentlichen Beitrag. Sie dienen als Staubfilter, Larm- und
Sichtschutz, wirken regulierend auf das extreme Stadtklima und stellen fir viele Tier-
und Pflanzenarten Refugien dar. Aber auch asthetische Gesichtspunkte und nicht
zuletzt der monetadre Wert der Baume rechtfertigen eine intensive Betreuung und
Pflege.

Allerdings erschweren die in urbanen Gebieten vorherrschenden Bedingungen einen
langfristigen Erhalt des Baumbestandes. Anthropogen bedingte Stressoren wie
Schadstoffe, Trockenstress, Nahrstoffmangel und regelmafiige SchnittmalRnahmen
verringern die Vitalitat und préadisponieren Baume fir typische, in urbanen Gebieten
haufig auftretende Holz zersetzende Pilze. Insbesondere die durch
SchnittmalRnahmen im Kronen- und Wurzelbereich verursachten Wunden kénnen als
Eintrittspforten fir Wundparasiten dienen (GLASS & MCKENzig, 1989; WARDLAW &
NEILSEN, 1999). Im Holz etabliert, sind die invasiven Schaderreger in der Lage, die
Stand- und Bruchsicherheit von Stadt- und Parkbdumen soweit zu reduzieren, dass
diese auch ohne Windbelastung brechen und zu Personen- und Sachschaden fuhren
konnen. Auf Grund des Gefahrenpotenzials und durch die einzuhaltende
Verkehrssicherungspflicht fuihrt dies oftmals zu kostspieligen Sicherungsmal3nahmen
oder gar zur Fallung der pilzinfizierten Baume (MALEK et al. 1999).

Schon frih erkannte man, dass der Wundbehandlung fur den langfristigen Erhalt von
Baumen besondere Bedeutung zukommt. Robert HARTIG (1882), der Begrunder der
Forstpatholgie, formulierte die Ziele, welche eine effektive Wundbehandlung erfullen
sollte:

.Die Behandlung der Wunden ergiebt sich aus dem vorstehend Mitgetheilten. Sie hat
zweierlei ins Auge zu fassen, einmal den Heilungsprocess und zweitens die
Verhitung von Wundkrankheiten infectioser und nicht infectioser Art.”

Eine Wundbehandlung sollte demnach zum einen die vom Baum gebildeten
Abwehrreaktionen nicht negativ beeinflussen, ggf. sogar férdern und zum anderen
vor einer Infektion durch Pathogene schiitzen. Vor diesem Hintergrund wurde eine
Vielzahl von Grundlagen bildenden Arbeiten durchgefuhrt. So leisteten SHIGO
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(1984a,b), BALDER (1992 & 1993), LONSDALE (1992) und DUJESIEFKEN (1992 & 1995),
DUJESIEFKEN et al. (1998) wichtige Beitrage uber die beste Schnittfhrung und den
besten Schnittzeitpunkt von Baumen sowie uber die Wirkung und
Pflanzenvertraglichkeit chemischer und mechanischer Wundbehandlungen.

Nach dem heutigen gultigen Gesetz zum Schutz der Kulturpflanzen werden die zur
Wundbehandlung eingesetzten Stoffe als Pflanzenschutzmittel (8 2 Abs. 1 Nr. 9
PflISchG) eingestuft. Auf Grund dieser Tatsache ergeben sich in urbanen Gebieten
einige Besonderheiten. So ist der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln
nach dem Grundsatz der guten fachlichen Praxis (Integrierter Pflanzenschutz) auf
das notwenige Mal3 zu beschranken und sollte nur dann Anwendung finden, wenn
effektive mechanische, biotechnische oder biologische Methoden nicht zur
Verfugung stehen (8 6 Abs. 1 und 2, 8 2 Abs. 1 Nr. 2 PflISchG).

In diesem Zusammenhang wurden bereits fir die Entwicklung alternativer
Pflanzenschutzverfahren verschiedene Untersuchungen, basierend auf der
Verwendung antagonistischer Mikroorganismen, zur biologischen Kontrolle
phytopathogener Erreger durchgefihrt und dokumentiert (Cook & BAKER, 1983;
CHET, 1990; CAMPBELL, 1994). Besondere Aufmerksamkeit gewannen zunehmend
Arten der Gattung Trichoderma als effektive Antagonisten gegen eine Vielzahl von
Pflanzenkrankheiten (PAPAvVIzAS, 1985; CHET, 1987; ANDREWS, 1992; SAMUELS, 1996;
HoweELL, 2003; HOITINK et al. 2006).

Beruhend auf diesen Ausflihrungen konnte der Einsatz von Trichoderma-Arten
(Stdmmen) fir die biologische Kontrolle von Holz abbauenden Pilzen eine sinnvolle
Alternative fur die Wundbehandlung an Baumen und eine Ergdnzung des integrierten

Baumschutzes in stadtischen Bereichen darstellen.

Biologische Kontrolle von Schadorganismen

Nachfolgend werden fir ein besseres Verstandnis einige wichtige Begriffe naher
erlautert. Cook & Baker (1983) definierten die biologische Kontrolle als eine
Beseitigung (Reduktion) des Inokulums eines Pathogens oder seiner Pflanzen
schadigenden Aktivitdten durch den Einsatz eines oder mehrerer Organismen.

Heute ist die biologische Kontrolle ein fester Bestandteil des integrierten
Pflanzenschutzes und umfasst zudem nach AusT et al. (1999) die gesteuerte

Nutzung biologischer Vorgénge:
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» Das Wissen Uber die Verhaltensweise von Schadorganismen
» Die Forderung pflanzeneigener Schutzmechanismen gegenuber biotischen und
abiotischen Schadfaktoren

» Der Einsatz von Antagonisten gegen Schaderreger

Die Anwendung von biologischen Pflanzenschutzverfahren zur Regulation von
pathogenen Pilzen beruht auf einer kurativen, eradikativen oder protektiven
Wirkungsweise (AusT et al. 1999). Die kurative Wirkung wird erzielt, wenn das
Verfahren an bereits befallenen oder erkrankten Pflanzen angewendet wird und
dadurch die vollstandige Beseitigung des Erregers, wahrend seiner
Inkubationsphase, die Pflanze ,kuriert®. Die eradikative Wirkung basiert auf der
Reduktion des Inokulums des Pathogens (infektiosse Material) und soll das
Fortschreiten der Krankheit verlangsamen. Die protektive Wirkungsweise wird in
vielen Fallen durch einen schiitzenden Belag auf der Pflanzenoberflache, der einer
Infektion vorbeugt, erzielt.

Als Pflanzenkrankheit definierte AGRIOS (1997) jegliche Beeintrachtigung des
nattrlichen Aufbaus, der Funktion und des 6konomischen Wertes einer Pflanze. In
diesem Zusammenhang werden Pathogene demnach als Erreger eingestuft, die in

der Lage sind, diese Beeintrachtigungen auszuldsen.

1.2 DIE GATTUNG TRICHODERMA

Die Gattung Trichoderma ist eine der am haufigsten untersuchten Pilzgattungen
weltweit und dennoch wird heute ihre Taxonomie noch diskutiert (KULLNING et al.
2002; SAMUELS, 2006). Die ersten Beschreibungen der charakteristischen Merkmale
von Trichoderma spp. erfolgten bereits 1927 von GILMAN & ABBOTT und von BISBYS
(1939). Ausgehend von morphologischen Kriterien, wie Myzelfarbe, Verzweigungstyp
der Konidiophoren, Formen der Phialiden und der Konidien konnte RIFAI (1969) die
Gattung Trichoderma in 9 Arten-Aggregate einordnen und bildete damit die bis heute
gultige Grundlage der Trichoderma-Taxonomie. Im Laufe der Zeit wurde diese von
BISSETT (1991a,b,c) Uberarbeitet und weiterentwickelt (Abbildung 1).

Wegen des bekannten anamorphen und dem Fehlen des telemorphen Stadiums wird
Trichoderma spp. der Klasse der Deuteromyceten (Fungi imperfecti) zugeordnet.

Durch die Anwendung moderner molekulargenetischer Verfahren konnten allerdings

3
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phylogenetische Studien die verwandtschaftliche Beziehung zwischen Trichoderma
(Anamorph) und dem Ascomyceten Hypocrea (Telemorph) aufzeigen (LIECKFELDT et
al. 2000; DoppD et al. 2003; CHAVERRI & SAMUELS, 2004; DRUZHININA & KUBICEK, 2005).
Zudem wurden in den letzten Jahren mit Hilfe dieser neuen Methoden immer wieder
neue Arten entdeckt (Wuczkowskl et al. 2003; HoLMES et al. 2004; KRAUS et al.
2004), so dass mittlerweile die Gattung Trichoderma von 9 Arten-Aggregaten auf 100

einzelne, beschriebene Arten erweitert wurde (DRUZHININA et al. 2006).

RIFAI (1969) BisseTT (1991a,b)
9 Arten-Agdreqgate: Section Pachybasium Section Satrurnisporum
T. pilulifera = H. pilulifera T. saturnisporum
T.ghanense
T. harzianum T. harzianum
T. hamatum T. hamatum Section Trichoderma
T. spirale N
T. polysporum T. fertile »| T.viride
\ T. longipile — N
T. viride = T. tomentpsum T. atroviride
T. strictipilis o
T. koningii T. oplongisporum —p-| T. konginii
T. minutisporum o
T. aureoviride T. pu_bescens | T.aureoviride
T. strigosum
T. longibrachiatum T. fasciculatum Section Longibrachiatum
T. pseudokonigii T. polysporum ~——a| T.longibrachiatum
T. crassum
T. croceum T. parceramosum

—~

T. pseudokonginii
T. citrinoviride

Abb. 1: Vergleich der Arten-Konzepte von RIFAI (1969) und BISSETT (1984; 1991a,b; 1992)
(GRADINGER, 2001).

Das antagonistische Potenzial von Trichoderma spp. beruht auf verschiedenen

Mechanismen, die in zahlreichen Studien untersucht und diskutiert wurden (DENNIS &

WEBSTER, 1971a,b,c; LEwIS & PAPAVIZAS, 1980; LORITO et al. 1993 & 1994; CHET et al.

1998; HoweLL, 1998; HARMAN, 2006, HOITINK et al. 2006; Woo et al. 2006). Die

Hemmung eines Pilzes durch Trichoderma spp. beruht auf:

» Produktion antibiotischer, volatiler und nicht-volatiler Substanzen. Diese Stoffe
wirken auf die Permeabilitdt cytoplasmatischer Membranen und haben einen

Efflux von wichtigen Zellinhaltsstoffen zur Folge (HOWELL, 1998).
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» Mycoparasitierung und Ausscheiden lytischer Enzyme. Im Prozess der
Parasitierung spielt das antimykotische Enzym-System von Trichoderma spp. bei
der Erkennung, Bindung an und Zerstérung der Wirtszellwand eine
entscheidende Rolle (SCHIRMBOCK et al.1994).

» Hohe Konkurrenzkraft um Nahrung und Raum. Sie findet Ausdruck durch das
schnelle Wachstum und die hohe Produktion an asexuell gebildeten Konidien und
Chlamydosporen (Cook, 1979; CHET, 1990; CHET et al. 1998).

Bereits 1932 wies WEINDLING die hemmende Wirkung von Trichoderma lignorum

gegen verschiedene phytopathogene Pilze nach. Heute ist der Einsatz von potenten

Trichoderma-Stammen zur Regulation von vielen pilzlichen Schaderregern ein fester

Bestandteil des Pflanzenschutzes (HJELJORD & TRONSMO, 1998). So finden

mittlerweile auch kommerziell erhaltliche Trichoderma-Produkte eine erfolgreiche

Anwendung (MONTE, 2001). In der Landwirtschaft erfolgt zum Schutz der

Kulturpflanzen der Einsatz gegen bodenbirtige Wurzelkrankheiten wie etwa

Fusarium spp., Rhizoctonia solani, und Sclerotium rolfsii (LEwis & PAPAvizAas, 1980;

KOMMEDAHL et al. 1981; LIFSHITZ et al. 1985; YEDIDIA et al. 1999; HOWELL et al. 2000;

KovAcH et al. 2000). Fur eine Applikation von Trichoderma spp. an Baumen wurden

zahlreiche Untersuchungen gegen wichtige Faulepilze wie bspw. Heterobasidion

annosum und Armillaria spp. sowie gegen den Erreger des Bleiglanzes Stereum
purpureum durchgefuhrt (GROSCLAUDE et al. 1973; HOLDENRIEDER, 1984; BRUCE &

HIGHLEY, 1991; BRUCE, 1992; HIGHLEY et al. 1997; SPIERS & BREWSTER, 1997,

KWwWASNA, 1997; NicoLoTT! et al. 1999; VARESE et al. 1999; WANG et al. 2001; Fox,

2003).

Allerdings ist in diesem Zusammenhang zu erwahnen, dass zum einen eine

grundséatzliche antagonistische Wirkung von Trichoderma spp. nicht gegen alle

Schadpilze existiert. Und zum anderen kann das antagonistische Potenzial nicht nur

zwischen Trichoderma-Arten, sondern auch zwischen Stdmmen stark variieren

(HANSON & HOWELL, 2004; HARMAN et al. 2004; KrReDICS et al. 2004; HoITINK et al.

2006; SAMUELS, 2006; Woo et al. 2006). Beruhend auf diesen Ausfiihrungen sind

Untersuchungen mit definierten Antagonist/Pathogen-Kombinationen und unter

Bertcksichtigung aller Mechanismen im Antagonismuskomplex unerlasslich, um

einen potenten Trichoderma-Stamm fur den Einsatz zur biologischen Kontrolle zu

selektieren. (KLOEPPER, 1991; SCHOEMAN et al. 1994; SAMULES, 1996; HOWELL, 2003;

VizcAINO et al. 2005; HARMAN, 2006).
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Im stadtischen Raum liegen bislang keine Erfahrungen tber die Wirksamkeit von
Trichoderma-Stammen gegen die an Stadtbaumen haufig auftretenden Holz
zersetzenden Pilze vor. Interessant ist die Beobachtung, dass die meisten
Wundparasiten, die unsere Stadtbaume befallen, nur sehr selten im Wald auftreten.
Mogliche Grinde hierfur durften mit dem vermehrten Auftreten pradisponierender
Faktoren und mit dem selteneren Vorkommen natirlicher Gegenspieler

(Antagonisten) auf Standorten im Stadtbereich zusammenhéangen.

1.3 ZIEL DER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das antagonistische Potenzial der Trichoderma-
Arten (-Stamme) gegen die Holz abbauenden Pilze Ganoderma adspersum,
Ganoderma lipsiense, Inonotus hispidus, Polyporus squamosus und Kretzschmaria
deusta in verschiedenen in vitro-Versuchen zu testen. Unter Beachtung mdoglicher
chemischer und physikalischer Einflussfaktoren sollten die Wirkungsmechanismen
von Trichoderma spp. studiert und letztendlich ein geeigneter Trichoderma-Stamm
selektiert werden.

Die durchgefuhrten ad planta-Studien (Versuch A & B) sollten die erzielten in vitro-
Ergebnisse komplettieren sowie bereits vorliegende Erkenntnisse im Bereich der
biologischen Kontrolle Holz zersetzender Pilze erganzen und um bisher
unbertcksichtigte Aspekte erweitern. Der Focus der Untersuchungen lag hierbei zum
einen auf einer Formulierung und Applizierung eines Verfahrens, das den
Antagonisten optimal auf dem Substrat etabliert und zum anderen auf einer exakten

Bonitierung der Persistenz und des Wirkungsgrades unter Praxisbedingungen.

Im Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit standen folgende Fragestellungen im
Vordergrund:

In vitro-Screening:

F-1. Besitzt Trichoderma spp. ein antagonistisches Potenzial gegen die Holz
abbauenden Pilze?
F-2: Inwieweit existieren Unterschiede zwischen den eingesetzten Trichoderma-

Arten (-Stdmmen)?
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F-3:

F-4.

Welche Wirkungsmechanismen im Antagonismuskomplex von Trichoderma
spp. sind bei der Regulation der Holz zersetzenden Pilze beteiligt?
Existieren Unterschiede zwischen den Holzzersetzern in Bezug auf die

Sensitivitat bzw. Resistenz gegentber Trichoderma spp.?

Ad planta-Studien:

F-1:

F-2:
F-3:

F-4:

Lasst sich ein Verfahren formulieren und applizieren, das den Antagonisten auf
Schnittflachen von Baumen optimal etabliert?

Wie ist die raumliche Verteilung des Antagonisten auf dem Substrat?

Welchen Einfluss haben abiotische und biotische Faktoren auf die Etablierung
und Persistenz des Antagonisten?

Besitzt der selektierte Trichoderma-Stamm unter Praxisbedingungen eine
protektive Wirkung gegen Holz abbauende Pilze?

: Wenn ja, wie hoch ist der protektive Wirkungsgrad?
. Ist auf den Schnittflachen eine natiirliche Sukzession erkennbar?

: Wenn ja, welche Organismen besiedeln den neu entstandenen Raum?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 CHARAKTERISIERUNG DER VERSUCHSORGANISMEN

2.1.1 Pilzarten

Alle Holz zersetzenden Pilze, die bei den kunstlichen Inokulationsversuchen
verwendet wurden, stammten bis auf die Kultur Inonotus hispidus 221105.1 (Im
Rahmen dieser Arbeit isoliert und kultiviert aus Platanus x hispanica Minchh.,
Freiburg i. Br.) aus den an der Professur fur Forstbotanik vorhandenen
Stammkulturen. Die Auswahl der Holzzersetzer erfolgte auf Grund ihres haufigen
Vorkommens in stadtischen Gebieten sowie ihres natlrlichen Auftretens an
typischen Stadtbaumarten (Platane, Ahorn, Linde). Zudem sollten Pilze vertreten
sein (Nr. 1, 2, 4 und 5), die Uber das Potenzial verfugen, das lebende Splintholz
invasiv zu besiedeln (BobDY & RAYNER, 1983; JAHN, 1990; BUTIN, 1996; SCHWARZE &
FERNER, 2003). Das enzymatische Holzabbau-Potenzial ist mit der Weil- und
Moderfaule nicht ganzlich abgedeckt. Auf Erreger der Braunfaule wurde bewusst
verzichtet, da diese allgemein mit Koniferen assoziiert sind und daher in stadtischen
Gebieten eine untergeordnete Rolle spielen. Fur eine genaue Beschreibung der
eingesetzten Holz abbauenden Pilze wird auf entsprechende Fachliteratur verwiesen
(KREISEL, 1961; BoDDY & RAYNER, 1983; BREITENBACH & KRANZLIN, 1984 & 1986;
SINCLAIR et al. 1987; JAHN, 1990; BUTIN, 1996; SCHWARZE et al. 1999).

Tabelle 1: In den Studien eingesetzte Holz abbauende Pilze

Nr. Pilzart Isoliert aus Isolat-Nr.

1 Polyporus squamosus (Hud.:Fr.) Fr. ex Tilia cordata Mill. 291101.2"
(Schuppiger Porling) (Winterlinde)

2 Ganoderma adspersum (S. Schulz.) Donk ex Fagus sylvatica L. 086699.2"
(Wulstiger Lackporling) (Rotbuche)

3 Ganoderma lipsiense (Batsch) Atk. ex Fagus sylvatica L 250593.1"
(Flacher Lackporling) (Rotbuche)

4 Inonotus hispidus (Bull.:Fr.) Karsten ex Fraxinus excelsior L. 200792.1"
(Zottiger Schillerporling) (Esche)

5 Inonotus hispidus (Bull.:Fr.) Karsten ex Platanus x hispanica Miinchh. 2211051
(Zottiger Schillerporling) (Platane)

6 Kretzschmaria deusta (Hoffm.) P.M.D. Martin ex Acer pseudoplatanus L. 271098.1"
(Brandkrustenpilz) (Bergahorn)

' = Die Isolate stammen aus den an der Professur fiir Forstbotanik vorhandenen Kulturen
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Fir die Auswahl der Antagonisten waren folgende Kriterien entscheidend. Zum einen
sollte ein kommerziell erhaltliches Trichoderma-Produkt (BINAB™ TF WP, Karlsborg,
Schweden), das im Obstbau gezielt gegen Stereum purpureum (Bleiglanzkrankheit)
eingesetzt wird (RICARD, 1981; MONTE, 2001) vertreten sein und zum anderen sollten
in den in vitro Studien Trichoderma/Pathogen-Kombinationen ausgewahlt werden,
uber die bisher keine veroffentlichten Daten vorliegen.

Des Weiteren sollte eine Trichoderma-Art (Trichoderma atroviride) getestet werden,
die nach der Literatur Uber ein sehr gro3es antagonistisches Potenzial gegen viele
phytopathogene Pilze verflgt (KULLNIG et al. 2000; HJELJORD & TRONSMO, 2003; LI et
al. 2005; McLEAN et al. 2005). Der Focus hierbei lag auf der Feststellung moglicher
Unterschiede zwischen verschieden lIsolaten von T. atroviride in Bezug auf das

antagonistische Potenzial gegen Holz zersetzende Pilze.

Tabelle 2: In den Studien eingesetzte Trichoderma-Arten

Pilzart Isoliert aus Isolat-Nr.
Trichoderma atroviride Karsten Armillaria mellea - Deutschland 15603.1"
Trichoderma atroviride Karsten Schale von Citrus aurantium - Israel CBS 351.93
Trichoderma atroviride Karsten Waldboden - USA CBS 396.922
Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett* Rinde von Betula spp. - Niederlande CBS 338.932
Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster Weil3faules Holz - Deutschland CBS 126.65
Trichoderma harzianum Bissett BINAB TF WP IMI 2060393
Trichoderma polysporum Bissett BINAB TF WP IMI 206040°

1 = Die Isolate stammen aus den an der Professur fiir Forstbotanik vorhandenen Kulturen
2 = Die Isolate stammen von Centraalbureau voor Schimmelcultures — Niederlande

3 = Die Isolate stammen von BINAB Bio-Innovation AB

* = T. fasciculatum Synonym T. strictipile (DRUZHININA & KUBICEK, 2005)

Auf Grund der Tatsache, dass die Gattung Trichoderma bereits in der Einleitung
weitestgehend beschrieben wurde und auf Grund wenig vorhandener Literatur zu
den einzelnen Trichoderma-Arten und —lIsolaten, wird hier auf eine detaillierte

Beschreibung verzichtet.

Anzucht und Erhalt der Pilzkulturen

Die Anzucht der Testpilze flr die in vitro Studien, Pilzidentifikationen sowie flr die
Licht- und Rasterelektronenmikroskopie erfolgte auf dem Medium MEA, im
Brutschrank bei 25°C im Dunkeln.

Zum Erhalt der Kulturen wurde frisches Myzel vom Kolonierand des jeweiligen Pilzes

entnommen, auf das Minimalmedium SNA Uberimpft und anschlielend mit Parafilm

9
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zur Feuchtigkeitserhaltung verschlossen. Die SNA-Platten mit den angewachsenen
Pilzkulturen wurden dann im Kuhlschrank bei 4°C gelagert und in regelmaligen

Abstanden erneuert.

2.1.2 Baumarten
Bei der Auswahl der Baumarten fur die Feldstudien (Versuch A und B) mussten
mehrere Restriktionen berucksichtigt werden. Bei der Mehrzahl der verwandten
Baume sollte es sich um Arten handeln, die in stadtischen Gebieten auf Grund ihrer
Eignung haufig angepflanzt werden, wie z.B. Platanus x hispanica, Tilia platyphyllos
und Acer pseudoplatanus (MALEK et al. 1999). Zudem musste auf Baumarten
zuruckgegriffen werden, die fur die Versuche in Bezug auf Vitalitat, Hohe, BHD
geeignet schienen, welche auf der jeweiligen Flache (Stadtnahe) zur Verfigung
standen und an denen zum richtigen Zeitpunkt Schnittmalinahmen vollzogen werden
konnten. Somit wurden 6 verschiedene Arten und insgesamt 196 Baume in den
Feldstudien eingesetzt und ausgewertet (Tabelle 3).
Im Vorfeld wurden folgende Parameter der Baume aufgenommen (siehe Anhang):

» Vitalitat nach RoLoFF (2001): Stufen 0-3
Baumdaten: BHD, Hohe, Alter, Kronendurchmesser
Wuchsanomalien: Zwiesel, Drehwuchs, Beulen, Krebs, etc.
Krankheiten: Kafer-, Pilzbefall

Verletzungen: Kronen-, Stamm-, Wurzelschaden

YV V. V V V

Besonderheiten: Trockenstress, Schleimfluss, unterstandig, dominant, etc.

Tabelle 3: In den Feldversuchen eingesetzte Baumarten

Baumart Standort Anzahl Versuch
Platanus x hispanica Minchh. Ludwigshafen / StralRburg 91 A
Acer pseudoplatanus L. Ludwigshafen / Freiburg-Lehen 40 A/B
Tilia platyphyllos Scop. FreiburgLehen 24 B
Populus nigra L. Ludwigshafen / Freiburg-Lehen 16 A/B
Quercus rubra L.. Freiburg-Lehen 16 B
Robinia pseudoacacia L. Ludwigshafen 9 A

@ Vitalitat der Baume (RoLoFF, 2001): 1,3
@ Kronendurchmesser: 9,2m

@ Aststarke: 6,4cm

@ Alter: 26

@ BHD: 29cm

@ Hohe: 12m

10
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Durch die Wahl der Baumarten waren die Organisationsstufen des Hydrosystems II,
[, IV und V und sowohl zerstreutporige als auch ringporige Arten vertreten (BRAUN,
1982). An dieser Stelle wird auf eine ausfuhrliche Beschreibung der Baumarten und
ihrer Anatomie verzichtet und auf entsprechende Fachliteratur verwiesen (BRAUN,
1970; GROSSER, 1977; BRAUN, 1982; WAGENFUHR, 1996; SITTE et al. 2002).

2.2 NAHRMEDIEN

Alle Medien wurden mit Aqua dest. auf 1000ml aufgefullt, bei 120°C fir 20 Minuten
autoklaviert und anschlielend in Einmal-Petrischalen (& 94mm x 16mm, mit Nocken)
gegossen. Eine Einstellung und Messung des pH-Wertes der Medien erfolgte mit
einem pH-Meter (Consort P907) und entsprechenden Pufferldsungen. Fur die
Arbeiten Kultivierung, Isolation, Re-Isolation, Mikroskopie sowie fur die in vitro

Studien wurden folgende Nahrmedien eingesetzt:

LB — Medium
NaCl 10g
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
Ampicillin 50ug/ml
Bacto-Agar 15g (fur LB-Agarplatten)

Das Medium wurde fur die Anzucht der Escherichia coli Bakterien verwendet, die im

Transformationsprozess eingesetzt wurden (SAMBROOK et al. 1989).

SOC - Medium
Caseinhydrolysat 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 5g

MgCl,-Lésung 15ml
MgSOg4-Losung  12,5ml
Glucoselésung  20ml
Dieses Medium wurde ebenfalls im Transformationsprozess eingesetzt und diente

der ersten Zellvermehrung und Expression der Antibiotika-Resitenzgene.

11
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MEA — Malzextraktagar
Malzextrakt 20g
Agar 20g

MEA-A — Malzextraktagar + Antibiotika

Malzextrakt 20g
Penicillin 1ml (124mg gelost in 100ml H20)
Streptomycin 1ml (400mg geldst in 100ml H,O)
Tetracyclin 1ml (100mg geldst in 100ml H,O)
Agar 20g

Um die aus den Abisolierungen gewonnenen Organismen, welche nicht auf T-MEA
wachsen, in Reinkultur zu bringen und von Bakterienkontaminationen zu befreien,

wurden dem Malzextrakt Antibiotika beigeflgt. Im Text abgekirzt mit MEA-A.

T-MEA — Malzextraktagar + Thiabendazole

Malzextrakt 20g
Thiabendazole  2ml (0,46mg geldst in 2ml Milchsaure)
Agar 20g

Um die Konkurrenzverhaltnisse fur Basidiomyceten zu verbessern wurde dem
Malzextrakt Thiabendazole beigefugt. Dies unterbindet eine Kontamination und
Entwicklung von Deuteromyceten auf dem Medium (SIEBER, 1995). Zudem wurden in
einigen Fallen dem T-MEA auch Antibiotika (siehe Malzextraktagar + Antibiotika)
beigefugt. Im Text abgekurzt mit T -MEA-A.

SNA - Slight Nutrient Agar

KH2PO4 19

KNO3 19

MgSO,4 7H,0 0,5g
KCL 0,5g
Glucose 0,29
Saccharose 0,29
Agar 179

Dieses Medium sollte zum einen die Ausbreitung schnell wachsender Pilze zu

Gunsten langsamer Arten hemmen und zum anderen eine direkte Beobachtung

12
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morphologischer Merkmale unter dem Mikroskop durch Enthahme von Agarblocken
erlauben (NIRENBERG, 1981). In einigen Fallen war eine Beigabe von Antibiotika

notwendig. Im Text abgekurzt mit SNA-A.

LNA — Low Nutrient Agar
L-Asparagin 0,013g

KH,PO4 19
MgSO, 7H20 0,3g
KCL 0,59
FeSO, 0.01g

MnSO, 4H,0  0.008g
ZnSO,6H,0 0,002
CaNO3;4H,0 0,059

CuSOq4 0.002g
NH4sNO3 0,008g
Glucose 59
Agar 10g

Dieses Medium wurde in den in vitro Studien verwendet, da es das Substrat Holz in
der Nahrstoffkomposition und im C:N — Verhaltnis, im Gegensatz zum
nahrstoffreichen MEA, annahernd reprasentiert (SRINIVASAN et al. 1992).

TSM (1) — Trichoderma selective medium
MgSO, 7H20 0,29

KH2PO4 0,99
KCL 0,159
NH4NO; 19
Glucose 39

Chloramphenicol 0,25¢g

PCNB 0,2g (Pentachloronitrobenzene)

CsH11N3O3SNa  0,3g (4-dimethylaminobenzenediazo sulfonic acid)
Rose Bengal 0,15g

Agar 20g

13
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TSM (2) — Trichoderma selective medium
MgSO, 7H20 0,29

KH2PO4 0,99
KCL 0,159
NH4NO; 19
Glucose 39

Chloramphenicol 0,25¢g

PCNB 0,2g (Pentachloronitrobenzene)

Captan 0,29

Propamocarb 1,2ml

Rose Bengal 0,15g

Agar 20g
Fir die Re-Isolation von Trichoderma spp. wurden 2 verschiedene, selektiv wirkende
Nahrmedien verwendet und auf ihre Eignung hin untereinander und mit dem Medium
MEA bzw. SNA verglichen. TSM (1) wurde von ELAD et al. (1981) fur die quantitative
Isolation von Trichoderma spp. aus Bdden entwickelt. Askew & LAING (1993)
modifizierten die Zusammensetzung des Mediums und entwickelten das TSM (2).
Beide Medien sollen die Entwicklung von Bakterien und schnellwachsenden Pilzen,
wie z.B. Mucor spp. und Rhizopus spp., unterbinden und somit die
Konkurrenzverhaltnisse fur Trichoderma spp. verbessern. Hierbei macht man sich die
Tatsache zu nutze, dass Trichoderma spp. relativ tolerant gegeniber hohen
Konzentrationen von PCNB und anderen Fungiziden ist und ferner auch bei geringen

Konzentrationen an Glucose eine rasche Entwicklung aufweist (ELAD et al. 1981).

Cellophan-Praparate

Es wurden fir die Pilzbestimmung und fir die Studien zum Mycoparasitismus ca.
6x6cm grolRe Cellophansticke geschnitten, 20 Minuten bei 120°C autoklaviert und
auf MEA gelegt. Auf die Folie wurde anschlieRend das Myzel Uberimpft und nach
Entwicklung der Hyphen Teile aus dem Cellophan entfernt, in Milchsaure eingebettet
und mikroskopisch ausgewertet. Fur die Rasterelektronenmikroskopie wurden die

Cellophanpraparate, wie in Kapitel 2.4 naher beschrieben, aufgearbeitet.

14
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2.3 HISTOLOGISCHE STUDIEN

Fixierung der Proben

Aus allen relevanten gesunden, natlrlich oder kinstlich inokulierten Holzproben, die
mikroskopisch untersucht werden sollten, wurden ca. 3 x 3 x 8 mm Stlicke je nach
Betrachtungsebene (radiale, tangentiale und axiale Ausrichtung) entnommen.
AnschlieBend wurden die Proben in Fixierlosung (2%iges Glutaraldehyd, 0,1M
Phosphatpuffer pH 7,2 — 7,4) gelegt, mittels einer Vakuumpumpe entgast und zur
Aufbewahrung im Kihlschrank bei 4 — 8°C aufbewabhrt.

Einbettung

Die fixierten Proben wurden dreimal fur jeweils zwei Stunden in Aqua dest. im
Rotator geschwenkt und jeweils 12 Stunden mit einer aufsteigenden Isopropanol-
Reihe (50%, 70%, 90%, 96% V/V) entwassert. AnschlieBend wurden sie in
100%igem Isopropanol und Einbettldsung im Verhaltnis 1:1 fir 2 x 12 Stunden
aufbewahrt und schlieRlich in mit 0,5% Katalysator versetzter Methacrylatharz-
Monomer (FINK, personliche Mitteilung) eingebettet. Hierzu wurden die Proben in
Gelatinekapseln gemal® der gewunschten Schnittebene orientiert, mit Einbettldsung

gefullt und anschlielend im Warmeofen bei 60°C fur 24 Stunden ausgehartet.

Anfertigung von Gewebeschnitten

Nach dem Ausharten und Abkuhlen wurden die Gelatinekapseln entfernt und fur die
Analyse 2-3um dicke Schnitte mit diversen Rotationsmikrotomen (Leica® Ultracut
UCT, Leica® RM 2165 und Reichert-Jung® 2040 Autocut) angefertigt. Fir die
Durchlicht-Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie wurden die Dunnschnitte mit
Hartmetall- und fur detaillierte Studien mit Diamantmessern geschnitten.

Um einen Uberblick (ber die Verteilung der Hyphen im Gewebe gewahrleisten zu
konnen, wurden zudem 25um dicke Schnitte von groReren, nicht eingebetteten
Holzproben mit einem Schlittenmikrotom (Leitz®) angefertigt. Diese Vorgehensweise

verhinderte das Herauslosen der Hyphen aus den Praparaten.
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Farben der Praparate
Die standardmaldige Farbung der Gewebeschnitte erfolgte in einem Farbeautomaten
HMS™ Series Programmable Slide Stainer von Carl-Zeiss®. Fiir die Autofluoreszenz

blieben einige Schnitte ungefarbt.

Normfarbung
a) 24 Stunden in 3%iger Safranin- und 1%iger Acriflavinlosung

b) 30 Minuten in 1%iger Auraminlésung

c) 3 Minuten in 2%iger Methylenblaulésung

Sudan IV
Um den Nachweis von Suberin erbringen zu kénnen, wurden die Schnitte fur 30 min
in Trichlorethylen gebadet und fur 10 Minuten in eine 0,5%ige alkoholische Sudan V-

Losung getaucht.

Toluidin-Blau-O-Farbung

Far den Nachweis von Lignin wurden die Praparate mit einer 0,05%igen wassrigen
Toluidin-Blau-O-Lésung angefarbt. Nach 5-mindtiger Behandlung wurden die
Schnitte entnommen und anschlieend wurde der Farbstoff aus den nicht-
lignifizierten Partien herausgeldst (20min. in 20%iger, wassriger CaCl,-Losung). Die

lignifizierten Zellbestandteile sollten tlrkis erscheinen (HERR, 1992)
Eisenchlorid
FUr den Nachweis von Polyphenolen wurden die Schnitte fur 20 Minuten in eine

2%ige ethanolische Eisenchlorid-Lésung gegeben.

Autofluoreszenz

Um das Vorhandensein von Lignin oder Suberin zu verifizieren, wird allgemein die
UV-Absorptionsfahigkeit von phenolhaltigen Bereichen ausgenutzt. Hierbei werden
die Praparate mit kurzwelligem Licht im ultravioletten Wellenlangenbereich zur
Emission von langerwelligem Licht angeregt und unter dem Mikroskop betrachtet
(BAumM, 2000). Die phenolhaltigen Bereiche, welche mit der Filterkombination BP 365-

FT 395-LP 397 betrachtet wurden, fluoreszierten in einem hellen Blau.
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Acridinorange

Fiar die Fluoreszenzmikroskopie wurden zwei Schnitte je Probe mit Acridinorange
angefarbt:

a) Eine Stunde in 0,02%iger Acridinorangelésung

b) Spulen in Aqua dest.

AnschlieRend wurden die Proben mit der Filterkombination 450/490-FT 510-LP 520
nach der bereits beschriebenen Vorgehensweise angeregt und betrachtet.

Lichtmikroskopie und Fotodokumentation

Die licht- und fluoreszenzmikroskopischen Studien sowie deren Dokumentation
erfolgten auf einem Zeiss® Axiophot Mikroskop mit digitaler Kamera (Zeiss® AxioCam
MRc 5). Die makroskopischen Aufnahmen wurden mit einer auf einer Leitz Reprovit
Vorrichtung montierten Kamera (Minolta 404si) aufgenommen. Far die

Aulenaufnahmen kam eine Canon 300D Digitalkamera zum Einsatz.

2.4 RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops lassen sich Oberflachenstrukturen

detailliert darstellen und betrachten. Die Proben werden in einer Vakuumkammer des

Rasterelektronenmikroskops von einem Elektronenstrahl (Primarstrahl) abgetastet.

Von der Oberflache des Objektes werden Sekundarelektronen emittiert und von

einem Detektor erfasst, so dass sich Bilder von grol3er Tiefenscharfe und hohem

Auflésungsvermogen generieren lassen (SCHMIDT, 1994).

Um eine Beeintrachtigung von empfindlichen Oberflachenstrukturen durch das im

Rasterelektronenmikroskop entstehende Hochvakuum (ca. 5*10° Pa) zu vermeiden

und somit einer Artefaktbildung entgegenzuwirken, wurden die relevanten Praparate

mit unterschiedlichen Verfahren (1-4) aufbereitet. Zudem wurden Praparate im

Niedervakuumbereich (3 - 500 Pa) rasterelektronisch untersucht (5).

(1) Die Proben wurden zur Fixierung in 4%iges Glutaraldehyd 0,1 M Phosphatpuffer
pH-Wert 7,2—7,4 gelegt und bei 4°C im Kuhlschrank fur 12 Stunden gelagert. Die
Entwéasserung erfolgte mit einer aufsteigenden Isopropanol-Reihe (50%, 60%,
70%, 80%, 90% und 2x100%) fur jeweils 10 Minuten. Anschliellend wurden die
Praparate luftgetrocknet.
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(2) Die Proben wurden fixiert, entwassert und fiar 15 Minuten in
Hexamethyldisilazane (HMDS) getaucht. Anschliel3end erfolgte die Trocknung bei
Raumtemperatur an der Luft. HMDS ist ein organisches Losungsmittel und wird
als Trocknungsmittel fur biologische Praparate eingesetzt. CHISSOE et al. (1994)
verwendete HMDS erfolgreich als abschlieiende Behandlung flr Blutenpollen.

(3) Nach der Fixierung und Entwasserung wurde die Trocknung der Proben mittels
einer Kritisch-Punkt-Trocknung (Bal-Tec CPD 030) durchgefuhrt. Hierbei erfolgte
eine Substitution des Isopropanols durch flussiges CO, gefolgt von einer
Warmung Uber den kritischen Punkt (31°C und 74bar). Diese Trocknung ist
besonders schonend fiur die Objekte, da die flliissige und gasformige Phase nicht
mehr unterscheidbar sind und somit Oberflachenspannungen an den Objekten
minimiert werden. Die Vorgehensweise erfolgte an Anlehnung an Moussa (2002),
MEYER & PLASKOWITZ (1989) und TIEDT et al. (1987).

(4) Bei diesem Verfahren unterblieb eine vorherige Fixierung und Entwasserung. Die
unbehandelten Proben wurden bei -27°C eingefroren und anschlielend
gefriergetrocknet (Christ® Alpha 1-4 LD).

(5) Fur die rasterelektronenmikroskopischen Studien im Niedervakuumbereich
blieben die Proben ganzlich unbehandelt. Hierbei wurde in der Elektronensaule
ein Hochvakuum, hingegen im Probenraum ein Niedervakuum erzeugt. Das
geringere Vakuum minimiert die Beeintrachtigungen und Kollabierungen von
Oberflachenstrukturen und ist insbesondere fur biologische und feuchte Praparate
geeignet (ScHMIDT, 1994). Die Gasmolekile, die im Probenraum sowohl durch die
Primarelektronen als auch durch die von der Probe emittierten Elektronen ionisiert
werden, neutralisieren die elektrostatischen  Aufladungen auf der
Probenoberflache (SCHMIDT, 1994; BiLLY, 2000). Somit konnte auf eine leitfahige
Beschichtung (Bedampfung der Proben mit Gold) verzichtet werden.

Nach Aufbereitung der Proben wurden diese mit Hilfe von beidseitig klebenden Leit-

Tabs auf 15mm kleinen Objekttellern (Plano, Wetzlar) fixiert und, bis auf die Objekte

fur das Niedervakuum, anschlieRend mit Gold im nm-Bereich (Edwards Sputter

Coater; Cressington Sputter Coater 108auto) fir 2 min bedampft. Im Anschluss

erfolgten die Studien im Hochvakuumbereich sowohl an einem Zeiss® DSM 940a

(Forstzoologie, Universitit Freiburg) als auch an einem Leica® S430

Rasterelektronenmikroskop (Biologie I, Universitat Freiburg). Fur die Untersuchungen

im Niedervakuum kam das Leica® S430 Rasterelektronenmikroskop zur Anwendung.
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2.5 PILZIDENTIFIKATION

2.5.1 Klassische Methodik

Die im Zuge der Re-Isolationen (Kapitel 2.7.1.2 und 2.7.2.2) gewonnen Organismen
wurden fir die Bestimmung sowohl auf MEA- als auch auf SNA-Platten vereinzelt
und bei 25°C im Brutschrank gelagert (Bakterien wurden quantifiziert, aber nicht
bestimmt). Nach Anwachsen der Pilzkulturen erfolgte eine systematische
Gruppierung anhand makro- und mikromorphologischer Charakteristika. Wiesen
auch nach 3 Wochen Myzelien keine Bestimmungsmerkmale auf, wurden diese als
,Mycelia sterilia“ deklariert.

Die taxonomische Einteilung erfolgte nach dem Klassifizierungssystem von SITTE et
al. (2002). Pilze, welche nicht der Abteilung Eumycota angehorten, wie z.B.
Schleimpilze (Myxomycota), wurden mit Hilfe von Beschreibungen von ESSER (2000)
naher charakterisiert. Fur die Identifikation der Pilze aus den Klassen
Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes und Deuteromycetes wurden die
Bestimmungsschlissel von DoMscH et al. (1980), VON ARX (1981), WEBSTER (1983),
WANG et al. (1990) und BARNETT & HUNTER (1998) verwendet.

Zur Differenzierung von Pilzen der Klasse Basidiomycetes wurde mit den jeweiligen
Reinkulturen zusatzlich der Reagenzientest nach STALPERS (1978) durchgeflhrt,
welcher das Vorhandensein oder Fehlen bestimmter Enzyme nachweist. Hierzu
wurden die folgenden vier Reagenzien verwendet, von denen je ein Tropfen auf das

Pilzmyzel gegeben wurde:

a) Laccase Test

Aqua dest. 2,0 mi
Ethanol (96 Vol.%) 48,0 ml
o-Naphtol 0,72¢

Bei einer blau-schwarzen Verfarbung des Myzels wurde der Nachweis fur Laccase

als positiv bewertet.

b) Peroxidase Test

H>02 (6 Vol.%) 3,0 ml
Aqua dest. 42,0 ml
Pyrogallol 0,45¢
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Bei einer gelb-braunen Verfarbung des Myzels wurde der Nachweis flr Peroxidase

als positiv gewertet.

c) Tyrosinase Test

Aqua dest. 2,0 mi
Ethanol (96 Vol.%) 48,0 ml
p-Kresol 0,54 ¢

Bei einer orange-braunen Verfarbung des Myzels wurde der Nachweis fur

Tyrosinase als positiv gewertet.

d) Kalilaugen Test

Die wassrige KOH-Losung (4 Vol.%) dient nicht dem Nachweis eines bestimmten
Enzyms. Kalilauge kann bei verschiedenen Pilzen unterschiedliche Reaktionen

hervorrufen. Deswegen stellt jede Farbveranderung eine positive Reaktion dar.

Nach 48 Stunden konnte man die Farbreaktionen des Myzels auf den Test
beobachten. Die Bestimmung der Basidiomyceten erfolgte anschlieRend anhand
gefundener morphologischer Merkmale sowie der Ergebnisse des Enzymtests mit
Hilfe des rechnerunterstutzten Bestimmungsschlussel der Forestry Commission
STALPERS (1978) und “Rotters” (ROSE, 1993).

Fir die Identifikation der Trichoderma-Arten
wurden die von RIFAI (1969), BISSETT (1984,
1991a,b,c, 1992) und GaAms & BISSETT (1998)
entwickelten Bestimmungsschlissel verwendet. Als
Grundlage dieser Schliussel dienen neben der
Wachstumsgeschwindigkeit auch Form und Farbe
des Myzels sowie die Verteilung der Sporenlager
auf einem bestimmten Na&hrmedium. Zusatzlich
werden mikroskopische Merkmale, wie Form,

Grofle und Pigmentation von Konidiophoren,

Philaliden, Konidien und Chlamydosporen zur

Abb.2: Konidiophore und Konidien Differenzierung herangezogen'
von Trichoderma atroviride Karsten

(BISSETT, 1991c)
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2.5.2 Molekularbiologische Charakterisierung
Die molekularbiologischen Arbeiten fanden sowohl an der Professur fur
Baumphysiologie als auch an der Professur fur Forstbotanik der Albert-Ludwigs-

Universitat Freiburg statt.

DNS-Extraktion

Es wurden ca. 100 mg des Pilzmyzels von Petrischalen enthommen und bei -20°C
tief gefroren und mechanisch aufgeschlossen. Die hochmolekulare chromosomale
DNS wurde anschlielfend mit Hilfe des DNeasy-Plant Mini-Kits (QIAGEN, Hilden)
und PhytoPure-Kits (Amersham Life Science, Buckinghamshire) isoliert. Die DNS-
Extraktion erfolgte hierbei gemal den Protokollen der Hersteller.

Isolierung der DNS mit DNeasy-Plant Mini-Kit
Die DNS wurde durch Zentrifugation und Bindung an Silica-Saulen von anderen
Zellbestandteilen getrennt. Durch Zugabe von 400 ul Puffer AP1 und RNase A (4 pl)

wurde das Myzel bei 65°C lysiert. Proteine und Polysaccharide wurden durch

Zugabe von 130 ul Puffer AP2 und bei einem Inkubationsschritt von 10 min auf Eis
gefallt und durch Zentrifugation im ,,QlAshredder® entfernt. Das Gemisch wurde mit
1,5VOL. des Puffers AP3/E versetztt Die DNS wurde durch hohe
Salzkonzentrationen an eine Membran aus Silicagel gebunden und durch zwei
Waschschritte (Puffer AW, 500 ul) von restlichen Protein-, Polysaccharid- und
Salzanteilen befreit. Durch Zugabe von 100 ul des Puffers AE wurde die DNS eluiert
und sodann bei -20°C gelagert.

Isolierung der DNS mit PhytoPure-Kit
Das Myzel wurde mit 600 pl der Reagent 1-Lésung (versetzt mit 1% (v/v)

Mercaptoethanol und RNase 20 pl/ml) vermischt und fur 30 min bei 37°C inkubiert.
Es wurden 200 ul des Reagent 2 hinzu pipettiert, fir 10 min bei 65°C inkubiert und
danach fir 20 min auf Eis gestellt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit 500 pl
Chloroform (-20°C) und 100 pl Phytopure Extraktionskit versetzt, fur 10 min sanft
geschwenkt und danach bei 1300 x g zentrifugiert. Die Oberphase wurde
entnommen und, entsprechend dem Volumen der Oberphase, Isopropanol (-20°C)

zugegeben. Durch Zentrifugation (5000 x g) wurde die DNS pelletiert und mit 70%
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EtOH gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet fir 10 min an der

Luft getrocknet und in 50 pl H>O (bidest) aufgenommen.

PCR (Polymerase Chain Reaction)
Mit der von MuLLIS et al. (1986) entwickelten Methode der PCR (Polymerase Chain
Reaction) wurden selektiv bestimmte Abschnitte der DNS exponentiell amplifiziert.
Die hierbei eingesetzten Oligonukleotide (Primer) dienen in dieser Reaktion als
Startermolkule. Der Abschnitt, den die Primer beidseitig flankierten, wird in jedem
Zyklus der Reaktion verdoppelt. Der Zyklus besteht aus 3 Schritten:
1. Die doppelstrangige DNS wird bei der Hitzedenaturierung bei 94 °C in
Einzelstrange aufgespaltet.
2. Die Primer lagern sich (Annealing) bei einer primerspezifischen Temperatur
an die DNS-Einzelstrange an.
3. Es folgt die Synthese des komplementaren DNS-Doppelstranges (Elongation)
bei optimaler Arbeitstemperatur der DNS-Polymerase bei 72-75°C.
Die Wahl der richtigen Annealingtemperatur ist fur das Ergebnis der PCR
entscheidend. Wird die Temperatur zu niedrig gewahlt treten durch unspezifische
Primerbindungen unerwilnschte Nebenprodukte auf. Wird sie hingegen zu hoch
gewahlt, ist es moglich, dass es zu keiner Primerbindung an die DNS-Matrize und
somit zu keinem PCR-Produkt kommt (MuLLIS et al. 1986).
Auf Grund unterschiedlicher Anforderungen und Fragestellungen wurden
verschiedene Reaktionsansatze, PCR-Protokolle und Primer eingesetzt. Eine
genaue Beschreibung der Primer sowie einen genauen Ablauf der PCR-Programme
erfolgen in den Kapiteln 2.5.2.1, 2.5.2.2 und 2.5.2.3. Die PCR wurde zum einen mit
einem Thermocycler Stratagene®/Robocycler Gradient 40 (Professur  fiir
Baumphysiologie) sowie mit einem Mastercycler® ep (Professur fiir Forstbotanik)
durchgefuhrt.

Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Fir die Konzentrationsbestimmung und Ermittlung der Reinheit der DNS-LAsung
wurde die optische Dichte (OD) mit einem Spektralphotometer (Beckman DU-7500i
Spectrometer; Analytik Jena SPECORD S 100) bei den Wellenlangen 260 nm und
280 nm gemessen. Dabei entspricht der Absorptionswert 1 (OD) bei einer

Schichtdicke der Quarzkivette von 1cm einer Konzentration von 50 pg/ml
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doppelstrangiger DNS. Die DNS-Lésungen wurden jeweils mit einer Verdlinnung von
1:10 gemessen. Der Leerwert wurde mit Aqua dest. eingestellt.

Far die Berechnung der DNS-Konzentration (c(DNS)) wurden der bei 260nm
gemessene Absorptionswert (abs), die DNS-Konzentration von 50 ug/ml bei 1 OD
(Faktor DNS) und der Verdinnungsfaktor 10 (Verdlinnung 1:10) bericksichtigt.
Entsprechend wurde folgende Formel verwendet:

C(DNS)= Absorptionswert (abs) 260nm * Faktor DNS* Verdinnungsfaktor

Eine Aussage bezuglich der Reinheit der DNS-Lésung kann mit Hilfe des Quotienten
der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm (Q Azso/A2s0) getroffen werden. Bei
sehr reinen DNS-LOsungen sollte der Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ein kleinerer
Wert deutet auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin, wo hingegen ein groRerer

Wert auf das Vorhandensein von RNA schlieRen lasst (SAMBROOK et al. 1989).

Agarose-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR wurde zur qualitativen Analyse der Amplifikationsprodukte
eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Lineare doppelstrangige
DNS ist auf Grund ihres Phosphordiester-Aufbaues negativ geladen und bewegt sich
im elektrischen Feld zum positiven Pol.

Die DNS-Abschnitte wurden bei 80 (100) Volt, variabler Stromstarke und fir ca.
60min in einem, je nach Anforderung, 1%igen bzw. 2%igen TBE-Agarosegel (1 x
TBE-Laufpuffer) aufgetrennt (kleinere DNS-Fragmente wandern in der Agarosematrix
schneller als groRere). Mittels Ethidiumbromid (0,5ug/ml), einem fluoreszierenden
Farbstoff, der in die DNS-Doppelhelix interkaliert und sie unter UV-Licht sichtbar
macht, wurden die DNS-Abschnitte angefarbt. Somit konnte anschlielRend die

Auswertung und Fotodokumentation auf einem UV-Tisch erfolgen.

2.5.2.1 DNS Sequenzierung

Bei der Sequenzierung wird die Nukleotid-Abfolge der DNS direkt bestimmt. Ein
haufig verwendeter Kennmarker ist die ITS (Internal Trancribed Spacer)-Region der
nuklearen ribosomalen DNS. Die Vorteile der ITS-Region sind zum einen, dass durch
die konservativen ITS-flankierenden 18 S, 26 S und 5,8 S-Einheiten fur Pflanzen und

Tiere von universell geltenden Primern ausgegangen werden kann, und zum
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anderen ist die ITS-Region, auf Grund ihrer Kirze, auch bei stark degenerierter DNS
noch sequenzierbar (WHITE et al. 1990).

In dieser Arbeit wurden fur die Identifikation unbekannter Trichoderma-Arten die ITS
1 und 2 Region vervielfaltigt und sequenziert (HERMOSA et al. 2000; KUBICEK et al.
2003; PRYCE et al. 2003; WuczkowskKi et al. 2003; HERMOSA et al. 2004; MAYMON et
al. 2004).

Zudem wurde die ITS 1 und 2 Region von 4 Basidiomyceten (Ganoderma
adspersum, G. lipsiense, Inonotus hispidus 200792.1 und Polyporus squamosus)
und von einem Ascomyceten (Kretzschmaria deusta) sequenziert (HSEU et al. 1996;
JASALAVICH et al. 2000; OH et al. 2003).

PCR zur Amplifizierung der ITS-Region
Die PCR zur Amplifizierung der ITS Region wurde unter Verwendung der Oligo-
Primer (Tabelle 4) und mit folgendem Ansatz sowie PCR-Protokoll durchgeflihrt

(Thermocycler Stratagene®/Robocycler Gradient 40):

Tabelle 4: Sequenz, Schmelztemperatur (T,,) und G+C-Gehalt der Primer (MWG-Biotech)

Primer Sequenz Schmelztemperatur G+C-Gehalt (%)
trRNAf 5-AAG TCG TAA CAA GGT CTC C-3 54,5 °C 47,4
trRNAr 5-TGA TAT GCT TAA GTT CAG C-3 50,2 °C 36,8

Der Reaktionsansatz (50ul) enthielt: Steriles Wasser (26,5ul), Mg-Reaktionspuffer
(5ul), 26mM MgCl; (5pl), Primer forward (5ul), Primer reverse (5ul), 10 mM dNTP mix
(1ul), Tag DNA polymerase (0,5ul), DNS (2ul).

PCR-Protokoll:

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 48 °C 1 min x 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min
Abschliellende Elongation 72 °C 5 min
Abkiihlung 4°C 30 min
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Isolierung und Aufreinigung von DNS Fragmenten

Nach der Gelelektrophorese wurden ca. 100mg der unter UV-Licht sichtbaren
Banden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefal® tberfuhrt.
Zur Elution der DNS-Fragmente wurde das Jetsorb-Kit der Firma Genomed
verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers verfahren. Es wurden den 100mg
Probe 300 ul A1 Puffer und 10 ul Jetsorbsuspension zugegeben. Um die DNS zu
binden, wurde die Losung fur 15 min bei 50 °C inkubiert. Wahrend der Inkubation
wurde alle 3 Minuten das Gemisch zur schnelleren Aufldsung geschwenkt.
AnschlieRend wurde fiir 30s zentrifugiert (14000 U/min), der Uberstand verworfen,
300 ul A1 Puffer zugegeben und erneut bei 14000 U/min zentrifugiert. Das Pellet
wurde dann in 300 pl A2 Puffer gelost und ebenfalls bei 14000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und der Vorgang (Zugabe von A2 Puffer und
Zentrifugation) ein weiteres Mal wiederholt. AnschlieBRend wurde das Pellet
getrocknet und in H,O (bidest) resuspendiert. Abschlieliend wurde die Losung fur 5
min bei 50 °C inkubiert und abermals zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die

gereinigte DNS und wurde bei 4 °C gelagert.

Klonierung von Amplifikationsprodukten

DNS-Fragmente lassen sich mit Hilfe von Enzymen in zuvor aufgeschnittene
Plasmide einflgen, religieren und zur Vervielfaltigung in Bakterien transformieren.
Die Klonierung erfolgte hierbei mittels des Klonierungskit TA Cloning® Kit
(Invitrogen), wobei chemisch kompetente Escherichia coli Zellen des Stammes
INVaF’ sowie die Plasmidvektoren PCR® 2.1-TOPO® verwendet wurden. Die
Ligation, Transformation sowie die Isolierung rekombinanter Plasmide erfolgte

gemal den Protokollen der Hersteller.

Ligationsreaktion
FUr die Ligation des PCR Produktes in das Plasmid wurde die T4 DNA Ligase

verwendet. Das Enzym katalysiert die Bindung einer Phosphordiesterbindung

zwischen 5’-Phosphatgruppe und einer 3’-Hydroxygruppe unter Verwendung von
ATP (SHUMAN, 1994). Es wurden 3 pl des PCR Produktes, 1 ul des Vektors PCR2.1-
TOPO, 1 ul Ligationspuffer, 4 pl H,O (bidest) und 1 pl T4 DNA Ligase vermischt und
uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Ligationsraktion erfolgte

eine Kihlung auf Eis.
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Transformation

Far die Transformation wurden die kompetenten Zellen (INVa F’) mit 4 pl des
Ligationsansatzes gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. In einem Wasserbad
(42 °C) fur 30s erfolgte die Transformation. Anschliefend wurde, um eine erste
Zellvermehrung und die Expression der Antibiotika-Resistenzgene zu erzielen, der
Ansatz fur 2 min auf Eis gestellt, mit 250 yl SOC Medium versetzt und fur 30 min bei
37 °C unter Schitteln inkubiert. Nach vollstandiger Transformation wurde die
Suspension auf LB-Agarplatten, die mit Ampicillin versetzt waren, ausgestrichen (200
pI) und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Selektion rekombinater Plasmide

Die Selektion rekombinanter Plasmide erfolgte auf der Grundlage der o-
Kontemplation des verwendeten E. coli Stammes. Durch die Transformation besitzen
diejenigen Bakterien, welche die Plasmide aufgenommen haben eine vermittelte
Ampicillinresistenz und bildeten weil3e Kolonien auf dem LB-Agar. Hingegen waren
die Kolonien der Bakterien, die ein Plasmid ohne Fremd-DNS aufgenommen haben,

dunkelblau gefarbt.

Isolierung rekombinater Plasmide

Die Isolierung rekombinanter Plasmide wurde mit dem QIAprep Miniprep Kit
durchgefuhrt. Hierbei wurden E. coli Bakterien durch Zentrifugation geerntet und in
250 pl des RNase-haltigen Puffer P1 resuspendiert. Anschlielend wurden die Zellen
in 250 yl Puffer P2 lysiert, die Suspension dann durch grandliches Mischen mit 350
pl Puffer P3 neutralisiert und durch eine weitere Zentrifugation wurden unldsliche
Bestandteile entfernt. Der verbliebene Uberstand enthielt die Plasmid-DNS und
wurde auf QIAprep-Saulchen (QlAprep Spin Column) aufgetragen, zentrifugiert und
mit Puffer PB und PE gewaschen. Die Elution der gereinigten DNS erfolgte mit 50 pl
sterilem Wasser durch eine abschlieRende Zentrifugation (10000 x g) fur 1 min.
Abschlie®end wurde mit einem Teil der DNS-L6ésung ein Plasmidverdau mit dem

Restriktionsenzym EcoRI durchgeflhrt.

Sequenzierung und Sequenzanalyse
Die Sequenzierung der aus den Klonierungen hervorgegangenen Plasmide wurde
als Auftragsarbeit an die Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) geschickt. Mittels der
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Sequenziereinheit LI-COR DNA Analyser Gene Reader 4200 wurden die Sequenzen
an beiden Strangen generiert und editiert. Anschliefend erfolgte eine Analyse der
erhaltenen Basenabfolgen in vorhandenen Gendatenbanken. Hierbei wurden die

Sequenzen mittels einer BLAST-Suche (http://workbench.sdsc.edu) auf mdgliche

Homologien mit dortigen Sequenzen verglichen.

2.5.2.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Diese PCR-Variante, die von WILLIAMS et al. (1990) entwickelt wurde und bei der
keine Informationen zum Zielgenom vorliegen muissen, wird mit mehr oder weniger
willktrlich gewahlten Decamer-Oligonukleotid-Primern, die einen hohen G+C-Anteil
aufweisen und an polymorphe DNS binden, durchgefihrt. Durch die Wahl einer
unstringenten, niedrigen ,Annealing“~-Temperatur lagert sich der Primer zufallig an
verschiedene komplementare Bereiche im Chromosom an und flhrt zu einer
Vervielfaltigung unbekannter Sequenzen und somit zu einem reproduzierbaren DNS-
Bandenmuster.

Mit Hilfe des spezifischen Bandenmusters (,Fingerabdruck®) kbnnen taxonomische
Untersuchungen sowohl auf Gattung-Ebene als auch auf Art- und Stammebene
durchgefuhrt werden (WiLLiIAMS et al. 1990). Die RAPD-PCR wurde bereits
erfolgreich zur Identifikation von Trichoderma-Arten eingesetzt und sollte in dieser
Arbeit die Re-ldentifikation des in den Feldstudien eingesetzten Antagonisten
(Trichoderma atroviride Karsten) erleichtern (RANGANATH & SHYAM PRASAD SHEEBA
2002; WiLLIAMS et al. 1990; ZIMAND et al. 1994; CASTLE et al. 1998; LIECKFELDT et al.
1998; CHEN et al. 1999; McLEean et al. 2005).

RAPD-PCR

Im Vergleich zur konventionellen PCR-Methode, bei der zwei Oligonukleotide jeweils
an einen der beiden DNS-Strange hybridisieren, werden bei der RAPD-PCR
dekamere (10 Oligonukleotide) Single-Primer eingesetzt (Tabelle 5).

Die RAPD-PCR wurde mit folgendem Reaktionsansatz und PCR-Protokoll
durchgefiihrt (Mastercycler® ep):
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Tabelle 5: Sequenz, Schmelztemperatur (T,,) und G+C-Gehalt der Primer (Carl Roth GmbH)

Primer Sequenz Schmelztemperatur G+C-Gehalt (%)
Chen203 5’-CAC GGC GAG T-3’ 37 °C 70
Chen238 5-CTG TCC AGC A-3 37 °C 60

Der Reaktionsansatz (20ul) enthielt: Steriles Wasser (x ul), RED-Extract-N-Amp PCR
reaction mix (10pl) (Sigma), Primer (y pl), DNS (4ul).

PCR-Protokoll:

Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
74 °C 7 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 37 °C 1 min x 39 Zyklen
Elongation 72°C 2 min
Abschlieliende Elongation 72 °C 10 min
Abkiihlung 4°C 30 min

2.5.2.3 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind kurze DNS-Sequenzabschnitte, in denen ein bestimmtes
Nukleotidmuster von bis zu sechs Basenpaaren mehrfach wiederholt wird (simple
sequence repeats, SSR). Diese Mikrosatelliten kommen in eukaryotischen
Organismen haufig vor, sind relativ gleichmaRig uber das Genom verteilt, heritabel
und kdnnen sowohl art- als auch stammspezifisch sein (WANG et al. 1994).
Polymorphismen zwischen verschiedenen Genotypen entstehen durch die
variierende Anzahl an Wiederholungen eines Nukleotidmusters. Sind diese
flankierenden Bereiche eines solchen DNS-Abschnitts bekannt, konnen die
Mikrosatelliten Uber eine MP-PCR spezifisch amplifiziert werden (WANG et al. 1994).
Diese Methode der MP-PCR wurde auf Grund der hohen Stammspezifitat eingesetzt
und sollte eine Unterscheidung von Individuen (Stdmmen) ein und derselben
Trichoderma-Art ermoglichen (TENZER et al. 1999; Avis et al. 2001; LI et al. 2002,
ENKERLI et al. 2005; NAEF et al. 2006).

MP-PCR
Die bei der MP-PCR eingesetzten Primer (Tabelle 6) sowie das durchgefiuhrte PCR-
Protokoll erfolgten an Anlehnung an NAEF et al. (2006).
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Folgender Reaktionsansatz und Zyklen wurden fur die Amplifizierung verwendet

(Mastercycler® ep):

Tabelle 6: Sequenz, Schmelztemperatur (T,) und G+C-Gehalt der Primer (Biomers.net)

Primer Sequenz Schmelztemperatur G+C-Gehalt (%)
MS-Ta4f 5-ATC TGG CAC TGC TTG GTA GG-3’ 52 °C 55
MS-Ta4r 5-TCG ATC GCC TTC GTATTA GG-3 52 °C 50

Der Reaktionsansatz (20ul) enthielt: Steriles Wasser (x ul), RED-Extract-N-Amp PCR
reaction mix (10ul) (Sigma), Primer forward (y pl), Primer reverse (y pl), DNS (4pul).

PCR-Protokoll:

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 60 °C 30s x 35 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min

Abschlief3ende Elongation 72 °C 10 min

Abkuhlung 4°C 30 min

2.6 IN VITRO SCREENING ZUM ANTAGONISTISCHEN POTENZIAL VON

TRICHODERMA SPP.

2.6.1 Index of Dominance (Ip)

MAGAN & LACEY (1984) entwickelten fur die in vitro Dualkultur-Tests
(Konfrontationstests) den so genannten Index of Dominance (Ip), der im weiteren
Verlauf von RAMAKRISHNA et al. (1993) und MARIN et al. (1998) leicht verandert
wurde.

Durch die Vergabe von Punkten von 1 bis 5 lasst sich die Konkurrenzkraft und das
antagonistische Potenzial von einzelnen Organismen durch den Ip-Index quantitativ
darstell- und vergleichbar machen. Hierbei steht der Wert 1 fir keine bzw. eine sehr
geringe, hingegen der Wert 5 fur eine sehr hohe Konkurrenzkraft.

In dieser Arbeit wurde die Verwendung des Index of Dominance (lp) dahin gehend

modifiziert und erweitert, dass er nicht nur als Bewertungsgrundlage fiur die
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Dualkultur-Tests diente, sondern zusatzlich auf alle durchgeflihrten in vitro Studien
zum antagonistischen Potential von Trichoderma spp. angewendet werden konnte
(Tabelle 7). Dies sollte zum einen die Darstellung der Konkurrenzkraft der einzelnen
Trichoderma-Arten in Abhangigkeit des jeweiligen Versuches erleichtern. Zum
anderen sollte abschlielend ein quantitativer Vergleich der eingesetzten

Trichoderma-Arten in Bezug auf ihr antagonistisches Potenzial moglich sein.

Tabelle 7: Ubersicht tiber die Vergabe von Ip-Indices

In vitro Studien Index of Dominance (Ip) Bewertung
Dualkultur-Tests Ip | 1 bis 5
Wirksamekeit flichtiger Substanzen Ip 1l 1 bis 5
Interaktionsstudien an Holz Ip 1 bis 5
Wachstumsraten Ib IV 1 bis 5
Sporenkeimungsraten bV 1 bis 5

Fir jede Trichoderma-Art wurde pro durchgeflhrten Test ein Ipx-Index ermittelt.
Hierbei wurden die beobachteten Interaktionen zwischen Pathogen/Trichoderma sp.
typisiert, gemittelt und dem entsprechenden Index-Wert zugewiesen. Bei einer
numerischen Datengrundlage wurden 5 gleichmafige Gruppen gebildet, wobei jede
Gruppe flir einen entsprechenden Ip-Wert stand. Der in dem jeweiligen Test
ermittelte Durchschnittswert von jeder Trichoderma-Art erlaubte anschliefend eine
Zuordnung zu einer der 5 Gruppen und damit die Vergabe eines Ip-Wertes.

Der Gesamtindex Ip fur jede Trichoderma-Art wurde mit folgender Formel berechnet:

Ip-Index = Summe der ermittelten Indices Ipx / Summe der durchgefuhrten Tests.

ZlDX
> Tx

Io- Index =

2.6.2 Dualkultur-Tests
Um die in vitro-Hemmwirkung von Trichoderma spp. gegenuber den Holz
zersetzenden Pilzen zu ermitteln  wurden Dualkultur-Tests mit jeder
Trichoderma/Pathogen Kombination (n=6) durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten jeweils
Platten ohne Antagonisten. Es wurden 5x5mm groRe Myzelsticke aus 2 Wochen
alten Kulturen der Holz zersetzenden Pilze auf die Medien MEA (pH-Wert 5 und 7)
und LNA (pH-Wert 5 und 7) am Rand (10mm) der Petrischale inokuliert. Nach
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Anwachsen des Myzels (2cm) wurde die gegenlberliegende Seite der Platte mit
Myzelstucken von Trichoderma-Kulturen (2 Wochen alt, 5x5mm) inokuliert,
anschlielend mit Parafilm verschlossen und bei 25°C und einer Inkubationszeit von
4 Wochen im Brutschrank gelagert. Wahrend der Inkubationszeit wurden die Proben
in regelmafligen Abstanden visuell kontrolliert und Besonderheiten dokumentiert.
Hierbei dienten als Indikatoren fur den Grad der Parasitierung die fur Trichoderma
spp. typischen grunlichen Sporenlager (NAAR & KECSKES, 1998). Bildeten sich diese
Lager auf dem Myzel des Holz zersetzenden Pilzes, so wurde dies als erfolgreiches
Uberwachsen und Parasitieren gewertet. Da eine Abwesenheit der Sporenlager nicht
zwingend auf ein Fehlen von Trichoderma spp. hindeutet, wurden zur Verifizierung
aus den sporenlagerfreien Bereichen Agarscheiben (@ 5mm) mit einem Korkbohrer
entnommen und auf das selektive Medium TSM (2) von ASKEwW & LAING (1993)
gelegt. Nach 7tagiger Inkubationszeit bei 25°C wurden diese auf Wachstum von
Trichoderma spp. Uberprift. Um die Frage zu klaren, ob Trichoderma spp. in der
Lage war, die Holz abbauenden Pilze wahrend der 4wochigen Inkubationszeit
abzutoten, wurde nach der Methode von HIGHLEY & RICARD (1988) vorgegangen.
Hierbei wurden aus dem Myzel des Holzzersetzers @ 5mm grofl3e Scheiben entfernt
und auf das fur Basidiomyceten selektive Medium T-MEA gelegt. War nach 2
Wochen Inkubationszeit bei 25°C kein Wachstum des Holzzersetzers feststellbar,

wurde dies als “abgetdtet” bewertet. Ferner erfolgte die Vergabe der Ip I-Indices.

Tabelle 8: Matrix fur die Typisierung und Verteilung der Ip I-Indices

Typisierung Ip |

Kein Uberwachsen und keine Parasitierung des Myzels
In 30-49% der Falle das Myzel parasitiert und abgetottet
In 50-69% der Falle das Myzel parasitiert und abgetotet
In 70-89% der Falle das Myzel parasitiert und abgetéttet

a b WO N -~

In 90-100% der Félle das Myzel parasitiert und abgetttet

2.6.2.1 Studien zum Mycoparasitismus

Um die Interaktionen zwischen Antagonist/Pathogen und die Mechanismen des
Mycoparasitismuses genauer zu untersuchen, wurden Dualkultur-Tests auf den
Medien SNA, MEA und auf Cellophan durchgefuhrt (n=3).
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Aus den Interaktionsbereichen wurden aus dem Medium SNA ca. 10x15mm grol3e
Agarblocke entnommen und direkt unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. Mittels
eines Korkbohrers wurden aus dem Medium MEA Proben (& 5mm) ausgestanzt und
fur die Rasterelektronenmikroskopie vorbereitet. Sowohl fir die Licht- als auch fur die
Rasterelektronenmikroskopie dienten die Cellophanpraparate, aus denen ca. 5x5mm

grolde Bereiche herausgeschnitten wurden.

2.6.3 Detektion flichtiger antibiotischer Substanzen

Unter Laborbedingungen wurden auf verschiedenen Medien (MEA und LNA) die von
Trichoderma spp. ausgeschiedenen volatilen organischen Verbindungen auf ihre
Wachstumshemmung gegenuber Holz abbauenden Pilzen Uberpraft. Die
Durchfuhrung erfolgte an Anlehnung an die Methodik von BRUCE et al. (1996). Fur
jede Antagonist/Pathogen Kombination (n=8) wurden Petrischalen mit einer
Trichoderma — Art (d 5mm) inokuliert und fir 3 Wochen im Brutschrank bei
Dunkelheit und 25C° gelagert. Im Anschluss wurden MEA-Platten mit dem jeweiligen
Holzzersetzer (& 5mm) inokuliert, umgedreht auf die Trichoderma- Kulturen gesetzt
und mit Parafilm fixiert. Damit es zu keinem physischen Kontakt zwischen Antagonist
und Pathogen kommt, wurde ein steriles Filterpapier (Rundfilter & 90mm,
Schleicher&Schdill) beigefugt. Als Kontrolle dienten mit Holz zersetzenden Pilzen
inokulierte Petrischalen, die nicht den flichtigen Verbindungen von Trichoderma spp.
ausgesetzt waren. Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen wurde das
Myzelwachstum der Holz zersetzenden Pilze, wie in Kapitel 2.6.5 beschrieben,

ermittelt.

2.6.4 Interaktionsstudien an Platanenholz

Die Durchfuhrung der kunstlichen Interaktionstests erfolgte in modifizierter Form
nach dem EUROPEAN STANDARD EN 113 (1996). Es wurden ca. 10x15x25mm grol3e
Holzklétzchen aus dem Splintholzbereich der Baumart Platanus x hispanica im
Forstbotanischen Garten in Lehen gesagt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die
Stirnseiten jeweils einem Querschnitt im Rundholz entsprachen und die Proben

weitestgehend homogen waren.
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Vor der Inokulation wurden die Holzproben bei einer Temperatur von 103°C flr 48
Stunden getrocknet und das Darrtrockengewicht ermittelt. AnschlieRend wurden die
Proben mittels einer Vakuumpumpe mit Aqua dest. auf eine Holzfeuchte zwischen
50% und 70% eingestellt und 2-mal bei 120°C fur 20 Minuten autoklaviert. Unter der
Sterilbank wurden die Holzproben mit 2 unterschiedlichen Sporenlésungen (I und II)
von Trichoderma spp. beimpft und anschliefend auf 2 Wochen alte Reinkulturen der
Holz zersetzenden Pilze gesetzt (5 Holzklotzchen pro Petrischale). Als Kontrolle
dienten unbeimpfte Proben. Als weitere Variante wurden mit der Sporensuspension
beimpften Holzproben auf MEA-Platten gelegt, die keine Holzzersetzer enthielten.
Die Petrischalen wurden mit Parafiim verschlossen und fur 3 verschiedene
Inkubationszeiten (6, 12, 18 Wochen) bei 25°C im Brutschrank aufbewahrt. Fir jede
Antagonist/Pathogen-Kombination wurden 10 Holzproben verwendet (n=10). Ferner
wurden pro Kombination Holzproben fur histologische Studien weiter bearbeitet.
EJECHI & OBUEKWE (1996) und EJECHI (2003) beobachteten, dass eine Zugabe von
Harnstoff und ein pH-Wert (7) im neutralen Bereich das Wachstum von Trichoderma
viride anregt, hingegen das von holzzerstorenden Pilzen hemmt. Ferner konnte
dadurch die Effektivitdt des Antagonisten erhdoht werden. HJELJORD et al. (2001)
beschreibt eine beschleunigte Keimung von Konidien von T. atroviride durch gezielte
Nahrstoffzugabe. Vor diesem Hintergrund wurden folgende Losungen hergestellt und
verwendet:

Sporenldsungen

Sporensuspension |: [CFU: 10° Sporen/ml]
Sporensuspension II; [CFU: 10° Sporen/ml +0,2% Glucose + 0,1% Harnstoff + pH 7]

Kontrolle: ohne Behandlung mit Trichoderma spp.

2.6.4.1 Herstellung der Sporensuspension

Zur Herstellung der Sporenlosungen wurde Trichoderma spp. auf MEA Medien
inokuliert und fur 14 Tage bei Raumtemperatur und unter Lichteinfluss bebritet
(BETINA & FARKAS, 1998). Die gebildeten Konidien wurden von diesen Kulturen mit
10ml sterilem Aqua dest. abgespult und mit einem Faltenfilter (Schleicher&Schull,
PorengrofRe 4-7um) von groben Myzelresten befreit. Daran anschlief3end erfolgte
eine erneute Filtration (Nalgene® MF75™ Filter mit Supor® mach V Membran) und

Lésung der Sporen in 10ml Aqua dest. Die Suspension wurde, um eventuell
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vorhandene Nahrstoffe und Stoffwechselprodukte zu entfernen, bei 300 U/min
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5702), gewaschen und wieder in sterilem Aqua
dest. aufgenommen (NAAR & KECSKES, 1998). Ferner wurde von dieser
Ausgangslésung Vj eine 10er-Verdinnungsreihe (Vo-Vg) angelegt und mit Hilfe einer
Thomakammer (Kammertiefe 0,1mm) die Konidiendichte mit folgender Gleichung

bestimmt (Auszahlen der GroRquadrate):

Sporenkonzentration = Mittelwert Sporen * 2,5 * 10° * Verdiinnungsstufe

Im Anschluss daran konnte die gewiinschte Sporenkonzentration (10°cfu/ml) durch
gezielte Verdinnung hergestellt werden. Fur die Herstellung der Sporensuspension |l
wurden entsprechende Mengen an Glucose (Merck, Darmstadt) und Harnstoff
(Riedel-DeHaén AG, Hannover) der Losung beigeflugt und der pH-Wert auf 7

eingestellt.

2.6.5 Wachstums- und Sporenkeimungsraten

Fir die Bestimmung der Wachstumsraten wurden aus 2 Wochen alten Reinkulturen
Agarscheiben (&d 5mm) mit einem Korkbohrer ausgestanzt und auf die Medien MEA
und LNA beimpft (n=3). Das Myzelwachstum wurde in 2 vorher festgelegten
Richtungen gemessen und durch Mittlung der Werte die Ausdehnung bestimmt
(GOLDFARB et al. 1989). Das Wachstum der Holz zersetzenden Pilze bei 25°C wurde
nach einer 7tagigen Inkubationszeit untersucht.

Die Ermittlung der Wachstumsraten (mm/24h) fur Trichoderma spp. erfolgte unter
dem Einfluss unterschiedlicher Temperaturen (5, 10, 15, 25 und 30°C) sowie
Wasseraktivitaten a,, 0,998, 0,955 und 0,892 (Vindelgv & Arneborg, 2002; MARIN et
al. 1998; ALDRED et al. 1999; KrReDICS et al. 2000).

Fir die Bestimmung der Sporenkeimungsraten wurden Konidien der
Sporensuspension (siche Kapitel 2.6.4.1) von Trichoderma spp. verdiinnt (1072), 5ul
davon auf SNA Medien ausplattiert und bei 5, 10, 15, 25 und 30°C inkubiert (n=3).
Nach 6, 16, 24 und 48 Stunden erfolgte unter dem Lichtmikroskop die Bestimmung
der Keimungsraten. Zusatzlich wurde der Einfluss der oben genannten
Temperaturen in Kombination mit den Wasseraktivitaten a,, (0,998, 0,955 und 0,892)

auf die Sporenkeimungsrate nach 24 Stunden bonitiert.
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2.6.5.1 Einstellung der Wasseraktivitat (ay)

Mikroorganismen bendtigen fur alle Stoffwechselaktivitaten Wasser (NULTSCH, 1991).
Die Verfugbarkeit von Wasser flur biologische Vorgange wird durch die
Wasseraktivitat a,, (0-1) ausgedrtckt. Es ist das Verhaltnis des Dampfdruckes der
Luft im Gleichgewicht mit einer Substanz oder Lésung zum Dampfdruck von reinem
Wasser (KRAMER, 2002). Die meisten Mikroorganismen wachsen bei einem a,-Wert
von 0,98 - 1 am besten. Es gibt jedoch einige Mikroorganismen, die sich auch noch
bei kleineren a,-Werten vermehren konnen. Diese Organismen werden als xerophil

bezeichnet (CYPIONKA, 2006).

Die Einstellung der Nahrmedien auf die unterschiedlichen Wasseraktivitaten (0,998,
0,955 und 0,892) erfolgte an Anlehnung an DALLYN (1978 & 1980). Hierbei wurden
den Medien bestimmte Mengen an Glycerin (Aldrich, Steinheim, 92,09g/mol) vor dem
Autoklavieren beigefligt (Tabelle 9). Zur Uberprifung der Wasseraktivitat wurde die
Osmolalitat (osmol kg ') der Lésungen mit dem Osmometer OM 801 der Firma Vogel
bestimmt und anschlief3end mit der Formel nach Kiss & HANSSON (2004) der a,-Wert

berechnet:
1000
a.W — MGwasser
1000
————— 4+ Cosm
MGW&SSEI’

wobei MGyasser = Molekulargewicht von Wasser (18,015g/mol) und Cosm = osmol kg™

Tabelle 9: Einstellung der Wasseraktivitat a,, mit Glycerin (g/Liter) nach DALLYN (1980)

Nahrmedien a, 0,998 ay 0,955 a, 0,892
MEA 9,1g 187,1g 355,99
LNA - 155,59 336,29
SNA - 155,549 336,29
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2.7 AD PLANTA STUDIEN MIT TRICHODERMA ATROVIRIDE KARSTEN

Um die Persistenz und die antagonistische (protektive) Wirkung von Trichoderma
atroviride 15603.1 auf Schnittflfachen an Baumen im Freiland zu untersuchen,
wurden an unterschiedlichen Standorten Feldversuche (A und B) angelegt und uber
4 Vegetationsperioden bonitiert. Hierbei wurden an insgesamt 196 Baumen von 6
verschiedenen Baumarten SchnittmaRnahmen (Lichtraumprofilschnitt; Kronenpflege
und -einklrzung) gemal der ZTV-Baumpflege (2006) durchgeflhrt. Eine
Beschreibung des methodischen Vorgehens und der Standorte erfolgen in den

kommenden Kapiteln.

2.7.1 VERSUCH A: Schnittflachenbeimpfung an Baumen

Im Frahjahr/Sommer 2003 wurden in Stralburg, Rue de Saint Joseph, 37 und in
Ludwigshafen, BASF AG Werksgelande, 81 Baume nach SchnittmalRnahmen im
Kronenraum mit T. atroviride beimpft (siehe Anhang). Die hierbei enthommenen
Aststarken lagen zwischen 5 und 45cm (< 8cm).

Beide Standorte sind durch die in urbanen Gebieten vorkommende Infrastruktur
(Verkehr, verdichtetes Bauen) und die sich hieraus ergebenden Vitalitatsmindernden
Stressfaktoren fir Baumbestande (Krankheiten, Extremklima, Versiegelung,
Schadstoffe, mechanische Verletzungen) gekennzeichnet.

Das Klima beider Stadte ist charakterisiert durch die milden Winter und heil3en
Sommer, so besitzen StralRburg (143m U NN) und Ludwigshafen (96m U NN) eine
Jahresdurchschnittstemperatur von 10°C bzw. 9,2°C und einen Jahresniederschlag
von 607mm bzw. <500 (373) mm.

i w0 " ™ w Wi, I ¥ i — e &@ T
——————————————— e T R T e e e W e e
o e e e e = : i ot
o e | o RN o, o ama T we| | el W SR
{ - _\,'.;%"'.;ma;a N, [ i R
1 N 1 TR o % : 80X pmo DI DEm v b awe - ome im0
N T - a .&‘;‘ M Yo N \"IN €0 60 (£ ] e fé!_ﬂ’ -
o Ny i A o B A T O SR A e Y 1
X = N ’o‘\, % N% N u:n\"( d*m OB gy gt swm  sm
; " 7w N LR \\_' S E— W &
B > 5 08, N - e —
Nachtwaide o N . o N Nl et H58
LAY “wm .:@ = é 5%, e N %‘ Wi L
e\ *_@ N (] 7 \‘-" ’%\LBO
N S s . T X/%\. Lo
— an \
i % v&;‘u AN -—mo
* ~ :;_% } o N i“f
\ S o

Abb. 3: Ubersichtskarte des Standortes Ludwigshafen, BASF Werksgelande
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2.7.1.1 Applikation
Der Antagonist wurde mit Hilfe unterschiedlicher Suspensionen und Verfahren auf
Schnittflachen appliziert. Die Herstellung und Einstellung der Sporensuspensionen

erfolgte wie in Kapitel 2.6.4.1 beschrieben. Folgende Varianten wurden angewendet:

Verfahren A: Suspension [CFU: 10° Sporen/ml]
Verfahren B: Suspension [CFU: 10° Sporen/ml +0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff]

Verfahren C: Suspension [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff +
0,4 % Luquasorb® (Natriumpolyacrylat)] *
Verfahren K: Kontrolle — keine Behandlung

*Bei der Variante C wurde das von der BASF AG/Fachstelle Polymere zur Verfiigung gestellte
Hydrogel (Luquasorb® 10 30) als Tragersubstanz verwendet.

Fir den Standort StraBburg stand das Hydrogel Luquasorb® leider nicht zur
Verfugung. Aus diesem Grund wurde als Alternative folgende Variante verwendet:
Variante C®: Suspension [CFU: 10° Sporen/ml + 0,5% Glucose + 0,2 % Harnstoff]

Technische Daten zu Luquasorb 1030

Chemische Charakterisierung: Natriumpolyacrylat, vernetzt
Form: Granulat

Partikelgrofie: <300um

Farbe: weil}

Geruch: geruchlos

pH-Wert: 6,0

Wasserloslichkeit: unloslich, nur quellbar

o oy
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Abb. 4: Funktionsweise von Luquasorb 1030. In Wasser 16st sich das Natrium-Kation von der
Polyacrylsadure. Durch diesen Vorgang (Absorption) entsteht ein langes Polymer mit negativ
geladenen Carboxylgruppen, an denen sich die umgebenden Wassermolekdile (Dipole) anlagern.
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Die Applikation der Sporensuspensionen erfolgte im direkten Anschluss an die
durchgefiihrten SchnittmaBnahmen. Es wurden die Varianten A und B (C®) mit einer
herkdbmmlichen Spruhflasche (500ml; 0,5mm DusengrofRe), die Variante C mit Hilfe

eines Pinsels auf die Wundflachen aufgetragen (Abbildung 5).

Abb. 5: Applikation von Trichoderma atroviride 15603.1 auf frische Schnittflachen. A: Die
Sporensuspensionen A und B wurden auf die Astflachen aufgespriiht. B: Die Sporensuspension C
mit Natriumpolyacrylat als Tragersubstanz wurde mit Hilfe eines Pinsels verteilt.

2.7.1.2 Re-Isolation
FUr das Monitoring von Trichoderma sp. im Freiland wurden in regelmafigen
Abstanden (2, 8, 12, 18, 24 und 30 Monaten) Abisolierungen der Schnittflachen
vorgenommen (Abbildung 6). Mit einem sterilen Holzbeitel wurden hierbei insgesamt
1832 Holzproben (ca. 10x20mm) aus den Schnittflichen entnommen und in
gekennzeichnete Petrischalen ohne Medium verpackt. Die Desinfizierung des
Werkzeuges wurde mit 70%igem Ethanol nach jeder Re-Isolation durchgefihrt. Falls
die Wundflache durch ihre GroRe eine Differenzierung in Splint- und Reif/Kernholz
zulie® fand eine Entnahme der Proben sowohl aus dem zentralen als auch aus dem
Splintholzbereich statt. Zusatzlich wurden folgende Parameter aufgenommen:

»  Wundgrole

» Wundausrichtung: Norden; Osten; Studen; Westen

= Besonderheiten: Sporenlager, Risse, Zersetzung

AnschlieBend wurden im Labor die Proben wunter der Sterilbank zur
Oberflachensterilisation kurz mit einem Bunsenbrenner abgeflammt und mit Hilfe
eines Skalpells geteilt. Die einzelnen Holzstlicke wurden dann auf verschiedenen
Nahrmedien inkubiert. Hierbei kamen die Nahrmedien SNA/MEA und T-MEA

38



MATERIAL und METHODEN

standardmafig zur Anwendung und zusatzlich stichprobenartig die Medien TSM (1)
und (2). Alle Petrischalen (N=5496) wurden gekennzeichnet, mit Parafilm
verschlossen und bei Raumtemperatur gelagert. FuUr die Identifikation der

Organismen wurde wie in Kapitel 2.5 beschrieben vorgegangen.

3

Abb. 6: a) Mit einem sterilen Holzbeitel werden aus dem zentralen Bereich der Astflache
ca. 10x20mm lange Holzproben enthommen (Splint- und Reifholzbereich). b) Diese Proben
werden im Labor mit Hilfe eines Skalpells unter der Sterilbank geteilt und c) anschlieRend
auf unterschiedliche Nahrmedien inkubiert.

2.7.2 VERSUCH B: Infektionsversuche an BAumen

Im Forstbotanischen Garten in Lehen bei Freiburg (278m U NN; & 10°C;
Jahresniederschlag ca. 1000mm) wurden an 78 Baumen im Frihjahr/Sommer 2003
nach Schnittmalinahmen kinstliche Inokulationsversuche durchgefuhrt. Die Starke

der entnommenen Aste lag hier zwischen 1 und 15cm (@ 4,8cm).

2.7.2.1 Applikation und Inokulation

Die Applikation von T. atrovirde auf die frischen Schnittflachen erfolgte wie in Kapitel
2.7.1.1 beschrieben. Im Anschluss an eine dreiwdchige Inkubationszeit wurden die
Astflachen zusatzlich mit den Holz zersetzenden Pilzen Inonotus hispidus 200792.1,
Ganoderma adspersum und Polyporus squamosus inokuliert (Tabelle 10). Hierzu
wurden die Pilze auf MEA Kkultiviert und nach vollstandiger Besiedlung der
Petrischalen erfolgten das Entfernen und die Trockengewichtsbestimmung des

Pilzmyzels nach der modifizierten Methode von SUTTON & STARzYK (1972). Das
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Myzel des jeweiligen Pilzes wurde in Lésung (0,15g/10ml) gebracht und auf die

Schnittflachen aufgetragen.

Tabelle 10: Inokulationsversuche an 78 Baumen in Lehen, bei Freiburg

78 Baume [242 Astwunden]

Trichoderma Trichoderma + Pathogen Pathogen Kontrolle
A B C
2 3 © P, P, P3 P P, P3 Py P, P3 Pr P2 Py Ki Ko Ky
Tilia 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1
[5] [1 [71 B B B [BI [B1 [81 [B1 [ @B (6 6 [ [ BB [2
1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1

Acer Bl 61 71 381 4 B @B [ [B ¥ B @B 6 [ 6 B 2[4
Populus 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bl @B B B B B B B B B B BB BB
Quercus 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bl [8 [ (31 [31 [4 [3 [38 [B [38 [B1 [4 [4 [81 [B81  [4

A = [CFU: 10° Sporen/ml]

B = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff]

C = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff + 0,4 % Natriumpolyacrylat]
P1 = Inonotus hispidus (Bull.:Fr.) Karsten

P, = Ganoderma adspersum (S. Schulz.) Donk

Ps; = Polyporus squamosus (Hud.:Fr.) Fr.

K123 = keine Behandlung

2.7.2.2 Probennahme und Wundparameter

Im Winter 2005/06 wurden die Versuchsbaume im Forstbotanischen Garten gefallt
und Stammsegmente mit den behandelten Schnittwunden entnommen.
Anschlie®end wurden die Schnittflachen mittig mit einer Bandsage durchgesagt
(radial) und bis zur Probennahme bei -15°C gelagert. Fur die Pilzanalyse,
histologische Studien sowie zur Bonitierung der Verfarbungen und des
Uberwallungsprozentes im Bereich der Wunden wurden von 78 Baumen und 242
Schnittflachen Proben in Anlehnung an LIESE et al. (1988) und METZLER (1997)
entnommen (Abbildung 7).

Abb. 7: Schematische Darstellung der Probenentnahme:

Die Abisolierungen von ca. 0,5*0,5cm starken Holzproben in 1, 3
und 5 cm sowie im Splintholzbereich [S] wurden auf die
Nahrmedien SNA/MEA und T-MEA (TSM) inkubiert. Fur die
histologischen Studien zur Reaktionszone und Holzabbau wurden
0,5*0,5*1cm grofle Proben (axial, radial, tangential) herausgesagt
und verarbeitet (Vierecke). Zur Bonitierung der Verfarbungen
wurde parallel zur Schnittflache die langste Ausdehnung in axialer
sowie im rechten Winkel dazu die langste Ausdehnung in radialer
: Richtung bestimmt (a,b). Fir die Determinierung der
- L\ Wundiberwallung (Kalluswachstum) wurde die Wundflache
(Kreis) in Beziehung zur uberwallten Flache (Ellipse) gesetzt und
der Kalluskoeffizient in Prozent mit folgender Formel berechnet:

nkxh*
Kkoeff% == 100 ( h b) *100
n*r?

Verfarbung
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2.7.2.3 Bestimmung des Wirkungsgrades [%]
Fiar eine quantitative Aussage bezuglich der protektiven Wirkung von Trichoderma
atroviride gegen die eingesetzten Holzzersetzer wurde der Wirkungsgrad ermittelt.
Der Wirkungsgrad qilt als Kriterium zur Bewertung von Pflanzenschutzmalinahmen,
welcher den Befallsrickgang oder die Schadensminderung in % angibt (AuST et al.
1999). Zur Berechnung wurde die Formel nach ABOTT (1925) in veranderter Form
verwendet:
Wona = (Px[%] — B[%]) *100

Px[%]

Px = Infektionsrate ohne Beimpfung und B = Infektionsrate mit Beimpfung

2.7.3 Analyse der isolierten Pilzpopulationen (Diversitatsindices)

Zur Charakterisierung der Pilzpopulationen, ihrer Sukkzession und Diversitat,
bezogen auf eine definierte Raumeinheit (Schnittflachen an Baumen), wurden
folgende Diversitatsparameter nach LubwiG & REYNOLDS (1988), RICHARD et al.
(2005) und PAuLUs & GADEK (2006) herangezogen und berechnet:

Gattungsreichtum (Richness)
R1: MARGALEF (1958) Index

1- S-1
log(N)

Anzahl der Gattungen im jeweiligen Habitat.

Wobei S = Anzahl der Gattungen und N = Anzahl aller Individuen

Diversitat (Diversity)

H’: Shannon (SHANNON & WEAVER, 1949) Index

H'=—Y.pi*log(pi) pi :%

H’ ist der Grad der Unsicherheit, mit der ein zufallig der Stichprobe enthommenes
Individuum einer bestimmten Gattung angehort. H' steigt mit der Anzahl der
Gattungen und je gleichmaRiger die Individuen auf die Gattungen verteilt sind.

ni = Anzahl der Individuen der i-ten Gattung und N = Anzahl aller Individuen.
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Verteilung (Evenness)

Hmax |Og(S)

Die Evenness wird auch ,Ausbildungsgrad der Diversitat® genannt und ergibt sich
aus der Relation der ermittelten Diversitat zur maximalen Diversitat, die sich bei
gleicher Gattungszahl, aber bei gleichmaRiger Verteilung der Individuenzahl auf die
Gattungen ergeben wurde.

S = Anzahl der Gattungen

2.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Bei Vorliegen von metrisch skalierten Variablen, einer Normalverteilung sowie
Varianzhomogenitat wurden die ermittelten Daten mit einer einfaktoriellen bzw. bei
zwei und mehr Faktoren mit einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) auf
Signifikanzen Uberpruft. Der Vergleich der Mittelwerte erfolgte hierbei mit Hilfe des
Ryan-Einot-Gabrial-Weltsch-Tests (REGWQ) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p<0,05 und fur Hochsignifikanzen bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,001.

Far die Berechnung nicht metrisch skalierter Variablen (nominal-, ordinalskalierte
GroRen) wurde der CHI-Quadrat-Test (X?) und der H-Test nach Kruskal-Wallis bei

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 und p<0,001 durchgeflihrt.

Fur die Analyse bestehender Korrelationen wurden der Bravais-Pearson und der
Spearman’sche Korrelationskoeffizient r bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p=<0,05 berechnet.

Die Datenhaltung und Aufarbeitung erfolgte mit den Programmen EXCEL sowie mit

der Datenbank ACCESS. Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm
SPSS fur Windows (Versionen 11.0 und 14.0) durchgefuhrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 IN VITRO SCREENING ZUM ANTAGONISTISCHEN POTENZIAL VON

TRICHODERMA SPP.

3.1.1 Dualkultur-Tests

Die Fahigkeit von Trichoderma spp., Holz zersetzende Pilze zu Uberwachsen
(parasitieren) und abzutdten, wurde in den Dualkultur-Tests Uberprift. Um
bestehende Korrelationen zwischen dem antagonistischen Potenzial und optimalen
Bedingungen (Ernahrungszustand, pH-Wert) festzustellen, wurden die Tests zudem
auf unterschiedlichen Nahrmedien durchgefuhrt. Die Gesamtauswertung sowie die
statistische Analyse sind in Tabelle 11 zusammengefasst dargestellt. Der H-Test
nach Kruskall Wallis sowie der Gruppenvergleich nach Dunnett belegen, dass
Unterschiede zwischen den eingesetzten Trichoderma-Arten in Bezug auf das
Antagonismuspotenzial existieren. So verfugt T. virens Uber das grofdte
antagonistische Potenzial (p<0,001). Er parasitierte und tétete im Durchschnitt in
97% der Falle das Myzel der Holzzersetzer. Hingegen war T. fasciculatum (strictiple)
nur in 35% der Falle in der Lage, die Holz abbauenden Pilze zu parasitieren. Er
besall somit das geringste Antagonismuspotenzial (p<0,001). Ein Unterschied
zwischen den T. atroviride- Stammen konnte nicht festgestellt werden (p<0,05). Der
Einfluss der Nahrmedien auf die Parasitierungsrate von Trichoderma spp. war nach
dem H-Test ebenfalls signifikant. Der Antagonismus der Trichoderma-Arten auf den
nahrstoffreichen Medien MEA (pH-Wert 7) war hoher als auf den Minimalmedien LNA
(pH-Wert 5 und 7) (p<0,001). Einen Einfluss des pH-Wertes konnte nur zwischen
LNA (pH 5) und LNA (pH 7) festgestellt werden. So war das antagonistische
Potenzial von Trichoderma spp. auf dem Medium LNA mit einem pH-Wert im
neutralen Bereich hoher als auf dem Medium LNA (pH-Wert 5) (p<0,001). Zusatzlich
konnte mit dem Test nach Kruskall Wallis festgestellt werden, dass zwischen den
Holz zersetzenden Pilzen in Bezug auf ihre Anfalligkeit (Sensitivitat) gegenlber
Trichoderma spp. hochsignifikante Unterschiede existieren. In diesen Dualkultur-
Tests war die Sensitivitat bei Kretzschmaria deusta gegentber Trichoderma spp. am
grofdten, hingegen lielen die Pilze Polyporus squamosus und Ganoderma lipsiense

die geringste Anfalligkeit erkennen (p<0,001).
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Tabelle 11: Gesamtauswertung der Dualkultur-Tests auf unterschiedlichen Nahrmedien.

MEA LNA
Pilz pH-Wert 5 (ab *) pH-Wert 7 (a *) pH-Wert 5 (c **) pH-Wert 7 (b **)
P4 P, P; Py, Ps Pg Py P, P3; Ps Ps Pg Py P, P; Py, Ps Pg Py P, P; Py Ps Pg
T 1 5603 1 XX XX XXX XX XXX XX XXX XX XXX XXX XXX XX XX XX XX X XXX = XX XX XXX XX XXX X
B . [100] [100] [100] [83] [100] [83] [100] [100] [100] [100] [100] [83] [100] [83] [100] [17] [100] [0] [100] [100] [100] [83] [100] [67]
XX XXX XX XX XXX XX XXX XX XX XX XXX XX XX XX XX X XX = XX XX XX XX XXX X
T-351.93 [100] [100] [100] [100] [100] [67] [100] [100] [83] [100] [100] [83] [100] [100] ([100] [33] [100] [0] [100] [83] [100] [83] [100] [50]
XX XX XXX XX XXX XX XX XX XX XX XXX XX XX XX XX X XX X XX XX XX XX XXX X
T-396.92 [100] [83] [100] [67] [100] [83] [100] [100] [100] [83] [100] [67] [83] [83] [100] [17] [100] [17] [100] [83] [100] [67] [100] [50]
XX XX XX XX XXX XX XXX XXX XXX XX XXX XX XX XX XX = XXX = XX XX XXX XX XXX XX
T-206040 [100] [100] [100] [83] [100] [83] [100] [100] [100] [83] [100] [50] [100] [100] [100] [0] [100] [0] [100] [100] [100] [83] [100] [50]
XXX XXX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XX XX XX XX XXX XX XXX XXX XX XX XXX XXX
T-126.65 [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100] [83] [83] [100] [83] [100] [100] [100] [83] [100] [100]
XX XX X = XX = XX XX X X XX - XX XX X = X = XX XX X - X -
T-338.93 [83] [67] [17] [0 [67] [0] 3] 83 [33) [17] [67] [0] 671 671 [17] [0] [33] [0] [50]  [67]  [17] [0] [17] [0]
Trichoderma spp.: Pathogene:
T-15603.1 Trichoderma atroviride Karsten (b*) P+ =Inonotus hispidus 200792.1 (Bull.:Fr.) Karsten (b *)
T-351.93 Trichoderma atroviride Karsten (b¥) P, = Inonotus hispidus 221105.1 (Bull.:Fr.) Karsten (b *)
T-396.92 Trichoderma atroviride Karsten (b¥) P; = Ganoderma adspersum (S. Schulz.) Donk (b *)
T-206040 Trichoderma harzianum/polysporum Bissett (b *) P, = Ganoderma lipsiense (Batsch) Atk. (c ™)
T-126.65 Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster (a **) Ps = Kretzschmaria deusta (Hoffm.) P.M.D. Martin (a **)
T-338.93 Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett (¢ **) Pes = Polyporus squamosus (Hud.:Fr.) Fr. (c ™)

xxx = sehr starker Antagonismus
xx = starker Antagonismus
X = schwacher Antagonismus
— = Kein Antagonismus

[ 1= Pathogen wurde in [%] d. Falle abgetotet

H-Test nach Kruskal Wallis (Gruppenvergleich nach Dunnett):
Gleiche Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant

* - signifikant (p<0,05)

** - hochsignifikant (p<0,001)
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T 15603.1

T 351.93

T'396.92

Abb. 8: A: T 338.93 war in keinen der durchgefiihrten Dualkulturtests in der Lage, das Myzel von Pg
zu parasitieren. Die Proben lieen nach wenigen Tagen ein Myzelwachstum erkennen. B: Auf dem
Medium MEA (pH 5) konnte T 351.93 das Myzel von P, nur in zwei Féllen erfolgreich abtdten. C:. T
15603.1 parasitierte das Myzel von P; erfolgreich. Alle 6 entnommenen Proben lieen kein
Wachstum erkennen D: T 396.92 konnte nur in einem Fall das Myzel von P auf dem Medium LNA
(pH 5) erfolgreich tiberwachsen. E: Interaktionszone von T 15603.1 und P; nach wenigen Tagen [IZ].
F: Nach der Inkubationszeit waren Sporenlager von T 15603.1 auf dem Myzel von P; zu erkennen
[S]. G: Interaktionszone von T 126.65 und P¢ [IZ]. H: Auf dem Medium LNA (pH 7) iiberwuchs T
351.93 den Holzzersetzer P; erfolgreich. |: Deutliche Sporenlager von T 396.92 waren nach der
Inkubationszeit auf dem Myzel von Ps zu erkennen [S]. J: T 206040 konnte Pg erfolgreich
parasitieren. K: Auf dem Medium LNA (pH 5) konnte T 396.92 das Wachstum von P¢ nicht aufhalten
(Pfeil). L: Auf MEA (pH 7) tiberwuchs P das Myzel von T 338.93 (Pfeil).
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Im Kontext der Resistenz von Polyporus squamosus gegenuber Trichoderma spp.
konnten einige interessante Besonderheiten festgestellt werden. Nach dem ersten
physischen Kontakt zwischen Antagonist und Pathogen veranderte sich das
dimitische Hyphensystem (H1 generative Hyphe, H2 sklerotinisierte Bindehyphe) von
P. squamosus. In der Anfangsphase formierten sich die im Durchschnitt 1,5-5um
breiten Hyphen zu einem kompakten und dichten Myzel zusammen (Abbildung 9A).
Im Anschluss daran wurden feste und mehrere Millimeter breite Myzelstrange
gebildet, mit denen P. suamosus seinerseits in der Lage war, das Myzel von

Trichoderma spp. zu Uberwachsen (Abbildung 9B).

Abb. 9: A: Nach dem ersten Kontakt zwischen den Myzelien von Trichoderma sp. und
Pathogen fiigten sich die Hyphen von P. squamosus zusammen. Das Myzel wurde dadurch
kompakter und dichter (Pfeile). B: AnschlieBend bildete P. squamosus feste Myzelstrange
aus, mit denen er in der Lage war, das Myzel von Trichoderma sp. zu besiedeln.

[N] = Normal gewachsenes, feines Myzel; [S] = Kompaktes, in Stringe formiertes Myzel.
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3.1.1.1 Studien zum Mycoparasitismus

Nach der Untersuchung und Bewertung des Potenzials von Trichoderma spp., Holz
abbauende Pilze in Dualkultur zu parasitieren und abzutoten, wurden, um die
verantwortlichen Mechanismen des Mycoparasitismus licht- und rasterelektronen-
mikroskopisch zu studieren, aus den Interaktionsbereichen Proben entnommen
(Kapitel 2.6.2.1).

Vergleich der Methoden zur Myzelaufbereitung fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Ein Vergleich der unterschiedlichen Verfahren (Kapitel 2.4) ergab, dass
insbesondere die luftgetrockneten Proben durch den abrupten Phasenlbergang
(flissig-gasformig) deutliche Artefaktbildungen und Kollabierungen am Myzel und
anderen pilzlichen Strukturen aufwiesen (Abbildung 11A). Durch die Applikation von
Hexamethyldisilazane = (HMDS) vor der Lufttrocknung konnten  diese
Beeintrachtigungen weitestgehend minimiert werden. Die gefriergetrockneten Proben
lieBen, im Vergleich zu den luftgetrockneten Proben, weniger kollabierte Hyphen
erkennen, dennoch waren insgesamt die Formveranderungen unverhaltnismalig
hoch (Abbildung 11B). Die besten Ergebnisse wurden, neben der Verwendung von
HMDS, mit dem Verfahren der Kritisch-Punkt-Trocknung erzielt. Hierbei waren die
morphologischen Formen frei von Deformationen. Detaillierte Betrachtungen, auch
von fragilen Strukturen (Schnallen, Konidiophoren, Phialiden), konnten somit
durchgefuhrt werden (Abbildung 11G). Die Rasterelektronenmikroskopie im
Niedervakuumbereich war flr die Interaktionsstudien nicht praktikabel. So waren
detaillierte Untersuchungen zur Morphologie und zu den mycoparasitischen
Aktivitaten auf Grund der grof3en Unscharfe des Bildes nur eingeschrankt moglich.
Um eine groRere Tiefenscharfe zu erhalten, musste das Vakuum im Probenraum
erhoht werden, was wiederum zur Folge hatte, dass das Myzel und andere

Strukturen, wenn sie nicht schonend getrocknet waren, kollabierten.

Mechanismen des Mycoparasitismus

In allen Fallen konnte ein Hyphenkontakt zwischen Trichoderma spp. und den Holz
zersetzenden Pilzen beobachtet werden. Um die parasitischen Mechanismen von
Trichoderma spp. beschreiben zu kénnen, wurden der Hyphendurchmesser und
andere Strukturen, wie bspw. die flr Basidiomyceten typischen Schnallen, zur

Differenzierung der Myzelien der jeweiligen Pilzkombinationen herangezogen
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(Abbildung 11C & D). Der Mycoparasitismus wird an dieser Stelle fir alle
Trichoderma-Arten auf Grund der &ahnlichen Beobachtungen zusammengefasst
dargestellt. In den Fallen, in denen Trichoderma spp. in der Lage war, erfolgreich das
Myzel der Pathogene zu parasitieren, konnte in der Anfangsphase ein gezieltes
Hyphenwachstum in Richtung des Holzzersetzers beobachtet werden. Im Anschluss
daran wuchsen und verzweigten (Branching) sich die Hyphen von Trichoderma spp.
zur Vergroflerung der Kontaktoberflache entlang des Myzels der Pathogene und
bildeten somit eine feste Hyphenbindung aus (Abbildung 10A & B; 11E). Zudem
konnte man feststellen, dass neben dem gerichteten Wachstum zusatzlich Phialiden,
Konidien sowie Chlamydosporen ausgebildet wurden (Abbildung 10F, G & H). Diese,
der asexuellen Vermehrung dienenden Strukturen, zeugen fir eine hohe
Konkurrenzkraft um Nahrung und Raum. Wahrend der Interaktionsphase
(Parasitierung) bildete Trichoderma spp. Haken (Abbildung 111) und Appressorien-
ahnliche Strukturen (Abbildung 11J), die sich fest an die Oberflache des Wirtes
anhefteten. Daran anschlieend erfolgte in einigen Fallen ein Eindringen der Hyphen
in das Myzel der Holz abbauenden Pilze mittels Penetrationshyphen (Abbildung 11K
und L). Eine Hyphenumwicklung (Coiling) konnte in der Parasitierungsphase nur
ansatzweise beobachtet werden. An den Kontaktstellen wurde der Abbau der
Zellwand der Wirte in Form von Zusammenschrumpfen, Aufplatzen und Einfallen des
Myzels deutlich. Der Prozess des Mycoparasitismus wurde durch den kompletten

Zellwandabbau und Efflux des Cytoplasmas mittels Ausscheiden lytischer Enzyme

und fungizider Substanzen beendet.

) |
4 A AL
> Hz
J 3
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Abb. 10: A: Interaktionsstudien unter dem Lichtmikroskop. Die septierten Hyphen von Trichoderma
atroviride 15603.1 [T] wachsen am Schnallenmyzel [S] von Ganoderma adspersum [P] entlang und
bilden Appressorien-dhnliche Strukturen (Pfeil) aus (MaBstab = 5Sum). B: Die Hyphen von
Trichoderma spp. verzweigen (Branching) sich, um die Kontaktoberfliche mit den Myzelien der
Holzzersetzer zu vergroflern (MS = 5um).
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Abb. 11: A: Strukturverinderungen am Myzel der luftgetrockneten Proben. (MS = Sum). B:
Kollabierte Chlamydospore nach der Gefriertrocknung (MS = 2pm). C: Schnallenmyzel von P.
squamosus (MS = Ium). D: Fiir die Gattung Ganoderma typische “Staghorn hypha“ (MS = 5 um). E:
T. atroviride 396.92 [T] wichst an den Hyphen von K. deusta [P] entlang und verzweigt (Branching)
sich zur OberflichenvergroBerung (MS = 5 pum). F: Intakte Chlamydospore (MS = 2 um). G:
Konidiophore von T. virens (MS = 10 pum). H: Konidien von T. virens (Mafistab = 2um). I:
Hakenbildung durch Trichoderma spp. (MS = 2um). J: Bildung von Appressorien dhnlichen
Strukturen [A] durch T. atroviride 352.93 (MS = 1 um). K + L: Eindringen in das Myzel von I.
hispidus [P] mittels Penetrationshyphen von T. atroviride 15603.1 [T] (MS = 1um). MS = MaBstab.
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3.1.2 Wirksamkeit fluchtiger antibiotischer Substanzen

Die Bildung von volatilen Stoffwechselprodukten ist ein weiterer Mechanismus im
Antagonismuskomplex von Trichoderma spp., mit deren Hilfe das Wachstum Holz
abbauender Pilze gehemmt werden kann. In diesen Tests wurde die Wirkung der
flichtigen Substanzen in Abhangigkeit des Ernahrungszustands (unterschiedliche
Nahrmedien) Uberpruft. Die statistische Auswertung (ANOVA Varianzanalyse) liel3
eine signifikante Wirkung der fluchtigen antibiotischen Substanzen von Trichoderma
spp. auf das Wachstum der Holzzersetzer erkennen. Es konnte aber im Schnitt kein
signifikanter Einfluss des Ernahrungszustandes und somit der Nahrmedien auf die
Produktion und Wirkung der volatilen Stoffe von Trichoderma spp. festgestellt
werden. Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, konnte T. atroviride 15603.1 das Wachstum
der Pathogene im Durchschnitt um 32,8% und damit (hoch-) signifikant verringern
(p<0,05 und p<0,001). Daneben konnten ebenfalls T. atroviride 351.93 und T.
harzianum/polysporum (BINAB) signifikant das Wachstum der Holzzersetzer im
Schnitt um 25,7% bzw. 28,3% hemmen (p<0,05). Die restlichen Trichoderma-Arten
waren nicht in der Lage, das Wachstum der Pathogene signifikant zu verlangsamen.
T. fasciculatum (strictipile) erzielte mit einer durchschnittlichen Hemmung von 8,7%
das schlechteste Ergebnis. Zudem konnten nicht nur Unterschiede zwischen den
Trichoderma-Arten, sondern auch zwischen den T. atroviride-Stammen in Bezug auf
die Produktion und Wirkung flichtiger Stoffwechselprodukte festgestellt werden. So
waren die flichtigen Substanzen von allen 3 T. atroviride-Stamme in ihrer

Hemmwirkung auf Holz abbauende Pilze signifikant unterschiedlich (p<0,05).

Tabelle 12: Durchschnittliche Wirkung volatiler Hemmstoffe von Trichoderma spp. in %

MEA (a*) LNA (a*) gesamt p<0,05 p<0,001
T. atroviride 15603.1 e AR 32,8% +(a) +(a)
T. atroviride 351.93 e R 25,7% +(b) - (ab)
T. atroviride 396.92 A e 18,5% - (c) - (bc)
T. harzianum/polysporum ?112%;/]0 2[1,52?(2)/]0 28,3% + (ab) - (ab)
T. virens 1[ 32%;/; 1[17217;/10 14,3% - (cd) -(c)
T. fasciculatum (strictipile) 3236?{;’] 1[32‘;:/]0 8,7% - (d) - (¢)

Eine signifikante Hemmung des Wachstums der Holz zersetzenden Pilze ist mit + gekennzeichnet
(Test nach Dunnett). Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem
Ryan-Einot-Gabrial- Weltsch-Test (REGWQ).

50



ERGEBNISSE

Die Holz zersetzenden Pilze lielken in ihrer Sensitivitdt gegentber den flichtigen
Stoffwechselprodukten nach der Varianzanalyse (ANOVA) hochsignifikante
Unterschiede erkennen (Abbildung 13). So waren insbesondere die Pilzarten 1.
hispidus und G. adspersum sehr sensitiv fir die flichtigen Verbindungen von
Trichoderma spp., hingegen lieBen G. lipsiense und K. deusta die geringste

Anfalligkeit erkennen (p<0,001)

Wachstumshemmung in % durch volatile Substanzen produziert
von Trichoderma atroviride 15603.1
60,0 OMEA

50,0 - BLNA

H x

40,0 -

[%] 30,0 -

20,0 1

10,0 - a

0,0

osy>

s\a
. aeV p. soud

92} Sum - ense
ispiuS 2001 G. 2005 G.Ww=®
\.
Holzzersetzer

Abb. 12: Eine signifikante Hemmung des Wachstums ist mit * gekennzeichnet (Test nach Dunnett).
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant in Bezug zu den verwendeten
Néhrmedien nach dem Ryan-Einot-Gabriel-Welsch-Test (REWGQ) (p<0,05).

Durchschnittliche Wachstumshemmung in % durch volatile
Substanzen produziert von Trichoderma spp.
OT. atroviride 15603.1 @T. atroviride 351.93 B T. atroviride 396.92
60.0 B T. harzianum/polysporum BT. virens BT. fasciculatum
50,0
40,0 -
30,0
[%] 20,0 -
10,0 A
0,0
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Abb. 13: Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht hoch signifikant nach dem Ryan-
Einot-Gabriel-Welsch-Test (REWGQ) (p<0,001).
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3.1.3 Interaktionsstudien an Platanenholz

Die Durchfihrung der kunstlichen Interaktionstests an 2880 Holzproben erfolgte in
modifizierter Form nach dem EUROPEAN STANDARD EN 113 (1996) und hatte zum Ziel,
die protektive Wirkung von Trichoderma spp. gegen eine Zersetzung durch Holz

abbauende Pilze festzustellen.

3.1.3.1 Makro- und mikroskopische Beobachtungen
Die Ergebnisse der Makro- und mikroskopischen Beobachtungen sind in Tabelle 13

zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 13: Makro- und Mikroskopische Beobachtungen an den Platanenholzproben

Pilzart Kontrolle Trichoderma Behandlung
ohne Trichoderma Behandlung Verhinderung einer Besiedlung und
eines Abbaus des Holzes
Gradder ) ersetzung Abbau von ™M T2 T3 T4 T5 T6
Zersetzung Zellelementen
I. hispidus Simultane Faule Fasertracheiden
200792.1 Y Moderfaule Holzstrahlen % ** *F 4 4
I. hispidus Simultane Faule Fasertracheiden
2211051 x(x) Moderfaule Holzstrahlen i i i i o)

G. adspersum

G. lipsiense

K. deusta

P. squamosus

XXX

XXX

XXXX

XX

Simultane Faule/
(Sel. Delignifiz.)

Simultane Faule/
(Sel. Delignifiz.)

Moderfaule Typ |

Simultane Faule/
Sel. Delignifiz.

Fasertracheiden
Parenchym

Fasertracheiden
Parenchym
(Gefalke)

Fasertracheiden
Parenchym

Fasertracheiden
Holzstrahlen
(Parenchym)

++

++

++

++

S

++

++

++

++

+(+)

++

+(+)

T1 = Trichoderma atroviride 15603.1 Karsten
T2 = Trichoderma atroviride 351.93 Karsten
T3 = Trichoderma atroviride 396.92 Karsten

T4 = Trichoderma harzianum/polysporum Bissett

T5 = Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster
T6 = Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett

Bereits nach der ersten Inkubationszeit bildete sich auf den mit Trichoderma spp.
unbehandelten Holzproben (Kontrolle) eine dichte Myzelschicht der Holzzersetzer
aus, die insbesondere bei K. deusta und den beiden Ganoderma-Arten deutlich
ausgepragt war (Abbildung 15A-C). Im weiteren Verlauf (Ink. Il und IIl) wurden die
Bei

Trichoderma spp. beimpften Proben konnten sowohl bei der Losung | als auch bei

Proben durch die Holz abbauenden Pilze komplett besiedelt. den mit

der Lésung Il Sporenlager auf den Holzproben beobachtet werden. Die Sporenlager
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von Trichoderma spp., die als Indikator flr eine Besiedlung der Proben dienten,
lieRen in den meisten Fallen (84%) bei der Losung Il (Glucose und Harnstoff) eine
vermehrte und starkere Ausbildung der Sporenlager erkennen (Abbildung 14C). Dies
wurde als Indiz gewertet, dass die Proben mit der Variante Il schneller bzw. starker
von Trichoderma spp. besiedelt worden sind. Ob die Lésung Il die Effektivitat von
Trichoderma ssp. und damit die protektive Wirkung erhoht hat, konnte
makroskopisch nicht festgestellt werden. Eine Besiedlung der Holzproben durch die
Holz zersetzenden Pilze konnte durch Trichoderma spp. in 88% der Falle verhindert
werden (Abbildung 15D-F). In den Fallen, in denen Trichoderma spp. nicht in der
Lage war, eine Besiedlung durch die Holzzersetzer zu unterbinden, konnten sie
zumindest das Wachstum und damit das Fortschreiten verlangsamen (Abbildung 15J
& K). Zusatzlich wurden auch Unterschiede in Bezug zur protektiven Wirkung
zwischen den Trichoderma-Arten beobachtet. Trichoderma virens war in der Lage,
bei allen eingesetzten Holz zerstorenden Pilzen die Besiedlung des Platanenholzes
zu verhindern. So wiesen die Holzproben auch nach der 3. Inkubationszeit keine
Strukturveranderungen auf (Abbildung 14A). T. fasciculatum (strictipile) konnte
dagegen das Wachstum von G. lipsiense und insbesondere von P. squamosus und
K. deusta nur eingeschrankt verlangsamen. Interessant war die Beobachtung, dass
sich Polyporus squamosus in diesen Tests als besonders konkurrenzstark (resistent)
erwies. So waren die restlichen Trichoderma-Arten zwar in der Lage, die Besiedlung

der Platanenholzproben durch Ganoderma spp., K. deusta und I. hispidus

200792.1/221105.1 zu verhindern, aber nicht die Besiedlung durch P. squamosus.

Abb. 14: A: 1 = Nullvariante. 2 = Holzprobe mit T. virens behandelt und mit Polyporus squamosus
inokuliert. Die Proben lieen auch nach 18-wdchiger Inkubationszeit, bis auf eine Farbverinderung
(Verdunklung), keine Holzmodifikationen erkennen. 3 = Platanenholz iokuliert mit P. squamosus.
(Kontrolle). Das Holz wies bereits nach der Inkubationszeit II einen deutlichen Holzabbau auf. B: 1 =
Trichoderma atroviride 15603.1 konnte eine Besiedlung und somit einen weit reichenden Holzabbau
von K. deusta verhindern (Ink. III). 2 = An den Proben ohne vorheriger Beimpfung mit Trichoderma
ssp. konnte man bereits nach der 2. Inkubationszeit Zersetzungserscheinungen und
Demarkationslinien im Holz verursacht durch K. deusta beobachten. C: 1 = Die mit der Losung II
beimpften Proben lieen eine verstirkte Bildung der Sporenlager von Trichoderma spp. auf dem Holz
erkennen. 2 = Mit Sporenldsung I beimpfte Proben wiesen deutlich weniger Sporenlager auf.
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Abb. 15: A: Dichtes, weilles Myzel mit amorpher Kruste von G. adspersum auf den Kontrollproben
nach Ink. III. B: Kontrollproben von G. lipsiense nach Ink. III. C: K. deusta bildete neben einem
dichten Myzelmantel auch Pseudosklerotien auf den Proben (Kontrolle) aus. D: T. atroviride 15603.1
verhinderte eine Besiedlung des Holzes durch G. adspersum (Ink. IIT). E: T. harzianum/polysporum
(BINAB) konnte eine Besiedlung von G. lipsiense unterbinden (Ink. III) F: Die mit T. atroviride
15603.1 behandelten Proben lieen kein Myzelwachstum von K. deusta erkennen. G + H: Kontrolle
von P. squamosus nach Ink. IT und Ink. III I: Kontrolle von I. hispidus 221105.1 (Ink. IIT) J +K: T.
atroviride 15603.1 und 351.93 konnten die Besiedlung von P. squamosus nicht verhindern (Ink. II
und Ink. IIT) L: T. atroviride 396.92 lief deutliche Sporenlager auf den Proben erkennen (Ldsung I).
Er konnte auch eine Besiedlung des Platanenholzes durch I. hispidus 221105.1 unterbinden (Ink. III).
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Holzabbaumuster

Die beiden Inonotus hispidus Stadmme lieRen in ihrem Holzzersetzungsmuster
keine Unterschiede erkennen und aus diesem Grund werden die Beobachtungen
zusammengefasst dargestellt. Die Kontrollproben (ohne Trichoderma-Behandlung)
inokuliert mit 1. hispidus wiesen im Vergleich zu den restlichen Holzzersetzern nach
der Inkubationszeit Ill den geringsten Zersetzungsgrad auf. Vorwiegend erfolgte der
Abbau in den Holzstrahlen, die ein vermehrtes Hyphenaufkommen zeigten. Daneben
konnten Hyphen im Lumen auf der S3-Schicht der Fasertracheiden beobachtet
werden, die mittels einer simultanen Faule progressiv abgebaut wurden (Abbildung
16A). Neben einer Weilfaule (simultane Faule) lie 1. hispidus auch ein
Abbaumuster in Form einer Moderfaule des Typ | (Hypenwachstum innerhalb der Sy-
Schicht) erkennen. Dieser Fauletyp konnte vorwiegend in den homogenen
Holzstrahlen des Platanenholzes beobachtet werden. Die lichtmikroskopischen
Untersuchungen der mit Trichoderma spp. vorbehandelten Proben lieRen einen
deutlichen reduzierten Zersetzungsgrad des Holzes erkennen. Weitgehende
Bereiche des Platanenholzes waren intakt. Unterschiede zwischen den Trichoderma-
Arten in Bezug zur protektiven Wirkung konnte hierbei nur graduell festgestellt
werden. Interessant war die Tatsache, dass befallene Bereiche des mit Trichoderma
spp. behandelten Holzes, bei denen Modifikationen an den Zellwanden zu erkennen

waren, ausschlief3lich durch eine Moderfaule verursacht wurden (Abbildung 16B).

Abb. 16: A: Die Hyphen [H] von I. hispidus liegen im Lumen auf der S;-Schicht. Daneben waren
Bohrlocher in den Zellwidnden erkennbar (Pfeil) (MS = 2pm). B: Neben einer simultanen Faule
konnte auch ein Zellwandabbau mittels einer Moderfaule des Typ I beobachtet werden (MS = Sum).

Die Ganoderma-Arten (G. adspersum und G. lipsiense) zeigten ein sehr ahnliches
Abbauverhalten. Die mit diesen Pilzen inokulierten Kontrollproben wiesen bereits
nach der 6-wdchigen Inkubationszeit einen deutlichen Holzabbau auf. Hierbei wurde

neben den Fasertracheiden des Fruh- und Spatholzes insbesondere das axiale
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Parenchym, welches apotracheal-diffus bis diffus-gehauft und paratracheal-sparlich
im Grundgewebe verteilt ist, besiedelt und abgebaut. Zudem konnten vermehrt
Hyphen von G. lipsiense in den Gefallen beobachtet werden, die im Anfangsstadium
aber keine Anzeichen einer Zersetzung aufwiesen. Im weiteren Verlauf liellen die
Zellwande des Parenchyms deutliche Strukturveranderungen in Form einer
simultanen Faule erkennen, dagegen wurden die Fasertracheiden neben einer
simultanen Faule ebenfalls mittels einer selektiven Delignifizierung abgebaut
(Abbildung 17A). In allen Fallen lagen die Hyphen der Ganoderma-Arten im Lumen
auf der S3-Schicht. Die Gefaldzellen lieRen nach der 18-wdchigen Inkubationszeit nur
bei G. lipsiense Modifikationen erkennen. Der Holzabbau durch G. adspersum
konnte durch alle Trichoderma-Arten deutlich reduziert werden. So waren die
Zellwande und weitgehende Bereiche des Platanenholzes frei von
Zersetzungserscheinungen (Abbildung 17B). Die protektive Wirkung von
Trichoderma spp. gegen einen Holzabbau durch G. lipsiense konnte ebenfalls
festgestellt werden. Hier wies das Holz im Vergleich zu den Kontrollproben einen
deutlichen geringeren Zersetzungsgrad auf und nur vereinzelte Zellwande liel3en
Spuren eines Abbaues mittels simultaner Faule und selektiver Delignifizierung

erkennen. Insgesamt konnte der Holzabbau von Ganoderma spp. durch alle

Trichoderma-Arten deutlich reduziert werden.

Abb. 17: A: Progressiver Zellwandabbau mittels simultaner Faule. In unmittelbarer Umgebung der
Hyphen [H] erfolgte der Abbau (MS = Sum). B: Das mit T. virens vorbehandelte Holz war auch nach
der 18-wochigen Inkubationszeit weitgehend frei von Zersetzungserscheinungen (MS = 50pum)

Kretzschmaria deusta zersetzte das Holz der unbehandelten Proben (Kontrolle)
von allen Holzzersetzern am starksten. So wiesen unter dem Mikroskop neben dem
Langsparenchym besonders die Fasertracheiden des Fruhholzes bereits nach der 6-

wochigen Inkubationszeit starke Veranderungen in der Zellwand auf. Die Hyphen von
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K. deusta wuchsen innerhalb der S,-Schicht und bauten in unmittelbarer Umgebung
die Zellwand ab. Die Gefal3zellen sowie die Holzstrahlen lieRen Hyphen im Lumen
aber nur geringe Anzeichen einer Zersetzung erkennen. Im Spatstadium der
Holzzersetzung wurden auch die Fasertracheiden des Spatholzes mittels einer
Moderfaule (Typ 1) abgebaut. Durch den bevorzugten Abbau von Zellulose und
Hemizellulose blieb die Mittelschicht weitgehend erhalten (Abbildung 18B). Die flr K.
deusta typischen schwarzen Demarkationslinien, welche das zersetze Holz
durchziehen, wurden durch blasenartiges Auftreiben der Hyphen im Lumen der
Gefalzellen hervorgerufen (Abbildung 18A). Der Zersetzungsgrad konnte durch die
Applikation von Trichoderma spp. deutlich minimiert werden. So waren auch nach
der Inkubationszeit Il weite Bereiche des Platanenholzes frei von Modifikationen
(Abbildung 17C). Einzige Ausnahme hierbei bildeten die mit T. fasciculatum
behandelten Proben. Dieser Pilz war nur eingeschrankt in der Lage, das Wachstum
von K. deusta und damit das Holz vor einem Abbau zu schitzen. So konnte
insbesondere nach 18 Wochen Inkubationszeit deutliche Zeichen einer Moderfaule

an den Zellwanden beobachtet werden.

Abb. 18: A: Die Demarkationslinien
deusta [B] hervorgerufen (MS = Sum). B: Nach der Inkubationszeit IIl war die zellulosereiche
Sekundidrwand der Fasertracheiden weitgehend abgebaut und nur die Mittelschicht, neben den
Gefdlen [G], blieb in modifizierter Form erhalten (MS = 10um). C: Intaktes Holz (MS = 50um).
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Das mit Polyporus squamosus kunstlich inokulierte Platanenholz wies auch nach
der 3. Inkubationszeit einen mafligen Zersetzungsgrad auf. Die Ausbreitung von P.
squamosus erfolgte vornehmlich Uber die Holzstrahlen, die im Anfangsstadium
neben den Fasertracheiden des Frihholzes bevorzugt abgebaut wurden. Im
Weiteren Verlauf konnten vermehrt Hyphen im Zelllumen der Holzstrahlen und
Fasertracheiden des Frih- und Spatholzes beobachtet werden. Die
Strukturveranderungen in den Zellwanden lieRen neben einer simultanen Faule
(Abbau der Zellwand von Innen nach Aufen) eine selektive Delignifizierung
erkennen. Letzteres Zersetzungsmuster verursachte im Spatstadium ein Ablésen der
S,-Schicht nach innen zum Lumen und durch den Abbau der Mittellamelle gar ein
Losen ganzer Zellen aus ihrem Verbund (Abbildung 19A). Polyporus squamosus
erwies sich in diesen Interaktionstests als weitgehend resistent gegenuber
Trichoderma spp. Einzig T. virens war in der Lage, ein Befall des Holzes zu
verhindern und damit einem Holzabbau vorzubeugen. Die restlichen Trichoderma-
Arten konnten die Besiedlung der Platanenproben nur verzégern. So zeigten sich
unter dem Mikroskop ein deutliches Hyphenaufkommen und
Zersetzungserscheinungen an den Zellwanden. Interessant war hierbei die
Beobachtung, dass die Hyphen von P. squamosus sich nicht im Lumen, sondern

vorwiegend auf der Mittellamelle befanden (Abbildung 19B). Diese Mittelschicht liel

in unmittelbarer Umgebung der Hyphen Anzeichen eines Abbaues erkennen.

Abb. 19: A: Das kiinstlich mit P. squamosus inokulierte Holz (Kontrolle) wies auch nach der 18-
wochigen Inkubationszeit eine geringe bis méBige Zersetzungsrate auf. Das Holz wurde neben einer
simultanen Faule vorwiegend mittels einer selektiven Delignifizierung abgebaut. Dabei lagen die
Hyphen [H] ausschlieBlich auf der S;-Schicht und durch den vorwiegenden Abbau des Lignins kam es
zum Schwund und zu einem Losen der S,-Schicht. Zusétzlich l6sten sich durch den Abbau der
Mittelschicht ganze Zellen aus ihrem Verbund (Pfeil) (MS = 5um). B: Polyporus squamosus war
weitgehend resistent gegeniiber einer Behandlung mit Trichoderma spp. Nur Trichoderma virens war in
der Lage, das Platanenholz gegen eine Besiedlung und damit vor einem Abbau zu schiitzen. Die Hyphen
[H] von P. squamosus wuchsen bei den mit Trichoderma spp. vorbehandelten Proben sowohl im Lumen
(roter Pfeilkopf) als auch auf der Mittellamelle (gelbe Pfeilkopfe) (MS = 2um).
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Unterschiede zwischen den applizierten Sporenlésungen | & Il in Bezug zur
Steigerung der Effektivitdt von Trichoderma spp., das Wachstum der Holz
zersetzenden Pilze zu hemmen und damit einem Holzabbau vorzubeugen, konnten
lichtmikroskopisch innerhalb der 6- und 12-wdchigen Inkubationszeiten nur graduell
beobachtet werden. Nach der 18-wdchigen Inkubationszeit fielen die Unterschiede
deutlicher aus. So wiesen die mit der Sporenldsung Il beimpften Holzproben
geringere Zersetzungsgrade auf. Hierbei muss betont werden, dass die Unterschiede

zwar sichtbar, aber insgesamt wenig ausgepragt waren.

Trichoderma spp.

Die lichtmikroskopische Auswertung der Platanenholzproben, die nur mit
Trichoderma spp. beimpft wurden (ohne Inokulation mit Holzzersetzern), sollte zum
einen die Mechanismen aufzeigen, mit der das Holz besiedelt und ggf. abgebaut
wurde und zum anderen, inwieweit die Zugabe von Glucose und Harnstoff
(Sporenlosung |l) diese Besiedlung verstarken konnte. Da zwischen Trichoderma
spp. in der Besiedlungsstrategie keine Unterschiede festgestellt wurden, werden die
Beobachtungen fir alle Arten zusammengefasst ausgefuhrt.

Die Ausbreitung und Erschlieung der Platanenholzproben durch die Trichoderma-
Arten erfolgte nach dem Prinzip des geringsten Widerstandes. So breiteten sich die
Hyphen in radialer Richtung vorwiegend in den breiten, mehrreihigen Holzstrahlen
aus (Abbildung 20A & B). Zusatzlich konnte eine Expansion in axialer Richtung durch
ein vermehrtes Hyphenwachstum innerhalb der zerstreut angeordneten Gefalzellen
beobachtet werden. Durch das geringe Vorkommen von Langsparenchym
(apotracheal-diffus und paratracheal-sparlich) war die Ausbreitung in tangentialer
Richtung eingeschrankt. Die Besiedlung benachbarter Zellen erfolgte ausschlieflich
uber die Tupfelverbindungen mittels feiner, dinner Hyphen (1-2um); somit konnten
keine Bohrlocher in den Zellwanden beobachtet werden (Abbildung 20A). Das
Grundgewebe (Fasertracheiden) des Platanenholzes liel® nur sehr sparlich Hyphen
erkennen. Insgesamt konnte auch nur eine Besiedlung der Peripherie der Holzprobe
festgestellt werden. So wurden auch nach der 18-wdchigen Inkubationszeit im
Zentrum der Proben nur vereinzelt Hyphen in den Gefalen und Holzstrahlen
beobachtet. Einen gerichteten Zellwandabbau konnte zu keiner der 3
Inkubationszeiten durch Trichoderma spp. festgestellt werden. Nach der

Inkubationszeit Il zeigten sich Modifikationen vorwiegend in den Holzstrahlen. Diese
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Veranderungen wurden durch keine der klassifizierten Holzabbaumuster (Weil3-,
Moder- oder Braunfaule) hervorgerufen. Einen positiven Einfluss der Sporenldsung Il
auf die Besiedlung des Holzes wurde lichtmikroskopisch erst nach der 18-wochigen
Inkubationszeit deutlich. Hier war die Intensitat des Hyphenaufkommens in den
Gefalen, Holzstrahlen und Axialparenchym sowie in den Fasertracheiden starker als
bei der Sporenlésung I. Dennoch wurden auch hier nur die Randbereiche der Probe
besiedelt und die Probenmitte war weitgehend frei von Trichoderma-Hyphen
(Abbildung 20C).
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Abb. 20: A: Eine Besiedlung der Proben durch Trichoderma spp., welche nicht kiinstlich mit Holz
zersetzenden Pilzen inokuliert wurden, erfolgte vorwiegend in den zerstreut angeordneten Gefdlien
(axial) und in den mehrreihigen Holzstrahlen (radial). Innerhalb der Holzstrahlen wurden sehr dicke
Hyphen [H] (2-4um) ausgebildet, die sich iiber Tiipfelverbindungen in andere Zellen ausbreiteten
(gelber Pfeilkopf) (MS = Sum). B: Tangentialschnitt durch einen Holzstrahl. Gut zu erkennen sind
die sehr dicken Hyphen [H] von Trichoderma spp. im Lumen der Zellen (MS = 5um). Auch nach
der Inkubationszeit III konnten nur graduelle Verdnderungen an den Zellwénden beobachtet
werden. C: Die Trichoderma-Arten waren auch innerhalb der 18-wochigen Inkubationszeit nur in
der Lage, die Peripherie der Holzprobe und nicht das Zentrum zu besiedeln. So wiesen die Gefélie
[G], die Holzstrahlen [HZ], das Spatholz [S] und die Fasertracheiden des Friihholzes [F] keine
Hyphen oder sonstige Besonderheiten auf (MS = 50pm).
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3.1.3.2 Gewichtsverlustmessungen

Die erzielten Ergebnisse der Gewichtsverlustmessungen stehen weitgehend im
Einklang mit den vorangegangenen makro- und mikroskopischen Beobachtungen.
Die Proben (Kontrolle), die kunstlich mit den Holz zersetzenden Pilzen inokuliert und
keiner vorherigen Trichoderma-Beimpfung unterzogen wurden, wiesen nach den
Inkubationszeiten (I, Il und lll) einen deutlichen Gewichtsverlust auf (Abbildung 21).
Nach der 6-wochigen Inkubationszeit konnte im Mittel ein Gewichtsverlust von 3,7%,
nach 12 Wochen ein Gewichtsverlust von 6,2% und nach 18 Wochen ein
Gewichtsverlust von 12% festgestellt werden. Hierbei lie3en die eingesetzten Holz
abbauenden Pilze signifikante Unterschiede in der Abbaurate erkennen (p<0,05). So
baute Kretzschmaria deusta neben den beiden Ganoderma-Arten das Holz Uber alle
3 Inkubationszeiten am starksten ab (& Gewichtsverlust der Holzproben von 11,65%
bzw. 8,21%). Inonotus hispidus und Polyporus squamosus hingegen wiesen im
Vergleich die geringste Holzabbaurate auf (&d Gewichtsverlust der Holzproben von
3,56% bzw. 4,97%). Bereits nach der ersten Inkubationszeit konnte an den mit K.
deusta inokulierten Proben ein Gewichtsverlust von 6,85% ermittelt werden. Nach
der dritten Inkubationszeit waren es gar 18,27%. Die Ganoderma-Arten
verzeichneten einen Gewichtsverlust von 3,81% (Ink 1), 6,21% (Ink II) und 14,23%
(Ink 111). Der Gewichtsverlust durch I. hispidus und P. squamosus lag hingegen nach
der Inkubationszeit | bei 1,67% bzw. 2,46% und nach der 18-wochigen
Inkubationszeit bei 5,57% bzw. 7,83%.

Durchschnittlicher Holzabbau in %

O | hispidus O P. squamosus @ G. adspersum O G. lipsiense | K. deusta
25,00

20,00 -
15,00 -
[%]
10,00 -

5,00 -

6 Wochen 12 Wochen 18 Wochen

Inkubationszeiten

Abb. 21: Gewichtsverlust der Holzproben (Kontrolle) durch die eingesetzten Holz abbauenden Pilze
nach den Inkubationszeiten I, I und III. Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,05).
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Eine vorherige Beimpfung der Holzproben mit Sporenlésungen von Trichoderma spp.
konnte den Verlauf der Holzzersetzung und damit den Gewichtsverlust durch die
Holz abbauenden Pilze deutlich mindern (Abbildung 22). Hierbei ergab die
statistische Auswertung (ANOVA Varianzanalyse und Post-Hoc-Tests), dass sowohl
die Sporenlésung | als auch die Lésung Il (Glucose und Harnstoff) den
Gewichtsverlust in Bezug zur Kontrolle hochsignifikant reduzieren konnten (p<0,001).
Im Mittel war der Gewichtsverlust durch die Sporenlosung | um 58,7%, durch die
Losung Il gar um 67,2% reduziert. Bereits nach der ersten Inkubationszeit
vermochten die Losungen | und Il den Gewichtsverlust hochsignifikant um 56,7%
bzw. 66,4% zu reduzieren (59,3% bzw. 65,7% nach Inkubationszeit Il) (p<0,001).
Nach der Inkubationszeit Il konnte eine hochsignifikante Reduzierung des
Gewichtsverlusts von 60,1% (Sporenlésung 1) und 69,6% (Sporenlésung II)
verzeichnet werden (p<0,001). Ferner zeigte die statistische Auswertung bei einem
Signifikanzniveau von p<0,05, dass Unterschiede in der protektiven Wirkung von
Sporenlésung | und Il existierten. Wahrend nach der ersten Inkubationszeit noch
keine signifikanten Unterschiede feststellbar waren, konnten nach den
Inkubationszeiten von 12 und 18 Wochen signifikante Differenzen ermittelt werden.
Die Zugabe von Glucose und Harnstoff (Sporenlésung IlI) hatte den Effekt einer

durchschnittlichen Steigerung der protektiven Wirkung von 12,65%.

Durchschnittlicher Gewichtsverlust der kiinstlich inokulierten

Holzproben
—o— Kontrolle Sporenlésung | —&— Sporenlosung Il

12 c*

6 Wochen 12 Wochen 18 Wochen

Inkubationszeiten

Abb. 22: Durchschnittlicher Verlauf des Gewichtsverlusts der inokulierten Holzproben. Werte mit
gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-Weltsch-
Test (REGWQ). * = signifikant (p<0,05); ** = hochsignifikant (p<0,001).
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Wie aus Tabelle 14 ersichtlich, konnten auch (hoch-) signifikante Unterschiede
zwischen den Trichoderma-Arten in ihrer Effektivitat, das Holz vor einem weit
reichenden Abbau zu schitzen, verzeichnet werden. So erzielte Trichoderma
atroviride 15603.1 mit einer durchschnittlichen Reduktion des Gewichtsverlustes von
70,4% das beste Ergebnis, gefolgt von T. atroviride 351.93 und T. virens mit &hnlich
guten Ergebnissen (69,8% und 68%). Das signifikant schlechteste Ergebnis erzielte
T. fasciculatum (strictipile) mit einer mittleren Reduzierung des Gewichtsverlusts von
44,8%. Hochsignifikante Unterschiede konnten auch zwischen den drei T. atroviride-
Stammen ermittelt werden. So erzielte T. atroviride 396.92 mit einer mittleren
Reduktion des Gewichtsverlusts von 61,7% von den 3 eingesetzten Stammen
signifikant die geringste Wirkung (p<0,001). Trichoderma harzianum/polysporum
(BINAB) lag mit 60,9% in der GroRenordnung wie T. atrovirde 396.92.

Tabelle 14: Reduzierung des Gewichtsverlusts (Holzabbau) in % durch Trichoderma spp.

Sporenlésung | (b*)  Sporenlésung Il (a¥)

(58,7%) (67,2%) gesamt p<0,05 p<0,001
Ink | Ink I Ink 1l Ink | Ink Il Ink Ill
67,8% 70,2% 63% 75,6% 76,4% 82%
=Rl [#4,27]  [#4,17]  [#4,03] [#4,22] [#4,22]  [4,17] 70,4% *+(a) *+(a)
66,9% 68,3% 692% 72,4% 70,2% 72,1%
T-351.93 [+4,07]  [#4,03]  [+3,94] [+4,22] [#4,17]  [+4,17] 69.8% *+ (@) *(a)

e T ST BT U 02 O o am o
ST R RO B R
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Eine signifikante Hemmung des Gewichtsverlustes (Holzabbau) ist mit + gekennzeichnet (Test nach
Dunnett). Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-
Gabrial- Weltsch-Test (REGWQ).

Zwischen den Holz abbauenden Pilzen existierten in Bezug auf Sensitivitat
(Anfalligkeit) bzw. Resistenz (Widerstandskraft) gegenuber den Trichoderma-Arten
(hoch-) signifikante Unterschiede. So liel3 Polyporus squamosus im Schnitt sowohl
bei der Behandlung mit der Sporenlosung | als auch Il die starkste Resistenz
gegenuber Trichoderma ssp. erkennen (Abbildung 23). Wahrend nach der ersten
Inkubationszeit alle Trichoderma-Arten noch in der Lage waren, den Holzabbau zu
reduzieren, konnte nach der Inkubationszeit Il bei T. fasciculatum (strictipile) bereits
keine signifikante Wirkung festgestellt werden. Nach der 3. Inkubationszeit war

ausschlieBlich T. virens in der Lage, den Gewichtsverlust hochsignifikant zu
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reduzieren (p<0,001). Die signifikant hdchste Sensitivitat gegenuber einer
Trichoderma-Behandlung lieBen die Ganoderma-Arten erkennen (Abbildung 24).
Nach allen 3 Inkubationszeiten war Trichoderma spp. in der Lage, den
Gewichtsverlust hochsignifikant zu reduzieren (p<0,001). Die Pilzarten Inonotus
hispidus (Stamm 200792.1 & 221105.1) und Kretzschmaria deusta wiesen eine

etwas geringere Sensitivitat als Ganoderma spp. auf.

Polyporus squamosus (Losung Il)

@ 6 Wochen W 12 Wochen W 18 Wochen
12,00

10,00 -
8,00
[%] 6,00
4,00

2,00

0,00
T-15603.1  T-351.93 T-396.92  T-206040 T-126.65 T-338.93 Kontrolle

Trichoderma-Arten

Abb. 23: Eine signifikante Hemmung des Gewichtsverlusts ist mit * gekennzeichnet (Test nach
Dunnett). * = signifikant (p<0,05); ** = hochsignifikant (p<0,001).

Ganoderma spp. (Losung |)

18.00 @ 6 Wochen @ 12 Wochen | 18 Wochen
16,00
14,00
12,00
10,00
4l 8,00
6,00
4,00
2,00 -
0,00

T-15603.1  T-351.93 T-396.92 T-206040 T-126.65 T-338.93 Kontrolle

Trichoderma-Arten

Abb. 24: Eine signifikante Hemmung des Gewichtsverlusts ist mit * gekennzeichnet (Test nach
Dunnett). * = signifikant (p<0,05); ** = hochsignifikant (p<0,001).
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Ein Gewichtsverlust der mit Trichoderma spp. beimpften Holzproben ohne eine
zusatzliche Inokulation mit den Holzzersetzern konnte in Mal3en verzeichnet werden.
Hierbei erzielten T. virens und T. fasciculatum die grof3ten Gewichtsverluste (Im
Mittel 1,91% bzw. 2,12%). Es konnten aber keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Arten festgestellt werden (p<0,05). In Abbildung 26 wird deutlich, dass
die Applikation der Losung Il den Gewichtsverlust verursacht durch Trichoderma spp.
erhohen konnte. Aber auch hier waren die Unterschiede nicht signifikant (p<0,05).

Durchschnittlicher Gewichtsverlust verursacht von Trichoderma

@ 6 Wochen m 12 Wochen m 18 Wochen

T-15603.1 T-351.93 T-396.92 T-206040 T-126.65 T-338.93

Trichoderma-Arten

Abb. 25: Gewichtsverlust der mit Trichoderma spp. beimpften Proben ohne Inokulation mit Holz
zersetzenden Pilzen nach der Inkubationszeit von 6, 12 und 18 Wochen.

Durchschnittlicher Gewichtsverlust verursacht von Trichoderma

Sporenlosung | —&— Sporenlésung Il

[%]

0 " T T T
6 Wochen 12 Wochen 18 Wochen

Inkubationszeiten

Abb. 26: Die Sporensuspension II hatte eine Steigerung des Gewichtsverlusts verursacht durch
Trichoderma spp. nach den Inkubationszeiten von 6, 12 und 18 Wochen zur Folge.
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3.1.4 Wachstums- und Sporenkeimungsraten

Die Durchfihrung der Wachstums- und Sporenkeimungstests erfolgte unter
kontrollierten Bedingungen. Diese Tests sollten die Wachstum beeinflussenden
Faktoren (Nahrstoffe, pH-Wert, Temperatur, Wasseraktivitat) determinieren und fir
ein besseres Verstandnis Uber die dkologischen Anspriche der einzelnen Pilzarten

sorgen. Im nachfolgenden werden die erzielten Ergebnisse dargestellt.

3.1.4.1 Wachstumsraten

Die Wachstumsraten (mm/7 Tage) und die Ergebnisse der statistischen
Auswertungen (ANOVA Varianzanalyse und Post-Hoc-Tests) der Holz abbauenden
Pilze sind in Tabelle 15 zusammengefasst dargestellt. So unterschieden sich alle
Holzzersetzer, bis auf die beiden Ganoderma-Arten, in ihrem Wachstum signifikant
(p<0,001). Wahrend Ganoderma spp. im Mittel die hochste Wachstumsrate (29,5
bzw. 28,2) zeigte, besald K. deusta mit einem durchschnittlichen Wachstum von 14,5
die geringste Rate. Des Weiteren konnten signifikante Unterschiede zwischen den
Medien verzeichnet werden (p<0,001). Das Wachstum der Pilze war auf dem
nahrstoffreichen Medium MEA im Schnitt héher als auf dem nahrstoffarmen LNA-
Medium. Eine Einstellung des pH-Wertes auf 7 hatte zur Folge, dass das Wachstum
der Pilze, im Gegensatz zu einem pH-Wert im sauren Bereich (5), reduziert wurde.

Signifikanzen konnten hierbei allerdings nur auf dem Medium LNA ermittelt werden.

Tabelle 15: Wachstumsraten der Holzzersetzer auf unterschiedlichen Medien bei 25°C

MEA LNA
pH-Wert5 pH-Wert7 pH-Wert5 pH-Wert7 9esamt p<0,001
(29,6) a 27.1)a (22,5)b (16,6) ¢
mm/7 Tage mm/7 Tage mm/7 Tage mm/7 Tage
I. hispidus 30,8 25,1 29,7 18,3 259 b
200792.1 [+ 0,41] [+2,63] [+0,33] [¥1,20] ’
I. hispidus 29,4 26,6 29,3 19,1 261 b
221105.1 [£0,38] [#1,76] [£0,43] [#1,27] '
37,9 41,0 23,7 15,3
G. adspersum [£0,73] [£1,16] (£0,93] [0,60] 29,5 a
- 40,1 41,2 17,5 14
G. lipsiense [+1,84] [+1,74] [+1,26] [+0,29] 28,2 a
19,3 15,8 12,5 10,3
K. deusta [£0,41] [£0,44] [£0,29] [£0,17] 14,5 d
20,2 12,8 22,3 23,0
P. squamosus [£0,43] [£0,33] [£0,17] [£1,04] 19,6 ¢

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ).
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In Tabelle 16 sind die Wachstumsraten (mm/24h) und die Ergebnisse der
statistischen Auswertungen (ANOVA Varianzanalyse) dargestellt. Bei einem
Vergleich der Wachstumsraten von Trichoderma spp. mit denen der Holz
zersetzenden Pilze wird deutlich, dass Trichoderma spp. Uber ein hochsignifikant
schnelleres Wachstum verfligt (p<0,001). Aber auch innerhalb der Trichoderma-Arten
konnten signifikante Unterschiede in Bezug auf die Wachstumsgeschwindigkeit
ermittelt werden (p<0,001). So wies T. virens im Mittel die hochste Wachstumsrate
(20,6mm/24h) auf. Das geringste Wachstum wurde bei T. fasciculatum beobachtet
(11mm/24h). Hingegen konnten bei einem Signifikanzniveau von p<0,001 keine
Unterschiede zwischen den T. atroviride-Stdmmen verzeichnet werden. Die
Wirkungen der unterschiedlichen Medien auf das Wachstum von Trichoderma spp.
waren auch in diesem Fall (hoch-) signifikant (p<0,001). So war die Wachstumsrate
im Mittel auf dem Medium MEA (pH 5) am hdchsten. Deutlich geringere
Wachstumsraten konnten auf den Medien LNA pH 5 und 7 verzeichnet werden. Wie
schon bei den Holzzersetzern, war die Wirkung eines pH-Wertes im neutralen
Bereich (pH-Wert 7) fir das Wachstum der Trichoderma-Arten sowohl auf MEA als
auch auf LNA im Mittel nachteilig.

Tabelle 16: Wachstumsraten von Trichoderma spp. auf unterschiedlichen Medien bei 25°C

MEA LNA
pH-Wert5  pH-Wert7  pH-Wert5  pH-Wert7 9esamt  ps0,001
(18,9) a (17,8) b (12,7) ¢ (10,9) d
mm/24h mm/24h mm/24h mm/24h
17,5 18,2 7,8 10
Lk Sk [+ 0,50] [+0,44] [£0,44] [£0,57] 134 ¢
19,8 17,3 9,5 8,7
T-351.93 [£0,17] [£0,44] [£0,29] [£0,33] 138 ¢
19 17,7 9,7 9,5
U=ERIDiR [£0,58] [£0,17] [£1,17] [£0,76] 14 ¢
21,8 20,2 16,5 11,8
T-206040 [£0,44] [£0,17] [£0,29] [£0,17] 17,6 b
20,2 18,2 23,8 20,3
UEIAEED [£0,44] [£0,17] [£0,44] [£0,33] 20,6 a
14,8 15,3 8,7 5,3
T-338.93 [£0,17] [£0,33] [£0,17] [£0,17] 1 d

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ).

Der Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf das Wachstum von Trichoderma

spp. ist in Tabelle 17 zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 17: Einfluss der Temperatur auf das Wachstum (mm/24h) von Trichoderma spp.

MEA pH-Wert 5 (a) LNA pH-Wert 5 (a)
p<0,05 p<0,001
5°C 10°C 15°C 25°C 30°C 5°C 10°C 15°C 25°C 30°C
T- 0 2,7 9,8 17,5 14,5 0 2,4 6,7 7,8 13,2 . .
15603.1 [-] [£0,15] [+0,44] [+0,50] [+0,29] [-] [£0,21] [£0,17] [£0,44] [£0,17]
T- 0 2,3 7.5 19,8 13,8 0 2,5 6,0 9,5 11,2 c cd
351.93 [-] [+0,33] [+0,29] [+0,17] [+0,17] [-] [£0,29] [£1,04] [£0,29] [£0,17]
T- 0 3,7 10,3 19 9,7 0 34 7,8 9,7 10,3 & .
396.92 [-] [+t0,08] [+0,44] [+0,58] [+0,89] [-] [£0,17] [£0,17] [£1,17] [£0,93]
T- 0 3.1 9,7 21,8 13,2 0 2,6 6,2 16,5 11,2 b b
206040 [-] [+0,07] [+0,44] [%0,44] [£0,17] [-] [+0,07] [£0,17] [£0,29] [+0,17]
T- 0 2,6 6,7 20,2 19,2 0 2,4 7,2 23,8 25,2 - -
126.65 [-] [£0,07] [+0,44] [+0,44] [+0,17] [-] [£0,21] [£0,17] [£0,44] [£0,73]
T- 0 3,0 9,3 14,8 6,8 0 2,7 8,0 8,7 7,0 d d
338.93 [-] [£0,15] [#0,17] [+0,17] [+0,44] [-] [£0,15] [£0,29] [£0,17] [£0,29]

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ).

Bei einer Temperatur von 5°C konnte sowohl auf MEA als auch auf LNA kein
Wachstum von Trichoderma spp. nach 24h beobachtet werden. Erstes Wachstum
wurde auf den Medien MEA und LNA bei einer Temperatur von 10°C beobachtet (J
Wachstumsrate 2,9 bzw. 2,7mm/24h). Bei steigenden Temperaturen wurde auch ein
verstarktes Wachstum von Trichoderma spp. auf MEA und LNA verzeichnet. Einzige
Ausnahme waren Kulturen auf dem Medium MEA. Dort zeigten die Trichoderma-
Arten ihr Wachstumsoptimum bei 25°C (&d Wachstumsrate 18,9mm/24h). Eine
Erhéhung der Temperatur auf 30°C hatte auf MEA ein Sinken der Wachstumsrate
auf @ 12,9mm/24h zur Folge. Hingegen wurde die hochste Wachstumsrate (9
13mm/24h) auf LNA bei einer Temperatur von 30°C erzielt. Die Beziehung zwischen

Temperatur und Wachstumsrate

konnte  statistisch  ermittelt 30,007
, o
werden. So ergab die 25,001 R-Quadrat linear = 0,682 8
Korrelationsanalyse nach
£ 20,00 8
Bravais-Pearson (p<0,05) einen *3
Korrelationskoeffizienten r von 'é 15:007 @
o)
0,862 und damit eine positive 3 10,00~ g é
Korrelation. In Abbildung 27 ist 5,00
diese Beziehung mit Hilfe der
0,00

Regressionsgeraden nochmals T T T T T T
500 10,00 1500 20,00 2500 30,00

grafisch dargestellt. temp

Abb. 27: Korrelation zwischen Temperatur und Wachstum.
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Die ANOVA Varianzanalysen mit anschlieenden Post-Hoc-Tests lieken (hoch-)
signifikante Unterschiede zwischen Trichoderma spp. in Bezug auf das Wachstum
erkennen (Tabelle 15). Trichoderma virens besall im Mittel die signifikant groRte
Wachstumsrate (@ 10,7mm/24h), gefolgt von T. harzianum/polysporum (BINAB) mit
einem durchschnittlichen Wachstum von 8,4mm/24h (p<0,001). Das geringste
Ergebnis erzielte mit einem durchschnittlichen Wachstum von 6,7mm T. fasciculatum
(strictipile). Zwischen den Stammen der Art T. atroviride konnten auf einem
Signifikanzniveau von p<0,05 keine Unterschiede verzeichnet werden. In Abbildung
28 wird deutlich, dass bei unterschiedlichen Temperaturen kein signifikanter Einfluss
des nahrstoffreichen MEA im Vergleich zu LNA auf das durchschnittliche Wachstum
von Trichoderma spp. festgestellt werden konnte. Einzige Ausnahme bildet hier die

Differenz zwischen den Medien bei einer Temperatur von 25°C.

Differenzen zwischen den Medien MEA und LNA bei
unterschiedlichen Temperaturen (mm/24h)

07C 5°C 10°C 15°C 25°C 30°C 35°C

Abb. 28: Differenzen der Medien MEA und LNA bei unterschiedlichen Temperaturen.
Signifikanzen sind mit * gekennzeichnet. * = signifikant (p<0,05); ** = hochsignifikant (p<0,001).
Neben Studien zur Determinierung des Einflusses der Temperatur auf das
Wachstumsverhalten von Trichoderma spp. wurden zusatzlich Untersuchungen zum
Effekt verschiedener Wasseraktivitaten (a,, 0,998, 0,995 & 0,892) in Kombination mit
unterschiedlichen Temperaturen durchgefuhrt. In Tabelle 18 sind die Ergebnisse und
statistischen Auswertungen zusammengefasst dargestellt. Aus dieser Tabelle geht
deutlich der Einfluss der Wasseraktivitaten (ay) auf das Wachstum von Trichoderma

spp. sowie die signifikant differente Wirkung der a,-Werte hervor (p<0,05 & p<0,001).
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Tabelle 18: Einfluss der Wasseraktivitat (ay) und der Temperatur auf das Wachstum (mm/24h) von Trichoderma spp.

aw 0,998 (a**)

MEA pH-Wert 5 (a*)

aw 0,995 (b**)

aw 0,892 (c**)

aw 0,998 (a**)

LNA pH-Wert 5 (a*)

aw 0,995 (b**)

aw 0,892 (c**)

10°C  15°C  25°C  30°C 10°C 15°C 25°C 30°C 10°C 15°C 25°C 30°C 10°C 15°C 25°C 30°C 10°C 15°C 25°C 30°C 10°C 15°C 25°C 30°C
T1 2,7 9,8 17,5 14,5 0 0 7 6,7 0 0 0 0 2,4 6,7 7,8 13,2 0 0 8 7,7 0 0 0 0
[£0,15]  [%0,44] [£0,50] [£0,29] [-] [-] [£0,21] [£1,04] -] -] -] -] [£0,21] [£0,17] [+0,44] [£0,17] [-] [-] [£0,17] [£0,93] [-] -] -] -]
T2 2,3 7,5 19,8 13,8 0 0 6,7 6,2 0 0 0 0 2,5 6,0 9,5 11,2 0 0 7,7 7 0 0 0 0
[£033] [0.20] [£017] [0.17] [ M 058 [029] [ - - [ [#029] [£104] [20.20] [£017]  [] M 058 [029] [ - - -
T3 3,7 10,3 19 9,7 0 0 7 5,7 0 0 0 0 3,4 7,8 9,7 10,3 0 0 6 5,7 0 0 0 0
[+0,08] [+0,44] [+0,58] [+0,89] = [ [£0,17]  [0,44] [ [ [ [ [£0,17] [#0,17] [#1,17] [0,93] [ [ [£0,33]  [+0,44] [ [ [ [
T4 3,1 9,7 21,8 13,2 0 0 7,2 53 0 0 0 0 2,6 6,2 16,5 11,2 0 0 7,3 6,7 0 0 0 0
[£0,07] [+0,44] [+0,44] [£0,17] [-] -] [+1,04] [£0,21] -] -] -] -] [£0,07] [£0,17] [+0,29] [£0,17] -] -] [£0,21] [£0,73] -] -] -] -]
15 26 67 202 192 0 0 5 43 0 0 0 0 24 72 238 252 0 0 93 83 0 0 0 0
[£0,07] [%0,44] [+0,44] [£0,17] [-] -] [+0,29] [+0,58] -] -] -] -] [£0,21] [£0,17] [+0,44] [£0,73] -] -] [£0,17] [£1,17] -] -] -] -]
T6 3,0 9,3 14,8 6,8 0 0 57 53 0 0 0 0 2,7 8,0 8,7 7,0 0 0 6,7 6 0 0 0 0
[£0,15] [£0,17] [£0,17] [£0,44] [-] [-] [+0,44] [£1,04] -] -] -] -] [£1,04] [£0,29] [+0,17] [£0,29] [-] [-] [£0,21] [£0,17] [-] -] -] -]
Trichoderma spp.: p<0,05 p<0,001
T1  Trichoderma atroviride 15603.1 Karsten c bc
T2  Trichoderma atroviride 351.93 Karsten cd c
T3  Trichoderma atroviride 396.92 Karsten d c
T4  Trichoderma harzianum/polysporum Bissett b b
T5  Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster a a
T6  Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett e d

ANOVA Varianzanalyse (Gruppenvergleich nach Ryan-Einot-Gabrial-Weltsch):
Gleiche Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant
* - signifikant (p<0,05)
** - hochsignifikant (p<0,001)
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Bei einer Wasseraktivitat von 0,892 konnte unabhangig von der Temperatur auch
nach einer Woche kein Wachstum von Trichoderma spp. verzeichnet werden. Bei
einem a,-Wert von 0,995 wurde sowohl auf MEA als auch auf LNA bei einer
Temperatur von 25°C das erste Wachstum (& 6,9mm/24h) beobachtet und
gleichzeitig das Wachstumsoptimum erreicht. So waren auf beiden Medien bei 30°C
und einem a,~-Wert von 0,995 die Wachstumsraten (9@ 6,2mm/24h) etwas geringer
als bei 25°C (@ 6,9mm/24h). Interessant war in diesem Zusammenhang die
Tatsache, dass bei diesem a,-Wert (0,995) das nahrstoffarme Medium LNA im Mittel
hohere Wachstumsraten (J 7,2mm/24h) aufwies als das nahrstoffreiche MEA (&
6,0mm/24h). Diese Unterschiede waren allerdings nicht signifikant (p<0,05).
Insgesamt fielen die durchschnittichen Wachstumsraten bei dem a,-Wert von 0,995
deutlich geringer aus als die bei einem a,-Wert von 0,998 ermittelten
Wachstumsraten. Einen entscheidenden Einfluss der Medien (Nahrstoffgehalt) auf
das Wachstum konnte nur bei einem a,-Wert von 0,998 verzeichnet werden.
Insgesamt jedoch wurden im Durchschnitt keine signifikanten Unterschiede in der
Wirkung der Nahrmedien ermittelt (p<0,05). Die Korrelationsanalyse nach Bravais-
Pearson (p<0,05) ergab eine positive Korrelation zwischen Temperatur und
Wachstum (Korrelationskoeffizienten r=0,433) sowie zwischen a,-Wert und
Wachstum (r=0,697). In Abbildung 29 ist die Beziehung mit Hilfe der

Regressionsanpassung grafisch dargestellt.
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Abb.29: Korrelation zwischen Temperatur-Wachstum und a,-Wert-Wachstum.
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Die Trichoderma-Arten unterschieden sich deutlich in ihren durchschnittlichen
Wachstumsraten. So ergab die statistische Berechnung (ANOVA Varianzanalyse mit
Post-Hoc-Tests) auf einem Signifikanzniveau von p<0,001, dass T. virens die
signifikant hochste Wachstumsrate (d 5,6mm/24h) aufwies, hingegen T. fasciculatum
mit einem durchschnittichen Wachstum von 3,5mm/24h die geringste Rate besal}.
Auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 konnten auch Divergenzen zwischen den
Stammen von T. atroviride verzeichnet werden. T. atroviride 396.92 schnitt von den
Stammen mit einer durchschnittlichen Wachstumsrate von 4,1mm/24h am
schlechtesten ab. In diesem Zusammenhang sollte erwahnt werden, dass zwar
Unterschiede in den Wachstumsraten von Trichoderma spp. festgestellt werden
konnten, aber alle Arten ihr Wachstumsoptimum bei ahnlichen Temperaturen,
Nahrstoffgehalten und ay-Werten hatten und sie somit in ihren Okologischen

Anforderungen nur geringfugig divergierten (Abbildung 30A-F).

Trichoderma atroviride 15603.1 Trichoderma atroviride 351.93

A ’ 0,892aw

Trichoderma atroviride 396.92

30°C
25°C
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Trichoderma harzianum/polysporum (BINAB)  Trichoderma fasciculatum (strictipile)

0,89aw

Abb. 30: A-F: Trichoderma spp. lie zwar Unterschiede in den Wachstumsraten erkennen, aber
in seinem Wachstumsverhalten konnten nur geringfiigige Divergenzen in den Anspriichen an
Temperatur, Néhrstoffgehalt und Wasseraktivitit a,, festgestellt werden.

3.1.4.2 Sporenkeimungsraten

Neben Studien zum Einfluss des Nahrstoffgehaltes, der Temperatur sowie der
Wasseraktivitat a, auf das Wachstumsverhalten, wurden auch unter denselben
Parametern Untersuchungen zur Sporenkeimung von Trichoderma spp.
durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Keimungsraten sowie der statistischen Analyse
sind in Tabelle 19 zusammengefasst aufgefiihrt. Ahnlich wie bei den
Wachstumsstudien besaly die Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf die
Sporenkeimungsrate von Trichoderma spp. So konnte bei einer Temperatur von 5°
auch nach 48h keine Sporenkeimung verzeichnet werden. Bei 10°C wurden die
ersten keimenden Sporen nach 24h, bei 15°C bereits nach 16h beobachtet. Bereits
nach 6h konnte bei den Temperaturen von 25°C und 30°C eine Sporenkeimung
festgestellt werden. Das Optimum fur die Sporenkeimung lag bei einer Temperatur
von 25°C. Bei dieser Temperatur war die Keimungsrate am hdéchsten (9 73,9%) und
nahm bei einer Temperatur von 30°C wieder leicht ab (d 72,5%). Die ANOVA
Varianzanalyse mit anschlieBenden Post-Hoc-Tests liel signifikante Unterschiede
zwischen den Temperaturen erkennen. So waren auf einem Signifikanzniveau von
p<0,001 die Einflisse der Temperaturen auf die Keimungsrate unterschiedlich.
Einzige Ausnahme bildeten die Temperaturen 25°C und 30°C. In Abbildung 31 ist die
Keimungsrate unter dem Einfluss der Temperaturen im Verlauf grafisch dargestellit.
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Tabelle 19: Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die Sporenkeimungsrate von Trichoderma spp. bei unterschiedlichen Inkubationszeiten

pH-Wert 5
5 °C (a*¥) 10°C (b**) 15°C (c**) 25°C (d*¥) 30°C (d**¥)
6h 16h 24h 48h 6h 16h 24h 48h 6h 16h 24h 48h 6h 16h 24h 48h 6h 16h 24h 48h
0% 0% 0% 0% 0% 0% 283% 425% 0%  282% 60% 100% 19.6%  95% 100%  100%  4,7%  931% 100%  100%
T-15603.1 [0] [0] [0] [0] [0] [0] [3,39] [11,62] [0] [3,05] [6,64] [163,6] [1.48] [24,4] [1499] kM. [1,07] [17,6] [114,0] k M.
0% 0% 0% 0% 0% 0% 30,4% 67,5% 0%  325% 625% 100% 9% 97,5% 100%  100% 0% 96,9% 97,6% 97,5%
T-351.93 [0] [0] [0] [0] [0] [0] [4,14]  [12,77] [0] [4,27] [7,20] [142,5] [1,81] [30,4] [1483] k. M. [0] [31,99] [96,46] k.M.
0% 0% 0% 0% 0% 0% 13%  32,5% 0%  275% 575% 97,4% 214% 80% 97,8% 100% 24%  90,9% 972%  100%
T-396.92 [0] [0] [0] [0] [0] [0] [2,58]  [6,03] [0] [2,49] [6,87] [125,5] [1,09] [20,3] [177,9] kM. [0,85] [18,0] [73,02] k.M.
0% 0% 0% 0% 0% 0% 12%  31,3% 0% 60%  925% 97,5% 0% 97,5% 100%  100%  4,9%  97.4% 100%  100%
T-206040 [0] [0] [0] [0] [0] [0] [4,26] [2,99] [0] [4,78] [11,50] [125,6] [0] [44,5] [142,7] kM. [1,35] [24,25] [100,9] k.M.
0% 0% 0% 0% 0% 0% 4,8 72,5% 0% 12,5% 24,3%  85% 7.7% 85%  985% 100%  2,5% 93,1% 100%  100%
T-126.65 [0] [0] [0] [0] [0] [0] [3,14] [10,43] [0] [1,08] [3,34] [41,83] [161] [17.3] [252,9] kM. [1,81] [52,32] [414,9] k M.
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 10% 0% 81% 194% 87,5% 0% 70%  96,5%  100% 0% 70,4% 94,4%  97,5%
T-338.93 [] [0] [0] [0] [0] [0] [0] [1,99] [] [0,96] [2,13] [32,59] [0] 142] [702] kM. [0] [13.87] [64,54] k. M.
Trichoderma: p<0,05 p<0,001
T-15603.1 Trichoderma atroviride Karsten a a
T-351.93 Trichoderma atroviride Karsten a a
T-396.92 Trichoderma atroviride Karsten b ab
T-206040 Trichoderma harzianum/polysporum Bissett a a
T-126.65 Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster b b
T-338.93 Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett c c
% = Keimungsrate ANOVA Varianzanalyse (Gruppenvergleich nach Ryan-Einot-Gabrial-Weltsch):

=g

Hyphenlange in ym

[...]
k. M. = Keine Messung der Hyphenlange

Gleiche Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant
* - signifikant (p<0,05)

** - hochsignifikant (p<0,001)
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Sporenkeimungsrate von Trichoderma spp. unter dem Einfluss
unterschiedlicher Temperaturen
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Abb. 31: Verlauf der Sporenkeimung von Trichoderma spp. bei unterschiedlichen Temperaturen.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,001).

Neben den signifikanten Unterschieden zwischen den Trichoderma-Arten wird aus
Tabelle 19 die positive Beziehung zwischen Temperatur und Keimungsrate deutlich.
So ergab die Analyse nach Bravais-Pearson einen Korrelationskoeffizienten von
r=0,667 und damit eine signifikante Korrelation. In Abbildung 32 ist diese positive
Beziehung mit Hilfe der Regressionsgeraden grafisch dargestellt. Die Arten T.
harzianum (BINAB), T. atroviride 15603.1 sowie T. atroviride 351.93 liel3en im Mittel
die hochste Sporenkeimungsrate erkennen (p<0,001). Die geringsten Raten wiesen
T. atroviride 396.92, T. virens und T. fasciculatum auf (p<0,001). Auf einem

Signifikanzniveau  von

100,00 — g g
p<0,05 wurden ebenfalls % : S
Differenzen  zwischen 80,00 S
den T. atroviride- g 8

@ 60,00
Stammen ermittelt. So S
schnitt  T. atroviride ¥ 40,00 8 ,
R-Quadrat linear = 0,445
396.92 am schlechtesten é _
ab. Besonderheiten der 20,007 é f
Sporenkeimung sind in 0004 g o S
Abbildung 33 dargestellt. J T T T T T
5,00 10,00 1500 20,00 2500 30,00

Temp

Abb. 32: Korrelation zwischen Temperatur und Keimung.
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Abb. 33: A: Kurz vor der Keimung schwellen die Sporen auf die 1'% fache Grofle an (MS = 5um). B:
Spore mit Hyphe von T. atroviride 15603.1 nach der Keimung (MS = 2um). C: Bei einer Temperatur
von 25 °C konnte bereits nach 6h eine Keimung sowie deutliches Hyphenwachstum verzeichnet
werden (MS = 5um). D: Bei einer Temperatur von 10°C wurde erst nach 24h eine Keimung
beobachtet [1 = Spore angeschwollen — kein Keimschlauch] (MS = 10um). E: Keimung und
Hyphenwachstum nach 16h bei 30°C (MS = 10um). F: Spore mit Keimschlauch [K] (MS = 2um). G:
Bei einer Temperatur von 25°C lag nach 24h die Sporenkeimung nahezu bei 100% (MS = 20um).
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Die Ergebnisse der Keimungsraten in Kombination mit unterschiedlichen
Temperaturen und Wasseraktivitaten (ay) sind in Tabelle 20 zusammengefasst
aufgelistet. Die Wirkung der Wasseraktivitdt auf die Sporenkeimung war sehr
ausgepragt (signifikant). So war die Keimungsrate (%/24h) bei einem a,~-Wert von
0,998 (J 66,1%) gegenlber den restlichen ay,-Werten mit Abstand am hdochsten
(p<0,001). Hier konnte bereits bei einer Temperatur von 10°C ein Keimen
verzeichnet werden. Unter dem Einfluss des niedrigsten a,-Wertes von 0,892 konnte
bei keiner Temperatur eine Keimung der Sporen beobachtet werden. Bei einer
Wasseraktivitat von 0,995 wurden die ersten vereinzelten Sporenkeimungen bei
einer Temperatur von 15°C beobachtet. Insgesamt lag allerdings die Keimungsrate
bei einem a,~-Wert von 0,995 deutlich (signifikant) niedriger (d 27,2%) als bei dem
hdchsten a,-Wert 0,998 (p<0,001). Zudem wurden (hoch-) signifikante Unterschiede
zwischen den Trichoderma-Arten ermittelt (p<0,001). Wahrend die Arten T. atroviride
15603.1 (D 37,6%), T. atroviride 351.93 (@ 37,4%) und T. virens (32,8%) die
héchsten Keimungsraten aufwiesen, lie T. fasciculatum die geringste Rate (J
18,5%) erkennen. Auf einem Signifikanzniveau p<0,001 wurden zudem Divergenzen
zwischen den Stdmmen von T. atroviride deutlich. So besal® T. atroviride 396.92
gegenuber den restlichen Stammen die geringste Sporenkeimungsrate (J 31,8).
Insgesamt lieRen die Trichoderma-Arten deutliche Unterschiede in der Keimung

erkennen, hatten aber ihre Optima bei ahnlichen Parametern (Abbildung 34).

Tabelle 20: Einfluss der Temperatur und Wasseraktivitat (a,,) auf die Keimungsrate (%/24h)

pH-Wert 5
ay 0,998 (a**) aw 0,995 (b**) ay 0,892 (c**)
10°C 15°C 25°C 30°C 10°C 15°C 25°C 30°C 10°C 15°C 25°C 30°C
T-15603.1 28,3% 60% 100% 100% 0% 12% 79% 72,2% 0% 0% 0% 0%
a** [3,39] [6,64] [149,9] [114,0] [0] [5,84] [113,4] [0] [0] [0] [0] [0]
T-351.93 30,4% 62,5% 100% 97,6% 0% 11,5% 76% 71,3% 0% 0% 0% 0%
a** [4,14] [7,201 [148,3] [96,5] [0] [5,30] [121,7] [0] [0] [0] [0] [0]
T-396.92 13% 57,5% 978% 97,2% 0% 8% 56% 52% 0% 0% 0% 0%
b** [2,58] [6,87] [177,9] [73,0] [0] [4,56] [109,4] [0] [0] [0] [0] [0]
T-206040 12% 92,5% 100% 100% 0% 5% 18% 14% 0% 0% 0% 0%
c** [4,26] [11,50] [142,7] [100,9] [0] [4,65] [106,4] [0] [0] [0] [0] [0]
T-126.65 4.8 24,3%  98,5% 100% 0% 7,5% 82% 7% 0% 0% 0% 0%
b** [3,14] [3,34] [252,9] [414,9] [0] [6,12] [134,6] [0] [0] [0] [0] [0]
T-338.93 0% 19,4% 96,5% 94,4% 0% 2% 5,5% 4,2% 0% 0% 0% 0%
a* O [213] [702] [645 (0] [B21] (903 [0 [ [0 [0 [0

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ). * = signifikant p<0,05; ** = hochsignifikant p<0,001.
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Trichoderma atroviride 15603.1

Trichoderma atroviride 351.93

0,89aw B 0.95aw ) agaw

Trichoderma atroviride 396.92 Trichoderma harzianum/polysporum (BINAB)
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Abb. 34: A-F: Trichoderma spp. wies deutliche Unterschiede in den Keimungsraten auf,
zeigten aber ihre Keimungsoptima bei dhnlichen Wasseraktivitéten a,, und Temperaturen.
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Die positive Beziehung zwischen steigenden Temperaturen, Wasseraktivitaten und
Sporenkeimung wurde statistisch nachgewiesen (p<0,05). So ergab die
Korrelationsanalyse nach Bravais-Pearson einen Korrelationskoeffizienten fur die
Temperatur von r=0,477 und fir die Wasseraktivitat von r=0,678. In Abbildung 35 ist

die Beziehung mittels der Regressionsanpassung grafisch dargestellt.
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Abb. 35: Korrelation zwischen Temperatur, a,-Wert und Keimungsrate.

3.1.5 Gesamtauswertung der Ip-Indices

Wie aus Tabelle 21 ersichtlich, divergiert das antagonistische Potenzial von
Trichoderma spp. nicht nur zwischen den Arten, sondern auch zwischen den 3 T.
atroviride-Stammen auf einem Signifikanzniveau von p<0,05. So verfugten die Arten
T. virens, T. atroviride 15603.1 und T. atroviride 351.93 mit einem Ip-Wert von 3,6
uber ein hohes antagonistisches Potenzial. Hingegen T. fasciculatum (strictipile) mit
einem Ip—Wert von 2,2 nur ein eingeschranktes Antagonismuspotenzial aufwies.
Trichoderma atroviride 396.92 lie® mit einem Ip—Wert von 3,0 einen signifikanten
Unterschied zwischen den restlichen zwei T. atroviride-Stammen erkennen (p<0,05).
Zudem wurde deutlich, dass die Ausscheidung flichtiger antibiotischer
Verbindungen, auf Grund ihrer geringen Hemmwirkung, im Antagonismuskomplex

von Trichoderma spp. insgesamt eine eher untergeordnete Rolle spielte.
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Tabelle 21: Matrix fur die Vergabe der Ip-Indices

Index of Dominance Ip

T-15603.1 T-351.92 T-396.92 T-206040 T-120.65 T-338.93 Ip-Indices

Dualkultur-Tests

Wirksamkeit
volatiler Stoffe

a A O N =2 A ODNN =200 B~ ODND =

Interaktionstests
an Holz
w
w
w

Wachstums-
raten
w

N
N
N
N

=l B O N =

Sporenkeimungs-
raten
w
w
w

SN
N
a A~ WO DN

@l, 3,6(a) 3,6 (a) 3,0 (b) 3,2 (b) 3,6 (a) 2,2 (c)

Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,05).

T-15603.1 Trichoderma atroviride Karsten

T-351.93 Trichoderma atroviride Karsten

T-396.92 Trichoderma atroviride Karsten

T-206040 Trichoderma harzianum/polysporum Bissett
T-126.65 Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster
T-338.93 Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett

Ip -Wert 0-1 = kein antagonistisches Potenzial

Ip -Wert 1-2 = geringes antagonistisches Potenzial

Ip -Wert 2-3 = eingeschranktes antagonistisches Potenzial
Ip -Wert 3-4 = hohes antagonistisches Potenzial

Ip -Wert 4-5 = sehr hohes antagonistisches Potenzial
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3.2 AD PLANTA STUDIEN MIT TRICHODERMA ATROVIRIDE KARSTEN

3.2.1 VERSUCH A: Schnittflachenbeimpfung an Baumen

Fir das Monitoring von Trichoderma atroviride 15603.1 im Feld erfolgten aus den mit
unterschiedlichen Verfahren beimpften Schnittflaichen (d 8cm) mit einem
standardisierten Verfahren in regelmaRigen Abstanden Abisolierungen. Die Re-
Isolationsergebnisse von Trichoderma sp. sowie die Ergebnisse der durchgefuhrten
Pilzanalyse werden fir die Standorte Ludwigshafen und Stralburg nachfolgend

aufgefuhrt.

3.2.1.1 Re-Isolationsergebnisse

Zusammenfassend sind in Tabelle 22 die Ergebnisse der Re-Isolationskampagnen
gelistet. Insgesamt lag der Re-Isolationserfolg von Trichoderma atroviride Uber einen
Zeitraum von 30 Monaten am Standort Ludwigshafen im Schnitt bei 45,52% und am
Standort Stral3burg bei 45,39%. Auf Grund der ahnlichen Ergebnisse der Standorte
konnten keine Divergenzen auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 ermittelt werden
(Abbildung 36). Wie aus der Abbildung ebenfalls ersichtlich ist, konnten allerdings im
Schnitt (hoch-)signifikante Unterschiede zwischen den beimpften Schnittflachen und

den Kontrollwunden verzeichnet werden (Test nach Dunnett p<0,001).

Tabelle 22: Re-Isolationsergebnisse der Standorte Ludwigshafen und Stral3burg in [%]

Re-lsolationsergebnisse
2 Monate 8 Monate 12 Monate 18 Monate 24 Monate 30 Monate 1]

S K 3,3% 4,5% 4,8% 4,7% 5% 4,8% 4,5%
Hcf A 31,5% 52,5% 30% 27% 27,8% 26,4% 32,5%
g B 50% 32,5% 25% 22,5% 23% 21,4% 29,1%
E C 81% 82,5% 72%5 70% 2% 1% 74,8%

K 2,5% 5% 5% 3,3% 4,3% 3,8% 4,0%
E) A 52,5% 35% 27,5% 29% 28% 27,3% 33,2%
E B 65% 60% 52,5% 49% 49,5% 45,9% 53,7%
? c® 60% 51% 47,5% 46,7% 45,9% 43,2% 49,1%

So lag der Isolationserfolg von Trichoderma sp. aus den behandelten Schnittflachen

an den Standorten Ludwigshafen und StralRburg Uber den gesamten Zeitraum
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signifikant hoher als aus den Kontrollwunden (p<0,001). Im Mittel lag an den
Standorten Ludwigshafen (& 4,51%) und StralRburg (3 3,98%) die Isolationsrate von

Trichoderma spp. aus den Kontrollwundflachen bei 4,35%.

Re-Isolationsergebnisse von T. atroviride an den Standorten
Ludwigshafen und Stral3burg
Ludw igshafen e=ll== Stralburg e=gr==Kontrolle
70 — -
a
60 a
50 - a
a
.\N; a a a
40 - a m—— B —
(%] a a a.
30 -
20
10 - b b b b b b
0 e = e —r— = —h
T T T
2 Monate 8 Monate 12 Monate 18 Monate 24 Monate 30 Monate
Inkubationszeit [m]

Abb. 36: Durchschnittlicher Re-Isolationserfolg von T. atrovirde an den Stanorten Ludwigshafen
und StrafBburg. Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-
Einot-Gabrial- Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,001).

In diesem Zusammenhang muss erwahnt werden, dass die unterschiedlichen
Verfahren (A, B, C (C®) in Bezug auf die Isolationsrate von Trichoderma atroviride
sowohl am Standort Ludwigshafen als auch in Stral3burg signifikante Unterschiede
aufwiesen (p<0,05). Die Ergebnisse im zeitlichen Verlauf sind aus der Tabelle 22
sowie in den Abbildungen 37 und 38 ersichtlich. Mit einer mittleren Re-Isolationsrate
von 74,8% schnitt das Verfahren C (Luquasorb 1030 als Tragersubstanz) gegenuber
den Verfahren A (@ 32,5%) und B (d 29,1%) (hoch-)signifikant am besten ab
(p<0,001). Zwischen den Verfahren A und B konnten keine signifikanten Divergenzen
ermittelt werden. Wahrend die Isolationsrate des Verfahrens C Uber den gesamten
Zeitraum signifikant hoher lag als die Rate aus den Kontrollwunden, konnte bereits
nach 12 Monaten auf einem Signifikanzniveau von (p<0,05) keine Unterschiede
zwischen dem Verfahren B und der Kontrolle festgestellt werden. Nach 30 Monaten
wurden zudem keine Unterschiede mehr zwischen den Raten von Verfahren A im

Vergleich zur Kontrolle ermittelt.
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Re-Isolationsergebnisse von T. atroviride am Standort
Ludwigshafen
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Abb. 37: Re-Isolationsergebnisse von Trichoderma atroviride am Standort Ludwigshafen (BASF).
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial-
Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,05).

Re-Isolationsergebnisse von T. atrovride am Standort
Stral3burg
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Abb. 38: Re-Isolationsergebnisse von Trichoderma atroviride am Standort Strallburg. Werte mit
gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial- Weltsch-
Test (REGWQ) (p<0,05).
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Die Isolationsraten vom Standort Strallburg lassen, anders als am Standort
Ludwigshafen, nur marginale Divergenzen zwischen den Verfahren erkennen. Hier
muss allerdings erwahnt werden, dass das Verfahren C (feuchtigkeitsspeicherndes
Gel als Tragersubstanz) am Standort Stral3burg nicht zur Verfligung stand und daher
als Alternative das Verfahren C® appliziert wurde (Kapitel 2.7.1.1).

Im Schnitt wurden in Stra3burg keine Unterschiede auf einem Signifikanzniveau von
p<0,05 zwischen den Verfahren A (@ 33,2%), B (& 53,7%) und dem Verfahren C° (&
49,1%) verzeichnet. Einzig nach 2 Monaten differierte die Rate des Verfahrens A mit
den Raten der Verfahren B und C° (p=<0,05). Bereits nach 8 Monaten konnten aber
keine Signifikanzen mehr festgestellt werden. Fast Uber den gesamten Zeitraum von
30 Monaten lagen die Isolationsraten der Verfahren hoher als die der Kontrolle. Nur
bei dem Verfahren A konnte zwischen der Isolationsrate nach 24 Monaten und der

Kontrolle keine signifikanten Unterschiede mehr ermittelt werden (p<0,05).

Ebenfalls auffallig ist die Tatsache, dass im zeitlichen Verlauf die Re-Isolationsraten
von Trichoderma atroviride 15603.1 sowohl am Standort Ludwigshafen als auch in
Stralburg und Uber alle Verfahren hinweg abnahmen. So lagen bspw. die mittleren
Raten fur Ludwigshafen bzw. fur Stral3burg nach 2 Monaten (J 54,44% bzw. 59,2%)
noch deutlich héher als nach 30 Monaten (9 39,6% bzw. 38,8%). Die abnehmenden
Re-Isolationsraten im zeitlichen Verlauf werden zudem in Abbildung 39 durch die
Trendlinien (1 = Ludwigshafen, 2 = Stral3burg) noch einmal verdeutlicht. Wenn man
eine logarithmische Funktion zu Grunde legt, so zeigen die Trendlinien 1 und 2 eine
negative Steigung, wahrend die Trendlinie 3 (Kontrolle) gleich bleibend (stetig) ist.
Dies lasst den Schluss zu, dass im weiteren langfristigen Verlauf (mehrere Jahre) die
Isolationsraten von Trichoderma sp. der Standorte Ludwigshafen und Stralburg sich
der Rate der Kontrolle annahern werden. Dieser abnehmende Trend bedeutet, dass
Trichoderma atroviride auf dem Substrat Holz Uber lange Sicht nur Uber eine
eingeschrankte Persistenz verfugt. In Abbildung 40 sind die durchschnittlichen Re-
Isolationsergebnisse von Ludwigshafen mit den Klimadaten Temperatur und
Niederschlag dargestellt. Eine Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho ergab auf
einem Signifikanzniveau von p<0,05 eine positive Beziehung zwischen Niederschlag
und Re-lIsolationsrate (Korrelationskoeffizient r=0,829). Hingegen konnte statistisch
keine Korrelation zwischen Rate und Temperatur nachgewiesen werden (r=0,371).

So wird die Persistenz von T. atroviride maf3geblich von der Feuchtigkeit beeinflusst.
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Re-Isolationsergebnisse von T. atroviride an den Standorten
Ludwigshafen und Stral3burg
Ludw igshafen === Strallburg === Kontrolle
Logarithmisch (Ludw igshafen) Logarithmisch (Stralburg) Logarithmisch (Kontrolle)
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Abb. 39: Die Trendlinien (logarithmische Funktion) lassen fiir die Standorte Ludwigshafen und
StraBburg im weiteren Verlauf (mehrere Jahre) eine Abnahme der Isolationsrate von Trichoderma
sp. und eine Anndherung an die Funktion (Isolationsrate) der Kontrolle erkennen.

Re-Isolationsrate und Klimadaten (Temperatur/Niederschlag)

—&— Niederschlag —4— Temperatur —e— Re-Isolationrate
80,0 60
. .

1 50
140

1 30[%

°C/mm
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Abb. 40: Die Re-Isolationsergebnisse von T. atroviride fiir den Standort Ludwigshafen dargestellt
mit den Klimadaten Temperatur und Niederschlag. Die statistische Korrelationsanalyse nach
Spearman-Rho auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 ergab einen signifikanten Einfluss des
Niederschlages auf die Persistenz von Trichoderma sp. (r=0,829). Hingegen konnte kein
signifikanter Einfluss der Temperatur ermittelt werden (r=0,371).
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Im Folgenden werden weitere Faktoren, die die Re-Isolation von Trichoderma
atroviride beeinflussen konnten, wie verwendete Nahrmedien, Baumarten,
Himmelsrichtung, Wundgrofle und Anteil Kern-Splintholz, determiniert und
dargestellt.

Um die Effektivitat und damit den Einfluss der Medien TSM (1) und TSM (2)
(Trichoderma Selective Medium) untereinander und mit dem unselektiven Medium
MEA in Bezug auf die Isolation von Trichoderma spp. zu bestimmen, wurden die
Anteile der jeweiligen Medien an der Gesamtanzahl positiver Re-Isolationen
(StraRburg & Ludwigshafen) ermittelt. Wie in Abbildung 41 ersichtlich, lie3en alle
Medien in etwa die gleichen Anteile (MEA 34,5%; TSM (1) 29,9%, TSM (2) 35,6%)
erkennen. Somit konnten keine Differenzen in Bezug auf die Effektivitat festgestellt
werden. Dies wurde zudem durch die statistische Analyse (CHI-Quadrat-Test [X?))
bestatigt, da auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 keine Unterschiede in der

Verteilung (Gleichverteilung) ermittelt werden konnten.

Anteil der unterschiedlichen Medien an der Gesamtanzahl
positiver Re-Isolationen von T. atroviride

34,5%

35,6%

o TSM(1) @ TSM (2) O MEA

Abb.41: Anteil der Medien MEA, TSM (1) und TSM (2) an der
Gesamtanzahl positiver Trichoderma atroviride Isolationen.

Ein Faktor, der die Etablierung und Persistenz von Trichoderma atroviride auf dem
Substart Holz (Schnittflachen) beeinflusst haben konnte, ist die Himmelsrichtung. Fur
eine Aussage bezuglich des Einflusses wurden, wie in Abbildung 42 grafisch
dargestellt, die durchschnittichen positiven Re-Isolationen der Standorte

Ludwigshafen und Stral3burg auf die 4 Himmelsrichtungen verteilt. Hierbei lag der
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Schwerpunkt der Verteilung mit 27,2% im Norden, gefolgt von 25,6% positiver
Isolationen im Osten. Eine etwas geringere Verteilung ergab sich auf die
Himmelsrichtungen Westen (24,1%) und Suden (23,1%). Allerdings konnte mittels
dem CHI-Quadrat-Test [X?] keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung

ermittelt werden.

Verteilung der positiven Re-Isolationen auf die Himmelsrichtungen

Norden

— Osten

Westen «——=

Siden
ADbDb.42: Verteilung der positiven Re-Isolationen von
T. atroviride auf die Himmelsrichtungen.

Inwieweit die WundgréRe und damit verbunden der Anteil von Splint- und Kernholz
die Re-Isolationsergebnisse beeinflusst haben, wird aus den Abbildungen 43 und 44
deutlich. Die Verteilung der durchschnittlichen positiven Re-Isolationen der beiden
Standorte aus den Verfahren A, B, und C (ohne CS) auf die GroRRenklassen bis 5cm,
bis 10cm, bis 15cm und >20cm ergab, dass die Isolationsrate Uber alle Verfahren
hinweg ab der Grof3enklasse bis 15cm bereits leicht abnahm und bei der Klasse
>20cm sich auf dem niedrigsten Niveau befand. Diese Verteilung wurde im zeitlichen
Verlauf immer evidenter. Wahrend nach 2 bzw. 8 Monaten Inkubationszeit die
Verteilung weitgehend ausgeglichen war, waren die Unterschiede am Ende der
Inkubationszeit von 30 Monaten deutlich ausgepragt. Die Korrelationsanalyse nach
Spearman-Rho (p<0,05) ergab einen Koeffizienten von r=-0,779 und damit eine
negative Beziehung zwischen Wundgréf3e und Re-lIsolationsrate von T. atroviride.
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Re-Isolation von T. atroviride in Abh&angikeit der Wundgréie

C

bis 5cm
bis 10cm A Verfahren

bis 15cm
WundgroRe >20cm

Abb. 43: Verteilung der durchschnittlichen Re-Isolationen von Trichoderma atroviride auf 4
eingeteilte GroBenklassen (Schnittflachen).

Prozentuale Anteil von Splint- und Kernholz an den positiven Re-
Isolationen

O Splintholz B Reif/Kernholz

70,1 735 76 80,8
55 1 62,4

Anteil Splint- und Kernholz [%]

2 Monate 8 Monate 12 Monate 18 Monate 24 Monate 30 Monate

Inkubationszeit [m]

Abb. 44: Anteil des Splint- und Kernholzes an der Re-Isolation von Trichoderma atroviride.
Signifikante Unterschiede zwischen Splint- und Kernholz sind mit * gekennzeichnet. * = signifikant
(p=0,05); ** = hochsignifikant (p<0,001).
Durch die Zunahme der WundgroRe ist bei Kernholzbaumen auch eine Zunahme des
Anteils von Kern- im Verhaltnis zum lebenden Splintholz zu verzeichnen. In

Abbildung 44 ist im zeitlichen Verlauf der prozentuale Anteil an den positiven Re-
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Isolationen von Splint- und Kernholz grafisch dargestellt. Es wird deutlich, dass nach
2 Monaten Inkubationszeit der Anteil zwischen Splint- und Kernholz noch weitgehend
ausgeglichen war, wahrend nach 8 Monaten Inkubationszeit der Anteil aus dem
Kernholzbereich (37,6%) an den positiven Re-Isolationen bereits deutlich (signifikant)
unter dem Anteil aus dem Splintholz (62,4%) lag (p<0,05). Dieser Trend wurde im
weiteren Verlauf noch ausgepragter. So verzeichnete nach 30 Monaten das
Splintholz einen Anteil von 80,8% an den positiven Re-lsolationen, wogegen der
Anteil aus dem Kernholz nur noch bei 19,2% lag. Erwahnt werden muss, dass in
diesem Kontext nur graduelle Unterschiede zwischen den Verfahren verzeichnet
werden konnten (Tabelle 23). Einzige Ausnahme war das Verfahren C. Hier lag
zumindest nach 2 Monaten Inkubationszeit der Anteil an positiven Trichoderma-
Isolationen aus dem Splintholz- sowie insbesondere aus dem Kernholzbereich
deutlich hoher als bei den restlichen Verfahren. Bereits nach 8 Monaten waren diese

Unterschiede zwischen den Verfahren jedoch weniger ausgepragt.

Tabelle 23: Verteilung des Anteils in [%] der Verfahren auf den Splint- und Kernholzbereich.

Splintholz Kernholz

A B C A B C
2 Monate 16,3 13,9 249 10,8 9,2 23,9
8 Monate 19,1 18,5 24,8 12,8 9,5 15,3
12 Monate 23,4 22,8 23,9 10,3 8,6 11
18 Monate 23,6 23,7 26,2 7.4 10,9 8,2
24 Monate 27,5 25,2 23,3 6,3 10,4 7,3
30 Monate 27,6 24,5 28,1 5 6,3 7,9

Das Verhaltnis Splint- zu Kernholz wird mal3geblich von der jeweiligen Baumart
bestimmt. Aus diesem Grund wurde zusatzlich die mittlere Isolationsrate von T.
atroviride aller Verfahren (A, B & C (C®)) in Abhangigkeit von der Baumart ermittelt.
In Abbildung 45 wird ersichtlich, dass die hochste Re-Isolationsrate von T. atroviride
an der Baumgattung Acer spp. (Splintholzbaum) mit 53,7% erzielt wurde, gefolgt von
dem Kernholzbaum Platanus x hispanica (50,6%). Das schlechteste Ergebnis wurde
an Robinia pseudoacacia, ebenfalls ein Kernholzbaum, erzielt. Hier betrug die
Isolationsrate 43,3%. Die statistische Auswertung (CHI-Quadrat-Test [X?]) ergab auf
einem Signifikanzniveau von p<0,05, dass die Re-lIsolationsraten einer
Gleichverteilung entsprechen und somit keine Unterschiede zwischen den

Baumarten in Bezug auf die Isolation von Trichoderma atroviride existierten.
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Re-Isolationsrate von T. atroviride
in Abhangigkeit der Baumart

Robinia
c i
9
>
©
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Abb. 45: Re-Isolationsrate von Trichoderma atroviride in Abhingigkeit der Baumart. Nach dem
CHI-Quadrat-Test entsprechen die gewonnen Werte einer Normalverteilung und sind somit nicht
signifikant unterschiedlich (p<0,05).

3.2.1.2 Pilzanalyse

Neben Trichoderma sp. wurden weitere Organismen isoliert und, wie in Kapitel 2.5
naher beschrieben, weitestgehend bestimmt. In Abbildung 46 st die
Gesamtauswertung der isolierten Organismen dargestellt. Insgesamt wurden aus
den behandelten und unbehandelten Schnittflachen 37 verschiedene Organismen
isoliert. Den prozentual groRten Anteil besallen die Bakterien mit 12,8%, gefolgt von
den Pilzgattungen Alternaria spp. und Fusarium spp. mit 12,3 bzw. 10,9%. Daneben
wurde mit einem prozentualen Anteil von 9,3% steriles Myzel hyalin und mit 6,5%
steriles Myzel pigmentiert vorgefunden. Fur den Prozentwert von 4,3% fur die
Gattung Trichoderma spp. wurden nur die Isolate, welche aus den unbeimpften
Wunden (Kontrolle) isoliert wurden gezahlt. Zudem konnte aus den Kontrollwunden
ein Pilz aus der Klasse der Basidiomyceten isoliert werden. Dieser Holz zersetzende
Pilz aus der Familie der Marasmiaceaen, Flammulina velutipes (Samtfuldribling)
besal’ einen Anteil von 0,7%. Zusatzlich konnte die Gattung Physarum spp., die der
Abteilung Myxomycota (Schleimpilze) angehdrt, mit einem Anteil von 0,1% isoliert
werden. Die 34 isolierten Gattungen (ohne Bakterien & Mycelia sterilia) verteilten
sich auf folgende taxonomische Klassen: Deuteromycetes (17), Ascomycetes (11),

Zygomycetes (3), Basidiomycetes (1) und Myxomycetes (1).
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Organismen

Bacteria
Alternaria
Fusarium
Aureobasidium
Penicillium
steriles mycel hyalin
Epicoccum
Mortierella
Paecilomyces
steriles M ycel pigmentiert
Phoma
Beauveria
Cylindrocarpon
Acremonium
Absidia
Neurospora
Exophiala

P hialemonium
Monocillium
Trichoderma
Stemphylium
Coniothyrium
Aspergillus
Rhizopus
Cladosporium
Phialophora
Nigrospora
Gliocladium
Botrytis
Flammulina velutipes
Volutella
Apiognomonia
Chaetomium
Sordaria
Nodulisporium
Cytospora
Physarum

Prozenzualer Anteil der isolierten Organismen

(%]

12 14

Abb.46: Gesamtauswertung der isolierten Organismen. Neben Bakterien bildeten die Gattungen
Alternaria spp. und Fusarium spp. den grofiten Anteil. Fiir die Auswertung von Trichoderma spp.
wurden nur die Isolate gewertet, die aus den unbehandelten Wunden (Kontrolle) isoliert wurden.
Aus den Schnittflichen wurde zudem der Holz abbauende Pilz Flammulina velutipes isoliert.
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Abb. 47: A: Fusarium sp. mit Mikro- und Makrokonidien (MS = 20um). B: Sporen von Phoma sp.
(MS = 5um). C: Sporen von Alternaria alternata. Dieser Pilz wurde neben Bakterien am héufigsten
aus den Schnittflachen isoliert (MS = 10um). D: Konidiophore von Paecilomyces sp. (MS = 20um).
E: Aureobasidium pullulans (MS = 5um ). F: Epicoccum sp. (MS = 10um). G: Fruchtkérper des
Basidiomyceten Flammulina velutipes H: Schnallenmyzel von F. velutipes [S] (MS = 10um).
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Die Analyse der Pilzpopulationen mit Hilfe der Diversitatsindices (Kapitel 2.7.3)
ergab, dass insgesamt ein Gattungsreichtum (ohne Bakterien & Mycelia sterilia) auf
den Schnittflachen von R1=8,7 vorlag. Der Shannon-Weaver-Index ergab einen H’-
Wert von 1,378 und fur die Verteilung (Evenness) E konnte der Wert 0,879 berechnet
werden. Durch diese Werte kommt zum Ausdruck, dass auf den untersuchten
Schnittflachen eine gewisse Vielfalt an Pilzgattungen vorgefunden wurde. Zudem
besagt der E-Wert mit 0,879, dass die Individuen relativ gleichmalig auf die
Gattungen verteilt waren und somit keine dominante Gattung auf den Schnittflachen
ausgemacht werden konnte. In Tabelle 24 sind die Diversitatsparameter flr die
Standorte Ludwigshafen und StraBburg aufgefuhrt. Es wird deutlich, dass die
Diversitat auf den Schnittflachen am Standort StralRburg (R1=7,9, H'=1,128,
E=0,743) etwas geringer ausfiel als die Diversitdt am Standort Ludwigshafen
(R1=9,1, H’=1,424, E=0,835).

Tabelle 24: Diversitatsindices fir die Standorte Ludwigshafen und Strafl3burg

Diversitatsindices Ludwigshafen StralBburg
S 34 28
R1 9,1 7,9
H’ 1,424 1,128
E 0,835 0,743

Inwieweit die unterschiedlichen Baumarten und damit verbunden das Verhaltnis
Splint- zu Kernholz sich auf die Diversitat der Pilzpopulationen auswirkten wird in den
Tabellen 25 und 26 dargestellt. So konnte an der Baumart Acer pseudoplatanus die
hochste Diversitat verzeichnet werden (R1=9,2, H’=1,598, E=0,823). Die geringste
Diversitat hingegen wies die Art Robinia pseudoacacia mit einem R1-Wert von 7,5,
einem H-Wert von 0,776 und einem E-Wert von 0,698 auf. Platanus x hispanica
nahm eine Mittelstellung ein (R1=8,1, H'=1,168, E=0,765).

Tabelle 25: Vergleich der Diversitat an unterschiedlichen Baumarten

Diversitatsindices Acer Platanus Robinia
S 33 31 25
R1 9,2 8,1 7,5
H’ 1,598 1,168 0,776
E 0,823 0,765 0,698
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Interessant ist die Tatsache, dass das Splintholz eine wesentlich groRere Diversitat
an Pilzgattungen aufwies als das Kernholz (Tabelle 26). So besal} der Splintbereich
einen R1-Wert von 9,5, einen H-Wert von 1,621 und einen E-Wert von 0,821,
hingegen das Kernholz nur R1=5,9, H=0,723 und E=0,512 erkennen liel3.
Insbesondere der geringe E-Wert des Kernholzes deutet darauf hin, dass der grofdte

Anteil der Individuen auf wenige, dominante Gattungen verteilt ist.

Tabelle 26: Vergleich der Diversitat von Splint- und Kernholz

Diversitatsindices Splintholz Kernholz
S 34 17
R1 9,5 3,9
H’ 1,621 0,723
E 0,821 0,512

In Abbildung 48 wird die Korrelation zwischen Gattungsreichtum und
SchnittflachengroRe dargestellt. Man erkennt, dass bei steigender Wundgrofe auch
der Index R1 (Gattungsreichtum) ansteigt, sich aber ab einer gewissen Wundgrofie
sehr schnell eine Sattigungskurve einstellt. Dies bedeutet, dass auch bei steigender

SchnittflachengrofRe mit keiner Zunahme des Gattungsreichtums zu rechnen ist.

Gattungsreichtum R1 in Abhéangikeit der WundgréiRe
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Abb. 48: Die Korrelation Schnittflichengrofie und Gattungsreichtum R1 ist mit der Regressions-
geraden dargestellt (gepunktete Linie). Ab einer gewissen WundgroBle stellt sich eine
Sattigungskurve ein. Von diesem Punkt ab ist auch bei steigender Schnittflachengro3e mit keiner
Zunahme des Gattungsreichtums zu rechnen.
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Inwieweit sich die Trichoderma-Applikation auf die Diversitat der Schnittflachen
ausgewirkt hat, ist in der Tabelle 27 dargestellt. Hier wird deutlich, dass die Wunden,
aus denen durch die Beimpfung vermehrt Trichoderma atroviride isoliert werden
konnte, eine geringere Diversitat als die unbehandelten Wunden (Kontrolle)
aufwiesen. Insbesondere die Schnittflachen, die mit dem Verfahren C (Hochste
Isolationsrate von Trichoderma sp.) behandelt wurden, lieRen im Gegensatz zur
Kontrolle (R1=9,1, H'=1,547, E=0,846) die geringste Diversitat erkennen (R1=5,9,
H’=0,651, E=0,242). Aber auch die restlichen Verfahren (A, B, C%) wiesen geringere
Diversitatszahlen auf als die unbehandelten Schnittflachen. In diesem
Zusammenhang mussen die sehr niedrigen Verteilungs-Werte, insbesondere der E-
Wert des Verfahrens C (E=0,242) betont werden. Diese Werte deuten zum einen
darauf hin, dass der Grossteil der isolierten Individuenzahl auf wenige dominante
Gattungen, wie bspw. Trichoderma verteilt war, und zum anderen dass Trichoderma

sp. womaglich in der Lage war, andere Pilzarten zu verdrangen (substituieren).

Tabelle 27: Einfluss der Trichoderma-Beimpfung auf die Diversitat

Diversitatsindices A B c® C K
S 25 32 33 20 35
R1 7,4 8,6 8,8 5,9 9,1
H’ 0,811 1,024 1,136 0,651 1,547
E 0,468 0,534 0,578 0,242 0,846

AbschlieRend wurde mit Hilfe der Diversitatsparameter die Sukzession auf den
Schnittflachen analysiert. In Tabelle 28 sowie in Abbildung 49 sind die Indices im

zeitlichen Verlauf (30 Monate) dargestellt.

Tabelle 28: Darstellung der Sukzession mit Hilfe der Diversitatsindices

Diversitatsindices 2 Monate 8 Monate 12 Monate 18 Monate 24 Monate 30 Monate

S 11 14 29 33 35 35
R1 3,9 5,1 7.7 8,6 8,9 9,1

H’ 0,423 0,484 0,834 1,098 1,288 1,314
E 0,356 0,412 0,777 0,832 0,811 0,823
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Es wird deutlich, dass nach einer Inkubationszeit von 2 Monaten die
Diversitatsindices deutlich geringere Werte aufwiesen als nach 30 Monaten. So
konnte nach 2 Monaten ein R1-Index von 3,9, ein H’-Index von 0,423 und einen E-
Wert von 0,356 verzeichnet werden. Diese Werte belegen, dass die Diversiat auf
denn Schnittflachen sehr gering war. Insbesondere der kleine Verteilungswert (E)
deutet auf einige dominate Gattungen hin. Bereits nach 8 Monaten stiegen die Index-
Werte an (R1=5,1, H'=0,484; E=0,412). Die grof3te Zunahme der Diversitat wurde
nach 12 Monaten beobachtet. Hier stieg der R1-Index auf 7,7 an und der H-Wert
verzeichnete ebenfalls eine deutliche Zunahme mit 0,834. Der hierbei ermittelte
Verteilungswert E liel} auf keine dominaten Gattungen mehr schliel3en. Nach diesen
12 Monaten erhohte sich die Diversitat nur noch langsamer. Die grofte Diversitat
wurde nach 30 Monaten verzeichnet. Hier lagen die Werte bei R1= 9,1, H'=1,314,
E=0,823. Der Kurvenverlauf der Diversitatsindices (R1 & H’) in Abbildung 49 gleicht
fur beide Indices einer Sattigungskurve. Dies lasst den Schluss zu, dass im weiteren
zeitlichen Verlauf mit keiner bzw. mit einer sehr geringen Zunahme (ggf. Abnahme)

der Diversitat zu rechnen ist.

Diversitat im Zeitlichen Verlauf
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Abb. 49: Verinderung der Diversitdt im zeitlichen Verlauf. Sowohl der R1-Index als auch der H’-
Index stiegen im Laufe der Zeit an. Die deutlichste Zunahme wurde nach 12 Monaten verzeichnet.
Die hochste Diversitidt wurde nach 30 Monaten ermittelt. Der Kurvenverlauf fiir die Diversitéts-
Indices (R1 & H’) gleicht einer Sattigungskurve. Dies bedeutet, dass im weiteren Verlauf nur noch
mit einem geringen bzw. mit keinem Anstieg der Diversitit auf den Schnittflichen zu rechnen ist.
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3.2.2 VERSUCH B: Infektionsversuche an Baumen

Aus den mit Trichoderma atroviride als Antagonisten vorbehandelten und mit 3 Holz
zersetzenden Pilzen (Inonotus hispidus 200792.1, Ganoderma adspersum &
Polyporus squamosus) kunstlich inokulierten Schnittflachen erfolgte im Winter
2005/06 die standardisierte Probenentnahme (Kaptitel 2.7.2.2). Bei der Auswertung
lag der Focus vor allem auf die Persistenz des Antagonisten (Re-Isolationsrate), auf
vorhandene Pilzinfektionen und auf die Ausmafle der Wundparameter wie
Verfarbung und Uberwallung (Kalluskoeffizient). Daneben stellte ebenfalls die
Bestimmung des Wirkungsgrades von T. atroviride einen zentralen Bestandteil der
Analyse dar. In den folgenden Kapiteln werden die erzielten Ergebnisse besprochen

und dargestellt.

3.2.2.1 Re-Isolationsergebnisse

Die durchschnittliche Re-lsolationsrate von T. atroviride lag nach einer ca. 30-
monatigen Inkubationszeit bei 46,1% und somit in einem ahnlichen Bereich wie die
Raten des Versuchs A. Bei einem Vergleich der Verfahren (A, B & C) konnte die
signifikant hochste Isolationsrate mit 71,4% aus den mit dem Verfahren C
behandelten Schnittflachen ermittelt werden (p<0,001). Zwischen den Verfahren A
mit 30% und Verfahren B mit 36% konnten auf einem Signifikanzniveau von p<0,05
keine Unterschiede verzeichnet werden. Allerdings ist zu betonen, dass alle
Verfahren signifikant (p<0,05) hdhere Isolationsraten von Trichoderma sp. aufwiesen
als die Rate (3,4%) aus den Kontrollwunden (unbehandelte Schnittflachen). Die
statistische Auswertungen mittels dem CHI-Quadrat-Test [X?] lieRen, wie bereits die
Ergebnisse des Versuch A zeigten, keinen Einfluss der Himmelsrichtung und der
unterschiedlichen Baumarten (Tilia platyphyllos, Populus nigra, Acer pseudoplatanus
& Quercus rubra) auf die Re-Isolation von T. atroviride erkennen (p<0,05). Auf eine
Analyse des Einflusses der WundgroRRe und damit des Kern- und Splintholzes auf die
Isolationsrate wurde an dieser Stelle, auf Grund der geringen mittleren Wundgrol3e
von 4,8cm, verzichtet. Vielmehr lag der Schwerpunkt der Auswertung auf der
Tiefenwirkung von T. atroviride bzw. auf der Frage, bis zu welcher Tiefe (1, 3 & 5cm)
der Antagonist in der Lage war, vorzudringen. In Tabelle 29 und 30 sind die Re-
Isolationsergebnisse zusammengefasst dargestellt. Die signifikant hdchste
Isolationsrate T. atroviride nach 30 Monaten wurde mit 46,1% in 1cm Tiefe erzielt

(p<0,05). In 3cm Tiefe fiel die Re-Isolationsrate bereits deutlich (signifikant) geringer
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aus. Hier lag der Anteil von T. atroviride bei nur noch 13,5% (p <0,05). Die hochste
Rate in 3cm tiefe konnte bei dem Verfahren C mit 7% ermittelt werden. Wie aus
Tabelle 30 ersichtlich, war dieser Wert auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 im
Vergleich zu den Werten des Verfahrens A (3,5%) und des Verfahrens B (2,3) am
héchsten. Zwischen den Verfahren A und B wurden in 3cm Tiefe, in Bezug auf die
Re-Isolationsrate von T. atroviride, keine signifikanten Unterschiede festgestellt. In
einer Tiefe von 5cm konnte in keinem Fall T. atroviride isoliert werden (0%).

Tabelle 29: Re-Isolationsergebnisse von T. atrovirde in % des Standortes Lehen, Freiburg

Tilia Populus Acer Quercus )
lcm 48,3 a 471 a 46,2 a 429 a 46,1
3cm 10,3 a 17,7 a 149 a 11,5a 13,5
5cm Oa Oa Oa Oa 0

Werte in einer Zeile mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-
Einot-Gabrial- Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,05).

Tabelle 30: Re-Isolationsergebnisse von T. atrovirde in % des Standortes Lehen, Freiburg

A B C @
lcm 30a 36 a 714b 46,1
3cm 35a 23a 7b 13,5
5cm Oa Oa Oa 0

Werte in einer Zeile mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-
Einot-Gabrial- Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,05).

3.2.2.2 Pilzanalyse

In Abbildung 50 ist die Gesamtauswertung der isolierten Organismen des Standortes
Lehen, Freiburg dargestellt. Insgesamt wurden aus den behandelten und
unbehandelten Schnittflachen in 1, 3 und 5cm Tiefe 28 verschiedene Organismen
isoliert. Den prozentual grof3ten Anteil besalRen die Pilzgattungen Alternaria spp. mit
20,3% und Aureobasidium spp. mit 18,3%. Die Bakterien und die Pilzgattung
Fusarium spp. wurden mit einer Haufigkeit von 17,5 bzw. 16,2% isoliert. Das sterile
Mycel hyalin sowie das sterile Mycel pigmentiert nahm einen prozentualen Anteil von
1,5 bzw. 0,9% ein. Fur die Bestimmung des prozentualen Anteils der Gattung
Trichoderma (3,4%) dienten nur die Isolate, die aus den Schnittflachen der

Kontrollwunden (keine vorherige Trichoderma-Behandlung) isoliert wurden.
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Prozentualer Anteil der isolierten Organismen
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Abb. 50: Gesamtauswertung der isolierten Organismen am Standort Lehen, Freiburg. Die
Pilzgattungen Alternaria spp. und Aureobasidium spp. bildeten den grofiten Anteil. Die Bakterien
waren mit 17,5% am dritthdufigsten vertreten. Fiir die Auswertung von Trichoderma spp. dienten
nur die Isolate, die aus den unbehandelten Wunden (Kontrolle) isoliert wurden. Aus den
Schnittflichen der Kontrollwunden wurden zudem die Holz abbauenden Pilze Trametes versicolor
und Stereum hirsutum isoliert.
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Ebenfalls konnten aus den unbehandelten Schnittflachen (Kontrolle) 2 Pilze aus der
Klasse der Basidiomyceten isoliert werden (Abbildung 52I). Die Holz zersetzenden
Pilze Trametes versicolor und Stereum hirsutum hatten einen Anteil von 0,3 bzw.
0,4%. Die Gattung Physarum spp. (Myxomycota) war mit einer Haufigkeit von 1,1%
vertreten. Die 25 isolierten Pilzgattungen (ohne Bakterien & Mycelia sterilia)
verteilten sich auf folgende taxonomische Klassen: Deuteromycetes (11),
Ascomycetes (10), Zygomycetes (1), Basidiomycetes (2) und Myxomycetes (1).

Die Analyse der Pilzpopulationen mit Hilfe der Diversitatsindices ergab, dass
insgesamt ein Gattungsreichtum (ohne Bakterien & Mycelia sterilia) auf den
Schnittflachen (1cm Tiefe) von R1=7,9 vorlag. Der Shannon-Weaver-Index ergab
einen H’-Wert von 1,057 und fur die Verteilung (Evenness) E konnte der Wert 0,747
berechnet werden. An dieser Stelle wird, aus bereits genannten Griunden, auf eine
Analyse der Diversitatsindices fur die Wundgroé3e, Baumarten und damit verbunden
Kern- Splintholz verzichtet. Inwieweit sich die Trichoderma-Applikation auf die
Diversitat der Schnittoberflachen (1cm Tiefe) ausgewirkt hat, wird in der Tabelle 31
dargestellt. Hier zeigt sich, dass die Schnittflachen, aus denen durch die Behandlung
vermehrt T. atroviride isoliert werden konnte, eine geringere Diversitat als die
unbehandelten Wunden (Kontrolle) aufwiesen. Insbesondere die Schnittflachen, die
mit dem Verfahren C behandelt wurden (R1=5,4, H=0,465, E=0,278), liellen im
Gegensatz zur Kontrolle (R1=8,1, H'=1,196, E=0,864) die geringste Diversitat
erkennen Aber auch die restlichen Verfahren (A & B) wiesen geringere
Diversitatszahlen auf. In diesem Zusammenhang sind die sehr niedrigen Verteilungs-
Werte, insbesondere der E-Wert des Verfahrens C (E=0,278) auffallig. Diese Werte
lassen, wie im Feldversuch A bereits konstatiert, zum einen darauf schlieRen, dass
der Grossteil der isolierten Individuenzahl auf wenige dominante Gattungen (bspw.
Trichoderma) verteilt war und zum anderen dass Trichoderma sp. in der Lage war,

andere Pilzarten zu substituieren.

Tabelle 31: Einfluss der Trichoderma-Beimpfung auf die Diversitat in 1 cm Tiefe

Diversitatsindices A B C K
S 17 21 11 24
R1 6,8 7,5 54 8,1
H’ 0,889 0,986 0,465 1,196
E 0,434 0,582 0,278 0,864
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Inwieweit sich die Diversitat an Pilzgattungen und ihre Zusammensetzung von der
Schnittflachenoberflache (1cm Tiefe) Uber 3cm bis zu Scm Tiefe verandert
(Tiefengradient), wird aus Tabelle 32 und 33 sowie aus Abbildung 51 deutlich. So
lasst sich aus Tabelle 32 entnehmen, dass die Zusammensetzung der isolierten
Pilzklassen entlang des Tiefengradienten stark variierte. Bereits in 3 cm Tiefe
konnten keine Pilzgattungen aus der Klasse der Zygomyceten mehr isoliert werden,
wahrend in 1cm Tiefe der Anteil noch bei 4% lag. Ebenso nahm der Anteil der
Deuteromyceten mit 11 Gattungen in 1cm Tiefe (45,8%) auf 5 Gattungen in 3cm
(29,4%) und eine Gattung in 5cm Tiefe (16,7%) ab. Dagegen stieg der prozentuale
Anteil der Gattungen der Basidomyceten entlang des Gradienten. So lag der Anteil
der Pilzgattungen aus der Klasse der Basidiomyceten in 1cm Tiefe bei 4%, in 3cm
bei 12,5% und in 5cm Tiefe bei 33,3%. Diese Veranderung der Pilzklassen und ihrer
Anteile entlang des Tiefengradienten wird auch durch die Diversitatsindices deutlich
(Tabelle 33). In Oberflachennahe (1cm) wurde eine eindeutig héhere Diversitat an
Pilzgattungen angetroffen als dies in 3cm Tiefe der Fall war. So waren die
Diversitatsindices und ihre Werte in Oberflachennahe (R1=8,2, H’=1,126, E=0,897)
deutlich héher als bereits in 3cm Tiefe (R1=6,9, H’=0,885, E=0,502). In 5cm Tiefe
wurden die geringsten Diversitatsindices mit einem R1-Wert von 3,32, einem H’-Wert
von 0,347 und einem E-Wert von 0,469 ermittelt. Die niedrigen E-Werte in 3 und 5cm
Tiefe lassen zudem darauf schlie3en, dass, im Gegensatz zur Oberflache, in diesen

Bereichen wenige Pilzgattungen dominieren.

Tabelle 32: Zusammensetzung der Pilzklassen entlang des Tiefengradienten

lcm 3cm 5cm
Deuteromyceten 11 [45,8%] 5 [29,4%] 1[16,7%]
Zygomyceten 1 [4%] 0 [0%] 0 [0%]
Asomyceten 10 [40%] 9 (56,3%) 3 [50%]
Basidiomyceten 1 [4%)] 2 [12,5%)] 2 [33,3%]
Myxomyceten 1 [4%] 1[6,25%] 0 [0%]

Tabelle 33: Diversitat entlang des Tiefengradienten der Schnittflachen

Diversitatsindices 1lcm 3cm 5cm
S 24 17 6
R1 8,2 6,9 3,32
H’ 1,126 0,885 0,347
E 0,897 0,502 0,469
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Diversitat entlang des Tiefengradienten
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Abb. 51: Die Diversitétsindices Gattungsreichtum R1 und Shannon-Weaver-H’ zeigen, dass die
Diversitdt an Pilzgattungen entlang des Schnittflichen-Tiefengradienten abnahm. Die niedrigsten
Werte wurden in 5cm Tiefe verzeichnet. Zudem lassen die geringen Verteilungs-Werte (E) in 3 und

5cm Tiefe auf wenige dominante Gattungen in diesen Bereichen schlie3en.

3.2.2.3 Auswertung der Wundparameter

Bei der Auswertung wurden zum einen Besonderheiten, wie Fruchtkorper oder

erkennbare Zersetzung der Schnittflachen, dokumentiert (Abbildung 52), und zum

anderen wurde die Holzverfarbung in axialer, radialer und tangentialer Richtung

sowie die Wunduberwallung (Kalluskoeffizient) als Wundparameter herangezogen. In

Tabelle 34 sind die durchschnittichen Ausmalle der Holzverfarbung fur die

Baumarten aufgefuhrt. Hier wird deutlich, dass Populus nigra in allen 3 Richtungen

die grolten Holzverfarbungen aufwies. Bei Quercus rubra hingegen wurde die

geringste Flache an Verfarbungen festgestellt. Eine Zwischenstellung nahmen die

Arten Acer pseudoplatanus und Tilia platyphyllos ein, wobei die @ Verfarbungen

(Ausnahme Radial) von Acer sp. etwas unter denen von Tilia sp. lagen.

Tabelle 34: Holzverfarbung in axialer, radialer und tangentialer Richtung [cm]

axial radial tangential

Populus 6,90 [+1,02] 2,95 [+1,08] 2,36 [+0,88]
Quercus 3,37 [+1,13] 2,83 [+1,07] 1,88 [+1,01]
Acer 4,05 [+0,96] 2,91 [+0,68] 2,08 [£1,18]
Tilia 5,83 [+1,17] 2,87 [+1,23] 2,23 [£1,15]
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Abb. 52: A: Vollstiandig iiberwallte Wunde von Populus sp. B: Mit Trichoderma sp. beimpfte
und iiberwallte Wunde von Pappel im Léangsschnitt. C: Astwunde von Tilia sp. im
Langsschnitt. Die Verfiarbung wies einen gebleichten Bereich auf [B]. RZ=Reaktionszone. D:
Intakte, beimpfte Schnittfliche von Quercus sp. E: Erkennbare Fiule an mit G. adspersum
inokulierte Wunde von Linde. F + G: Durch die Demarkationslinien erkennbare Infektion der
Schnittflachen mit P. squamosus. H: Die mit I. hispidus inokulierte Astwunde von Linde lief3
nach 3 Jahren deutliche zersetzte Bereiche [Z] erkennen. RZ=Reaktionszone. |: Unbehandelte

Wunde (Kontrolle) mit Fruchtkoper von Stereum hirsutum. 103



ERGEBNISSE

Interessant war die Tatsache, dass die mit den Holz zersetzenden Pilzen inokulierten
Wunden deutlich groRere Ausmalie an Holzverfarbung aufwiesen als die mit T.
atroviride beimpften Schnittflachen. In Abbildung 53 erkennt man, dass die Summe
der Verfarbungen (axial) bei T. atroviride mit 20,4cm das signifikant geringste
Ausmaly aufwies (p<0,05). Signifikant héhere Holzverfarbungen als die mit
Trichoderma sp. behandelten Wunden zeigten die Holz abbauenden Pilze G.
adspersum mit 29,3cm (grofdte Ausdehnung), P. squamosus mit 27,6cm und I.
hispidus mit 25,4cm. Hierbei konnte allerdings auf einem Signifikanzniveau von
p<0,05 keine Unterschiede zwischen den Holz zersetzenden Pilzen festgestellt
werden. Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der Betrachtung der radialen Ausdehnung
der Verfarbung (Abbildung 54). Auch hier lag die Summe der radialen Ausdehnung
bei T. atroviride mit 11,6cm signifikant unter den Ausmalen der mit den
Holzzersetzern inokulierten Wunden (p<0,05). Die gréfite Ausdehnung wiesen die mit
G. adspersum inokulierten Schnittflachen auf (16,4cm), gefolgt von I. hispidus mit
15,17cm. Das geringste Ausmal} in der radialen Holzverfarbung konnte bei P.
squamosus mit 15cm festgestellt werden. Wie bereits bei der axialen Ausdehnung
ermittelt, konnte auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 keine Unterschiede

zwischen den Holzzersetzern verzeichnet werden.

Ausmal3e der Holzverfarbung (axial)
m Populus @ Quercus o Acer 0 Tilia
T. atroviride ety [ S a
P. squamosus [ frted b
®
N
%
G. adspersum [ —t—y p
I. hispidus (- [ S—— b
0 4 8 12 16 20 24 28
Ausmal der Verfarbung [cm]

Abb. 53: Die mit unterschiedlichen Pilzarten inokulierten und behandelten Schnittflichen wiesen
unterschiedliche Ausmafe an Holzverfirbung in axialer Richtung auf. Werte mit gleichen
Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial- Weltsch-Test
(REGWQ) (p=0,05).
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Abb. 54: Die mit unterschiedlichen Pilzarten inokulierten und behandelten Schnittflichen wiesen
unterschiedliche Ausmafle an Holzverfarbung in radialer Richtung auf. Werte mit gleichen
Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-Gabrial- Weltsch-Test
(REGWQ) (p=0,05).

Neben der Pilzart, mit der die Schnittflachen inokuliert wurden, war die Wundgrol3e
fur die Ausdehnung der Holzverfarbung entscheidend. Die statistische Analyse nach
Bravais-Pearson ergab mit einem Korrelationskoeffizienten von r=0,356 auf einem
Signifikanzniveau von p<0,05 eine positive Beziehung zwischen Wundgrée und
Ausmald der Verfarbung. Fir die verwendeten Baumarten konnten nach der
Korrelationsanalyse folgende r-Werte berechnet werden: Fur die Baumarten Populus
nigra und Tilia platyphyllos konnte ein Koeffizient von r=0,937 bzw. r=0,708
festgestellt werden (p<0,05). Etwas geringere Korrelationskoeffizienten wurden fur
die Baumarten Acer pseudoplatanus und Quercus rubra verzeichnet. Sie besalten
einen errechneten Wert von r=0,679 und r=0,673 (p<0,05). Fur alle Baumarten
ergaben sich somit eine positive Beziehungen zwischen SchnittflachengrofRe und
Ausdehnung der Holzverfarbung. Stellt man diese positive Korrelation (Abhangigkeit)
zwischen WundgréRe und durchschnittlicher Ausdehnung (axial, radial & tangential)
grafisch dar, so lassen sich fur alle Baumarten exponentielle Kurvenverlaufe
beobachten. Der Kurvenverlauf war insbesondere bei Populus nigra stark
ausgepragt. Hingegen wies Quercus rubra eine etwas geringere Steigung der Kurve

auf. Dies lasst den Schluss zu, dass bei steigender Wundgrof3e insbesondere die
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Verfarbung bei der Baumart Pappel stark zunehmen wird, hingegen bei der Eiche

etwas verminderte Ausmalle zu erwarten sind (Abbildung 55-58).

Populus nigra
16

14

12 1

Verfarbungsflache [cm?]

WundgrofRe [cm]

Abb. 55: Die Korrelationsanalyse auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 nach Bravais-Pearson
ergab bei der Baumart Pappel eine positive Beziechung zwischen Wundgrofle und Verfarbungsflache
(axial, radial & tangential). Bei einer grafischen Darstellung der Korrelation ergibt sich ein
exponentieller Kurvenverlauf.

Acer pseudoplatanus

R? = 0,3724
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Abb. 56: Die Korrelationsanalyse auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 nach Bravais-Pearson
ergab bei der Baumart Ahorn eine positive Beziehung zwischen Wundgréfle und Verfarbungsflache
(axial, radial & tangential). Bei einer grafischen Darstellung der Korrelation wies die Kurve einen
exponentiellen Verlauf auf.
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Quercus rubra
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Abb. 57: Die Korrelationsanalyse auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 nach Bravais-Pearson
ergab bei der Baumart Eiche eine positive Bezichung zwischen Wundgrofie und Verfarbungsflache
(axial, radial & tangential). Bei einer grafischen Darstellung der Korrelation wies die Kurve einen
exponentiellen Verlauf auf.

Tilia platyphyllos

Verfarbungsflache [cm?]

0 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

WundgrofRRe [cm]

Abb. 58: Die Korrelationsanalyse auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 nach Bravais-Pearson
ergab bei der Baumart Linde eine positive Beziehung zwischen Wundgréfie und Verfarbungsflache
(axial, radial & tangential). Bei einer grafischen Darstellung der Korrelation wies die Kurve einen
exponentiellen Verlauf auf.
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Um eine Aussage bezlglich der Wunduberwallung treffen zu kénnen, wurde der
Kalluskoeffizient in Prozent berechnet (Abbildung 59). Hierbei wurde die Wundflache
(Kreis) in Beziehung zur Uberwallten Flache (Ellipse) gesetzt. Nach der
Inkubationszeit von 32 Monaten wiesen die Schnittflachen einen durchschnittlichen
Kalluskoeffizienten (K) von 71,3% auf, d.h. 71,3% der Wundflache war zu diesem
Zeitpunkt bereits Uberwallt. In Abbildung 59 ist der Kalluskoeffizient fur die
verwendeten Baumarten dargestellt. Die hochste Uberwallte Flache mit 79,6% konnte
bei Populus nigra festgestellt werden. Etwas geringere Kalluskoeffizienten wiesen die
Baumarten Tilia platyphyllos und Acer pseudoplatanus mit 72,7 bzw. 69,2% auf. Der
geringste Uberwallungsprozentsatz wurde bei Quercus rubra berechnet. Hier lag die
uberwallte Wundflache bei 63,9%. Die statistische Analyse (ANOVA Varianzanalyse
mit Post-Hoc-Tests) verzeichnete auf einem Signifikanzniveau von p<0,05
Unterschiede zwischen den Baumarten beziglich des Kalluskoeffizienten. Wahrend
zwischen den Gattungen Acer sp., Tilia sp. und Quercus sp. keine Divergenzen
festgestellt wurden, so waren die Koeffizienten von Acer sp. und Quercus sp. im

Vergleich zu Populus sp. signifikant unterschiedlich (p<0,05).
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Abb. 59: Berechnung der {iberwallten Schnittfliche mit Hilfe des Kalluskoeffizienten. Nach der
Inkubationszeit von 32 Monaten waren im Durchschnitt 71,3% der Wundfldche bereits
iberwallt. Zwischen den Baumarten konnten signifikante Unterschiede beziiglich des
Uberwallungsprozentes errechnet werden. So wies Populus nigra mit 79,6% den hdchsten
Koeffizienten auf, wiahrend Quercus rubra mit 63,9% den niedrigsten Wert erkennen lief3.
Werte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Ryan-Einot-
Gabrial- Weltsch-Test (REGWQ) (p<0,05).
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Inwieweit die Beimpfung mit T. atroviride und die kinstliche Inokulation der
Schnittflachen mit Holz zersetzenden Pilze das Kalluswachstum und damit den
Kalluskoeffizienten beeinflusst hat, wird aus Abbildung 60 ersichtlich. Wahrend in der
Kategorie 3 (Uber 60% Uberwallte Wundflache) die mit Trichoderma sp. beimpften
und unbehandelten Schnittflachen (Kontrolle) ihren héchsten Anteil mit 51,9 bzw.
59,1% besalien, lag der grofte Anteil der Holzzersetzer mit 45,6% in der Kategorie 2
(zwischen 31-60% Uberwallte Flache). lhren kleinsten Anteil hatten die Holzzersetzer
mit 26,3%, wie Trichoderma sp. (19,2%) und die Kontrolle (18,2%) in der Kategorie 1
(bis 30% Uberwallte Flache). Aus diesen Zahlen geht hervor, dass tendenziell die mit
Holz abbauenden Pilzen inokulierten Schnittflachen ein etwas verzogertes
Kalluswachstum aufwiesen. Dagegen konnte im Vergleich zu den unbehandelten
Astwunden (Kontrolle) weder ein positiver (Wachstumsférderung) noch ein negativer
(Wachstumshemmung) Einfluss von T. atroviride auf das Kalluswachstum und somit
auf den Kalluskoeffizienten festgestellt werden. Einen wesentlich groReren Einfluss
auf die Wunduberwallung konnte fur die SchnittflachengroRe nachgewiesen werden.
So lag nach der Korrelationsanalyse (Bravais-Pearson) der errechnete Koeffizient r
bei 0,688. Damit konnte auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 eine negative
Beziehung zwischen zunehmender Wundgréflie und abnehmender Wundiberwallung
statistisch belegt werden. Diese negative Beziehung wird in Abbildung 61 mit Hilfe

der Regressionsgeraden grafisch dargestellt.

(3) >60%

(1) bis 30%

1 ‘Ilfj
(1L (a1 |
',[ MR AC

Trichoderma 10 [19,2%] 15 [28,8%] 27 [51,9%]
Holzzersetzer 15 [26,3%] 26 [45,61%] 22 [38,6%]
Kontrolle 4 [18,2%] 5 [22,7%] 13 [59,1%)]

Abb. 60: Einfluss der Schnittflichenbehandlung auf die Wundiiberwallung. Wiahrend in der Kategorie 3
die mit Trichoderma sp. beimpften und die unbehandelten Flichen (Kontrolle) ihren groften Anteil
besallen, hatten die Holzzersetzer den grofiten Prozentsatz in der Kategorie 2. Somit konnte bei den
Wunden, die mit den Holz abbauenden Pilzen inokuliert waren, ein verzogertes Kalluswachstum
festgestellt werden. Hingegen bestand kein Einfluss von T. atroviride auf die Wundiiberwallung.

109



ERGEBNISSE

120 -
100 - e ®o®ne ‘
'] [}
—_ i °
L [)
S, 80 ° ° .
=
o
N
£ 60 4
o
X
3
= 40 4
x . R? = 0,4733
°
20 - . o
b °
0 T T T T T = = 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

WundgréRe [cm]

Abb. 61: Die Korrelationsanalyse nach Bravais-Pearson ergab einen Koeffizienten r = 0,688
und damit eine negative Beziehung zwischen WundgroBe und Kalluswachstum (p<0,05).

3.2.2.4 Wirkungsgrad [%]

Ein elementares Ziel der kunstlichen Inokulationsversuche war es, die protektive
Wirkung von T. atroviride gegen die 3 eingesetzten Holz zersetzenden Pilze
(Inonotus hispidus, Ganoderma adspersum & Polyporus squamosus) an Baumen
(Schnittflachen) zu untersuchen und zu quantifizieren. Inwieweit eine Wundflachen-
Beimpfung mit Trichoderma sp. die Infektionsraten minimieren konnte und welche
Wirkungsgrade [%] dabei erzielt wurden, ist aus der Tabelle 35 sowie aus der
Abbildung 62 zu entnehmen. So wiesen die Wunden, die mit den Holzzersetzern
inokuliert wurden, nach der Inkubationszeit eine durchschnittliche Infektionsrate (die
Holzzersetzer konnten aus den Wunden re-isoliert werden) von 78,7% auf. Die
hoéchste Infektionsrate mit 81% erzielte G. adspersum, gefolgt von P. squamosus mit
79% und 1. hispidus mit 76%. Auffallig ist die Tatsache, dass die mittlere
Infektionsrate durch die Schnittflachenbeimpfung mit T. atroviride deutlich von 78,7%
auf 13,9% reduziert werden konnte, was einem Wirkungsgrad von 82,3% entsprach.
Den hdchsten Wirkungsgrad erzielte T. atroviride mit 93,7% bei I. hispidus. Hier lag
die Infektionsrate nur noch bei 4,8%. Ein ahnlich hoher Wirkungsgrad (91,1%) konnte
bei G. adspersum festgestellt werden; hier wurde eine Infektionsrate von 7,2%

verzeichnet. Der Wirkungsgrad war bei P. squamosus mit 62,4% deutlich
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eingeschrankt und dementsprechend lag die Infektionsrate mit 29,7% hoher als bei
den anderen Holz zerstorenden Pilzen.

In diesem Zusammenhang muss erwahnt werden, dass, um die Verbindung
zwischen fehlendem Holzzersetzer auf den Schnittflachen und Trichoderma sp.
herzustellen, nur die Wunden ausgewertet wurden, aus denen erfolgreich T.

atroviride re-isoliert werden konnte.

Tabelle 35: Infektionsrate und Wirkungsgrad in [%]

' Infektionsrate ohne ' Infektionsrate mit Wirkungsgrad [%]
Trichoderma-Behandlung  Trichoderma-Behandlung
I. hispidus 76 4,8 93,7
G. adspersum 81 7,2 911
P. suamosus 79 29,7 62,4
Gesamt 78,7 13,9 82,3

Die statistische Varianzanalyse (ANOVA mit Post-Hoc-Tests) ergab, dass die
Infektionsraten der Holz zersetzenden Pilze durch die Trichoderma-Applikation in
allen Fallen signifikant reduziert wurden (p<0,05). Die Reduktion der Infektionsraten
durch den Antagonisten konnte sogar auf einem Signifikanzniveau von p<0,001
nachgewiesen werden. Einzige Ausnahme stellt hier P. squamosus dar, der auf

diesem Niveau keine Signifikanzen aufwies (Abbildung 62).

Infektionsrate

m Infektionsrate ohne Trichoderma-Behandlung
B Infektionsrate mit Trichoderma-Behandlung
100

(%]

40 -
(62,4)*
20
(91,1)**

(93,7)**

I. hispidus G. adspersum P. squamosus gesamt

Pilzart

Abb. 62: (Zahl) = Wirkungsgrad [%)]. Signifikante Reduzierung der Infektionsrate durch die
Beimpfung ist mit * gekennzeichnet. *=signifikant (p<0,05); **=hochsignifikant (p<0,001).
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3.2.3 Pilzidentifikation

Die Pilzidentifikationen hatten zum Ziel, die Gattungsvielfalt auf den Schnittflachen zu
bestimmen und zum anderen ein Monitoring des applizierten Antagonisten sowie der
inokulierten Holz abbauenden Pilze im Feld zu ermdéglichen. Insbesondere musste T.
atroviride fur eine Aussage bezlglich der Persistenz und der protektiven Wirkung
exakt auf Artebene (Stammebene) bestimmt und identifiziert werden. Aus diesem
Grund wurde neben der konventionellen, auf makro- und mikromorphologischen
Merkmalen basierenden, Methode eine molekularbiologische Pilzidentifikation
durchgefuhrt.

3.2.3.1 Morphologische Charakteristika von Trichoderma spp.

Fur die ldentifikation der Trichoderma-Arten dienten die makromorphologischen
Merkmale Myzeldichte, Sporulation und Sporenlagerfarbung (Abbildung 63). In
Tabelle 36 sind fur die eingesetzten Trichoderma-Arten diese Merkmale auf
verschiedenen Nahrmedien (LNA, MEA pH-Wert 5 & 7) bei 25°C aufgefuhrt. Auffallig
ist hierbei die grof3e Variabilitat der Auspragungen und die Abhangigkeit vom

jeweiligen Substrat.

Abb. 63: Trichoderma-Arten in Reinkultur auf verschiedenen Medien. A: T. virens auf MEA. B:
T. fasciculatum (strictipile) auf LNA. C: T. fasciculatum (strictipile) auf MEA: D: T. atrovirde
351.93 auf LNA. E: T. atroviride 15603.1 auf LNA. F: T. atroviride 396.92 auf MEA.
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Tabelle 36: Myzeldichte, Sporulation und Sporenlagerfarbung von Trichoderma-Arten auf verschiedenen Nahrmedien bei 25 °C

MEA LNA
pH-Wert 5 pH-Wert 7 pH-Wert 5 pH-Wert 7
Farbe Sporulation  Myzeldichte Farbe Sporulation  Myzeldichte Farbe Sporulation  Myzeldichte Farbe Sporulation  Myzeldichte
. elblich ++
grin Tt * © griin ) et * dunkelgrin . T * ) [verteilt- *
T-15603.1 weild [geklumpt] [locker] weil [geklumpt] [locker] [ringférmig] [flach] grin kreisformig] [flach]
gelblich - - gelblich ++ T dunkelariin + + (dunkel) [Vett*e"t_ +
T-351.93 weil [verteilt] [dicht] weild [verteilt] [dicht] 9 [ringférmig] [flach] grin kreisférmig] [flach]
griin ++++ +++ griin ++++ +++ riin ++ + hellariin ++ +
T-396.92 weifd [verteilt] [dicht] weild [verteilt] [dicht] 9 [peripher] [flach] 9 [verteilt] [flach]
blaulich griin e * riin T * riin * *Iflach] Griin * *
T-206040 9 [ringférmig] [locker] 9 [ringférmig] [locker] 9 [verteilt] (weiBlich) [verteilt] [flach]
\?VE:IE +++ ++++ \?VZJIE +++ ++++ griin + + griin + +
T-126.65 zoniert [verteilt] [kompakt] Zoniert [verteilt] [kompaki] [verteilt] [flach] [verteilt] [flach]
hellgriin et () hellgriin et . hellgriin * y weiBlich - *
T-338.93 [verteilt] [locker-dicht] (weiBlich) [verteilt] [dicht] [peripher] [flach] [flach]
++++ Sehr starke Sporulation
+++ Starke Sporulation
++ Schwache Sporulation
+ Sehr schwache Sporulation

Keine Sporulation
Verteilung der Sporenlager auf dem Nahrmedium

T-15603.1 Trichoderma atroviride Karsten

T-351.9

3 Trichoderma atroviride Karsten

T-396.92 Trichoderma atroviride Karsten
T-206040 Trichoderma harzianum/polysporum Bissett

T-126.6
T-338.9

5 Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster
3 Trichoderma fasciculatum (strictipile) Bissett
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Neben den makromorphologischen Merkmalen wurden zur naheren Bestimmung von
Trichoderma spp. auch mikromorphologische Charakteristika herangezogen.
Insbesondere waren die Form und Grofe der Konidien, Chlamydosporen, Phialiden
und Konidiophoren fur die Identifikation entscheidend (Abbildung 65). In Tabelle 37
sind beispielhaft einige beobachtete Merkmale der Trichoderma-Arten (eigene
Studie) im Vergleich mit den Werten aus der Literatur aufgefuhrt. Wie bereits bei den
markroskopischen Merkmalen zu konstatieren, variierten zum Teil die Auspragungen
der mikroskopischen Eigenschaften im Vergleich zu den in der Literatur
beschriebenen. Des Weiteren erschwerte die Tatsache, dass die Form und Grolde
der Bestimmungsmerkmale unter den Trichoderma-Arten zum Teil sehr ahnlich

waren, eine Identifizierung.

Tabelle 37: Vergleich der beobachteten Bestimmungsmerkmale mit denen aus der Literatur

Konidie Chlamydospore Phialide Konidiophore
Studie Literatur Studie Literatur Studie Literatur Studie  Literatur
A rundlich rundlich rundlich rundlich einzeln einzeln kurz kurz
T. atroviride [2,9-2,8] [3.2-2,9] [5-11] [4-12] [4-10%2,2-3] [6-12"2,4-3] [20-55] [12-60]
T. virens elongiert elongiert elongiert elongiert gestaucht gestaucht lang lang
Vi [4,8*3,5] [4,4*3,5] [6-13*6-10] [6-12*5-9] [3,7-11*3,1-6,1] [4,5-10%2,8-5,5] [50-260] [30-300]
T. fasciculatum oval oval elongiert elongiert viele viele [40-170] [>150]
(stricti pi|e) [3-4*2-3] 2,9-4*2-2,9] [8,4%6,7] [9*7] [4,1-7%2,4-3,9] [4,2-7,8*2,2-3,5]

Zudem kam erschwerend hinzu, dass auf Grund der fehlenden Eignung keine Myzel-
Inkompatibilitatstets zur Abgrenzung unterschiedlicher Trichoderma-Stamme ein und
derselben Art durchgefihrt werden konnten (Abbildung 64). Nach der
konventionellen Methode der Pilzbestimmung konnten 98,7% der Trichoderma-
Isolate, die aus den mit T. atroviride beimpften Schnittflachen isoliert wurden, als die
Art T. atroviride identifiziert werden. Bei den restlichen Isolaten, welche nicht als die

Art T. atroviride bestimmt wurden, unterblieb eine genauere Identifikation.

A 3 B T-15603.1

Abb. 64: Bei den Inkompatibilitdtstets mit unterschiedlichen Trichoderma-Stimmen
wurden keine Abgrenzungslinien beobachtet. A: Vorderseite. B: Riickseite
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Abb. 65: A: Stark verzweigte Konidiophore von T. atroviride 15603.1 mit wenigen schlanken
Phialiden an den Enden (MS = 10um). B: Am Luftmyzel gebildete dickwandige Chlamydospore von
T. atroviride 15603.1 dient zur Uberdauerung bei ungiinstigen Umweltbedingungen (MS = 2um). C:
Wenig verzweigte Konidiophore von T. virens mit am Ende mehreren und gestauchten
flaschenformigen Phialiden (MS = 10pum). D: Die Konidien von T. virens sind elongiert (MS = Sum).
E: Die dinnwandigen Konidien von T. atroviride stellen sich, im Gegensatz zu den elongierten
Konidien von T. virens, rundlich dar (MS = Sum). F: Die Konidien von T. fasciculatum (strictipile)
sind ebenfalls oval (elongiert) (MS = Sum). G: Chlamydospore von T. atroviride 352.93 (MS = 5um).

-
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3.2.3.2 Molekularbiologische Charakterisierung

Auf Grund der eingeschrankten Moglichkeiten, anhand von Bestimmungsschlisseln
die Gattung Trichoderma spp. auf Artebene zu identifizieren, erfolgte stichprobenartig
an den positiven T. atroviride-lsolaten zur Verifizierung der Art (Stammm) eine
molekulargenetische Identifikation. Zudem wurden die in den Studien eingesetzten
und in den kunstlichen Inokulationsversuchen applizierten und re-isolierten Holz
zersetzenden Pilze ebenfalls einer molekularbiologischen Identifikation unterzogen.
Die Charakterisierung der Pilze erfolgte mit unterschiedlichen Methoden (DNS-
Sequenzierung, RAPD, Mikrosatelliten). Nachfolgend werden die hierbei erzielten

Ergebnisse dargestellt.

FUr die DNS-Sequenzierung wurden aus den zu bestimmenden Pilzarten die ITS 1
und 2 Region mittels der PCR vervielfaltigt und anschlieend vollstandig sequenziert
(Kapitel 2.5.2.1). In Abbildung 66 sind die erfolgreich erhaltenen PCR-Produkte
dieser Region fur einige Pilzarten dargestellt. Durch die generierte Sequenz der ITS
1 und 2 Region konnte dann im Zuge einer BLAST-Suche in Gendatenbanken
unbekannte Trichoderma-Isolate als die applizierte Art T. atroviride bestimmt werden.
Zudem erfolgte durch diese Methode eine Verifizierung der Arten der in dieser Arbeit
eingesetzten Holz abbauenden Pilze. In Abbildung 67 sind die erhaltenen

Sequenzen dargestellt.

Abb. 66: Ergebnis der Amplifizierung der ITS 1 und 2 Region. A: Bei der Kultur von I. hispidus
wurde kein PCR-Produkt erzeugt (1). G. adspersum (2). G. lipsiense (3). P. squamosus (4). K. deusta
(5). Gene ruler 50-2100bp (6). B: Trichoderma-Isolat (1). vollstindiges Genom (2). Gene ruler 50-
2100bp (3).
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TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTATAAAAAATAGGGGGGTGTTTTA
CGGCAGGGGACCGGCTCATCTCTACAGGCGAGAATAAAATCTTTACTACGCCTAGAGTGTGAACCGACTCCG
CCACTAACTTTAAGGAGCTACAGCAAAGAATGCGGTAGGCTCCCAACACTAAGCAACAGAGGCTTAAGGGTT
GAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATT
CACTAAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTAACTTAATTTCCATATAATGATTCAGAATACCATTTACTAAACAGAATTTGTTTTTCAGTCC
ACCGGCAGGTGGCACCGCATCTCTCTACCGGGTAGGTCTCTCCGGGTAGTACCTTCCCCTGTAGGGTACTAT
AGGATAGGGTCCTACAGGGTAGCAAGATGCGACCTGCCTGCCGAGGCAACAGAAGGTAAGTTCACATGGGT
TTAGGAGTTGTAACAAACTCTTTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTT

AAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGG
CCTTACGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTACGAGTCGC
GAAACAGGCCCGTTCATTCGGGCTTGTGGAGCGCACTTGTTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTATT
AGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTT
GCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAG
GTTTGTAGGGTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGTCTTTAAAGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCC
TTGCGGATCGGGTTGTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGTGACCGTGAAGCGTTTGGCAAGCTTCTGACCGTC
TCGGTATAGAGACAAGTTTTATGACCTCTGACCTCA

AAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATAAACCTGGCTTGGTTGATGCT
GGTCTTTTCGGAGACATGTGCACACCTTGTCATCTTTATATCTCCACCTGTGCACCTTTTGTAGACCTGGATTC
AACTTTCCGAGGAAACTTGGTTGTGAGGAATTGCTTAATAGGCTTTCCTTGTTAGTTTCCAGGGCTATGTTTTC
ATATACACCTTAAGAATGTAACAGAATGTCATTATTAGGCTTAATTGCCTTATAAACTATATACAACTTTCAGCA
ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTA
AATTCTCAACCTTTATTAACTTTTTGGTTAGTAAGTGGATTGGAAGTGGGGGCATGTTGGTTTCTTCATTGAAA
TAAACTCCCCTGAAATGCATTAGCTGGTTGCCTTGTGCGAACATGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGT
GGGCTATTTGCCGTTTATAGCACTGCTTATAATCGTCTGTTCATTCAGACAATATATGACAATTTGACCTCAAA
TCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

AAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGG
CCTTACGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTACGAGTCGC
GAAACAGGCCCGTTCATTCGGGCTTGTGGAGCGCACTTGTTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTATT
AGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTT
GCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAG
GTTTGTAGGGTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGTCTTTAAAGGTCGGCTCCTCTTAAATGCGTTAGCTTGGTTCC
TTGCGGATCGGGTTGTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGTGACCGTGAAGCGTTTGGCAAGCTTCTAACCGTC
TCGGTATAGAGACAAGTTTTATGACCTCTGACCTCA

TAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAAT
GTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGC
CCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAA
ATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTG
GCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGG
GAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGT
TTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCG
GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAGCCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAG
TGGATCCGAGCTCGGTACCAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTC
ACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCA

Abb. 67: Sequenz der ITS 1 und 2 Region der Pilzarten: 1 = Kretzschmaria deusta. 2 = Ganoderma
adspersum. 3 = Polyporus squamosus. 4 = Ganoderma lipsiense. 5 = Trichoderma atroviride 15603.1.
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Fir eine Unterscheidung auf Stammebene wurde eine Mikrosatelliten-PCR (MP-
PCR) durchgefuhrt (Kapitel 2.5.2.3). In Abbildung 68 ist die Gelelektrophorese der
MP-PCR abgebildet. Man erkennt hier, dass wegen fehlender charakteristischer
Banden eine Aussage bezuglich der Stammunterscheidung von T. atroviride nur
bedingt moglich war. Tendenziell wies einer der 3 T. atroviride-Stamme (3) eine
andere Bande auf, als die restlichen zwei Stamme (1 & 2). Zudem liel3en die nach 30
Monaten isolierten Trichoderma-lsolate (4, 5, 6, & 7) die gleiche Bande wie die
applizierte Trichoderma-Art (3) erkennen. Insgesamt wurde aber auf Grund der stark
eingeschrankten Implementierbarkeit diese Methode nicht weiter verfolgt.
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 68: MP-PCR. 1 = T. atroviride 352.93. 2 = T. atroviride 396.92. 3 = T. atroviride
15603.1. 4-7 = Aus behandelten Schnittflichen isolierte Trichoderma-Isolate. 8 = T. virens.

Die Methode RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) lieferte sehr gute
Ergebnisse bei der Verifizierung der isolierten Trichoderma-Isolate (Kapitel 2.5.2.2).
Durch die generierten charakteristischen Bandenmuster war es moglich, in kurzer
Zeit eine Aussage daruber zu geben, ob es sich bei den aus den beimpften Wunden
isolierten Trichoderma-Isolaten um die applizierte Art T. atroviride handelte. In
Abbildungen 69-72 sind die Ergebnisse der RAPD-PCR fur die Isolate der Standorte
Ludwigshafen und Stralburg nach den Inkubationszeiten 18, 24 und 30 Monaten
dargestellt. In allen Fallen erwiesen sich, auch noch nach 30 Monaten
Inkubationszeit, die aus den beimpften Schnittflachen isolierten Trichoderma-Isolate
als die applizierte Art T. atroviride (gleiches Bandenmuster). Hingegen konnte
gezeigt werden, dass es sich bei den Isolaten aus den Kontrollwunden
(unbehandelte Flache) um andere Arten handelte (Bandenmuster differiert). Eine

Unterscheidung von T. atroviride auf Stammebene war nur bedingt maglich.
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Abb. 69: Nach 18 Monaten Inkubationszeit: 1 = Die applizierte Art T. atroviride 15603.1. 2-6 =
Trichoderma-Isolate aus den beimpften Schnittflichen am Standort Ludwigshafen und
StraBburg. 7 =T. virens. 8 = T. fasciculatum (strictipile).

Abb. 70: Nach 24 Monaten Inkubationszeit: 1 = Die applizierte Art T. atroviride 15603.1. 2-7 =
Trichoderma-Isolate aus den beimpften Schnittflichen am Standort Ludwigshafen und
StraBburg. 8-10 = Trichoderma-Isolate aus unbehandelten Schnittflichen (Kontrolle). Die
Bandenmuster von 2-7 sind deckungsgleich mit dem Muster von 1. Die Isolate aus den
Kontrollwunden lieBen hingegen ein anderes Muster erkennen.
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Abb. 71: Nach 30 Monaten Inkubationszeit: 1 = T. fasciculatum (strictipile). 2 = Die
applizierte Art T. atroviride 15603.1. 3 = T. atroviride 396.92 4-6 = Trichoderma-Isolate aus
den beimpften Schnittflichen am Standort Ludwigshafen und Stra8burg. 7+8 = Trichoderma-
Isolate aus unbehandelten Schnittflichen (Kontrolle). Primer 238

Abb. 72: Nach 30 Monaten Inkubationszeit: 1 = T. fasciculatum (strictipile). 2 = Die
applizierte Art T. atroviride 15603.1. 3 = T. atroviride 396.92 4-6 = Trichoderma-Isolate aus
den beimpften Schnittflichen am Standort Ludwigshafen und Stra8burg. 7+8 = Trichoderma-
Isolate aus unbehandelten Schnittflichen (Kontrolle). Primer 203
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4. DISKUSSION

4.1 IN VITRO SCREENING ZUM ANTAGONISTISCHEN POTENZIAL VON

TRICHODERMA SPP.

Fur die Selektion eines potenten Antagonisten werden sehr haufig in vitro-
Screeningmethoden angewendet. Mit Hilfe dieser Testverfahren ist es mit
vertretbarem Aufwand mdglich, eine systematische Untersuchung mehrerer Arten
gleichzeitig zu bewaltigen. Allerdings gibt es zahlreiche Autoren, die diese
Vorgehensweise kritisieren, da nach ihren Studien keine generelle Beziehung
zwischen der Fahigkeit eines Stammes, ein Pathogen in vitro zu hemmen, und der
Krankheitsunterdriickung ad planta besteht (MERCER & KIRK, 1984a,b; KLOEPPER,
1991; CAMPBELL, 1994; ELSHERIF & GROSSMANN, 1994). Demgegeniuber ermittelten
u.a. KEMPF (1988) SCHOEMANN et al. (1994), WobziNskI et al. (1994), BROWN &
BRUCE (1999) und BROWN et al. (1999), dass ein enger Zusammenhang zwischen in
vitro-Hemmwirkung und der ad planta-Wirksamkeit der untersuchten Antagonisten
existiert, bei KEMPF (1988) war der Zusammenhang sogar hochsignifikant. Derartige
divergierende Beurteilungen sind sicherlich auf die Verschiedenartigkeit der
untersuchten Systeme und Wirkmechanismen zurlickzufihren. Da keine endgultigen
Aussagen bezuglich der Aussagekraft der in vitro Screeningmethoden existieren
wurde auf Grund der oben genannten Vorteile in der vorliegenden Arbeit mittels
dieser in vitro Tests ein potenter (virulenter) Trichoderma-Stamm mit einem hohen
antagonistischen Potenzial gegen Holz abbauende Pilze selektiert. Ein weiterer
Vorteil der in vitro-Tests lag in der Determinierung und Abschatzung der Faktoren,
die das antagonistische Potenzial beeinflussen. Dies fuhrte zudem zu einem
besseren o©kologischen Verstandnis. Als Erganzung wurden zusatzlich mit dem
vorselektierten Trichoderma-Stamm ad planta Studien durchgefuhrt.

4.1.1 Dualkultur-Tests

Der Mycoparasitismus ist, neben Antibiosis und Konkurrenz um Nahrung und Raum,
einer der wichtigsten Mechanismen im Antagonismuskomplex der Gattung
Trichoderma (PAPAvViIzAS, 1985; CHET, 1987; MonNTE, 2001; HoweLL, 2003). Das
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Potenzial von Trichoderma spp., die in dieser Arbeit eingesetzten Holz abbauenden
Pilze zu parasitieren und abzutoten, wurde in den Dualkultur-Tests unter dem
Einfluss unterschiedlicher Substrate (Néhrmedien) und der damit verbundenen
unterschiedlicher Nahrstoffversorgung sowie pH-Werte Uberprift. Fir eine bessere
Aussagekraft und zur Optimierung der Selektion eines potenten (virulenten)
Trichoderma-Stammes, ist nach SRINIVASAN et al. (1992) bei der Durchfiihrung der
Dualkultur-Tests mit Holz zersetzenden Pilzen zu bericksichtigen, dass das
verwendete Medium dem spéteren Zielsubstrat Holz in der Zusammensetzung
ahnelt. Aus diesem Grund wurde neben einem nahrstoffreichen Nahrmedium (MEA)
ein nahrstoffarmes Medium (LNA) verwendet, welches mit einem Kohlenstoff-
Stickstoff-Verhaltnis von ca. 410:1 annahernd dem N&hrstoffgehalt von Holz (C:N
350:1 bis 1250:1) entspricht (MERRILL & COWLING, 1966; SRINIVASAN et al. 1992).
Zusatzlich wurde bei der Planung des Versuchsaufbaus der Dualkultur-Tests, zur
Verbesserung der Endauswertung, die Methoden von HIGHLEY & RICARD (1988) und
NAAR & KECSKES (1998) in modifizierter Form bertcksichtigt. Dadurch war es zum
einen moglich, eine konkrete Aussage bezuglich der letalen Wirkung von
Trichoderma spp. zu treffen, und zum anderen das Vorhandensein des Antagonisten,
auch bei einem Fehlen der typischen Sporenlager auf den Kulturen der Holz
abbauenden Pilze, zu Gberprufen.

Die Ergebnisse und die statistische Auswertungen der Dualkultur-Tests lie3en im
Schnitt ein antagonistisches Potenzial der eingesetzten Trichoderma-Arten
(Stammen) erkennen (MERCER & KIRK, 1984a; HIGHLEY & RICARD, 1988; BRUCE &
HIGHLEY, 1991; SRINIVASAN et al. 1992; HIGHLEY, 1997). Allerdings wurden hierbei
signifikante Unterschiede zwischen den Trichoderma-Arten ermittelt. So erzielte T.
virens das beste Ergebnis, gefolgt von T. atroviride 15603.1 und T. atroviride 351.93.
Das signifikant schlechteste Ergebnis wurde bei T. fasciculatum verzeichnet.
Ebenfalls konnte ein entscheidender (signifikanter) Einfluss der Nahrmedien auf das
antagonistische  Potenzial ermittelt werden. Im  Durchschnitt war die
Parasitierungsrate auf dem néahrstoffreichen Medium hoher als auf dem Medium
LNA. Eine signifikante Wirkung der unterschiedlichen pH-Werte konnte nur auf dem
nahrstoffarmen Medium (LNA) festgestellt werden. Hier wurde das antagonistische
Potenzial der Trichoderma-Arten durch eine Einstellung des pH-Wertes im neutralen
Bereich signifikant erhoht. Diese Ergebnisse stehen damit im Einklang mit den

Beobachtungen von EJECHI & OBUEKWE (1996), BANDYOPADHYAY & DUTTA (2000) und
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EJecHl (2003), die in ihren Studien zeigen konnten, dass ein pH-Wert im fast
neutralen Bereich (6) die Effektivitdt von T. viride erhthte, hingegen das Wachstum
von Holz zersetzenden Pilzen minderte. Bereits KAARIK (1974) wies darauf hin, dass
Holz abbauende Pilze ihr Wachstumsoptimum bei einem pH-Wert 4-5 besitzen,

dagegen durch einen pH-Wert im neutralen Bereich gehemmt werden.

Bei einer Analyse der Holz zersetzenden Pilze in Bezug auf die Sensitivitat bzw.
Resistenz gegenuber Trichoderma spp. ergab sich, dass Kretzschmaria deusta die
signifikant hochste Sensitivitdt zeigte, wahrend Polyporus squamosus und
Ganoderma lipsiense sich als aul3erst resistent erwiesen. Die beiden Inonotus
hispidus-Stamme und Ganoderma adspersum nahmen hier eine Zwischenstellung

ein.

Interessant war die Tatsache, dass es in den durchgefihrten Dualkultur-Tests
zwischen Trichoderma sp. und Holzzersetzer in keinem Fall zu einer langfristigen
Hemmzone kam. Diese wird durch die Produktion nichtvolatiler und volatiler
antibiotischer Substanzen hervorgerufen und wurde u. a. bei DENNIS & WEBSTER
(1971a,b), HoweLL (1998) und WILKINS et al. (2003) beobachtet. In Abbildung 73 ist
die durch Antibiosis verursachte Hemmzone grafisch skizziert. Stattdessen konnte
zwar in allen Fallen ein Hyphen-Kontakt zwischen Trichoderma sp. und Holz
zersetzendem Pilz beobachtet werden, allerdings waren nicht alle Trichoderma-Arten

in der Lage, die Wirte zu Uberwachsen und zu parasitieren.

@)

Abb. 73: A: Durch volatile und nichtvolatile Substanzen hervorgerufene Hemmzone [HZ]
zwischen Trichoderma sp. [T] und Holz abbauendem Pilz [P] (Antibiosis). B: In den
durchgefiihrten Dualkultur-Tests wurde in allen Féallen ein physischer Kontakt zwischen
Trichoderma sp. [P] und Holzzersetzer [H] beobachtet.
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So deutet vieles darauf hin, dass der Erstkontakt entscheidet, ob es zu einer
Parasitierung des Wirtsmyzels durch Trichoderma sp. kommt. Neuere Studien
konnten belegen, dass, noch bevor die Myzelien der Pilze interagieren, kleinere
Mengen an extrazellularen Exochitinasen von Trichoderma spp. ausgeschieden
werden (KULLNIG et al. 2000; BRUNNER et al. 2003; HARMAN, 2006). Die Diffusion
dieser Enzyme bewirkt eine LOosung von Zellfragmenten aus dem Wirt. Diese
Zellfragmente wiederum induzieren die Produktion weiterer Enzyme und LOsen eine
Kaskade von physiologischen Veranderungen bei Trichoderma spp. aus,
eingeschlossen eine Steigerung des Wachstums (MACH et al. 1999; ZEILINGER et al.
1999; VITERBO et al. 2003; Woo et al. 2006).

Bei den Proben, bei denen es zu einer Parasitierungsphase zwischen Trichoderma
sp. und Holz abbauenden Pilz gekommen ist, gewdahrten die licht- und
rasterelektronenmikroskopischen Studien einen Einblick in die parasitaren
Mechanismen. Hier konnte ein gezieltes Hyphenwachstum in Richtung des Zielwirts
beobachtet werden, was auf eine chemotrophische Aktivitdt schlie3en lasst. Der
Chemotrophismus von Trichoderma spp. wurde bereits von CHET et al. (1981)
beschrieben. Die Hyphen von Trichoderma spp. wuchsen und verzweigten sich auf
eine atypische Weise entlang des Myzels der Wirte, um die Kontaktoberflache zu
vergroRern (CHET, 1990). Zudem konnten appressorien-ahnliche Strukturen sowie
eine Hakenbildung beobachtet werden, die fest an der Zellwand hafteten (ELAD et al.
1983a). Ein Eindringen in das Myzel der Pathogene erfolgte mittels kleiner und
dunner Penetrationshyphen. Ein weiterer typischer Mechanismus ist das Umwickeln
der Hyphen (Coiling), wie es ELAD et al. (1983b & 1987) bei Rhizoctonia solani
beobachtete. Dieses Coiling konnte hier nur ansatzweise verzeichnet werden.
MURMANIS et al. (1988) konnte ebenfalls zwischen T. harzianum, T. polysporum und
Holz zerstérenden Pilzen nur vereinzelt und in schwacher Form ein Coiling der
Hyphen beobachten. Bei der Parasitierungsphase ist die Produktion und Aktivitat
verschiedener hydrolytischer Enzyme, wie [-1,3-Glucanasen, Endo- und Exo-
Chitinasen, Cellulasen, Proteasen und Lipasen zum Abbau der Zellwénde von
grofl3er Bedeutung (HUTTERMANN & CWIELONG, 1982; SAHAI & MANOCHA, 1993; LORITO
et al. 1993; HARAM et al. 1996; BENITEZ et al. 1998; CHET et al. 1998, ELAD & KAPAT,
1999; EL-KATATNY et al. 2000; Roco & PEREz, 2001; DE MARcO et al. 2003; LIMON et
al. 2004). Der Mycoparasitismus war mit dem kompletten Zellwandabbau und Efflux

des Cytoplasmas beendet.
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4.1.1.1 Diskussion zur Probenvorbereitung fur REM

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie war es mdglich, Bilder von grofler
Tiefenscharfe und hohem Auflésungsvermdgen zu generieren und somit wahrend
der Parasitierungsphase die entscheidenden Mechanismen zu beobachten (SCHMIDT,
1994). Eine zentrale Rolle hierbei nahm die Probenaufbereitung ein, da sie einen
entscheidenden Einfluss auf die Qualitat der Praparate hatte. So wurden fur eine
Betrachtung der Objekte im Hochvakuum die Proben auf 4 unterschiedliche Arten
aufbereitet (Kapitel 2.4). Zudem blieben fir das Niedervakuum einige Praparate
ganzlich unbehandelt (ScHmIDT, 1994; BiLLy, 2000). Aus Tabelle 38 ist ersichtlich,

dass sich die Methoden unterschiedlich zur Pilzmyzelaufbereitung eigneten.

Tabelle 38: Vergleich der Methoden zur Praparataufbereitung fir die REM

Beobachtung Eignung
Luftrocknung Myzel kollabiert ungeeignet
Hexamethyldisilazane fragile Strukturen beobachtbar geeignet
Kritisch-Punkt-Trocknung Intakte Formen sehr geeignet
Gefriertrocknung Myzel-Deformationen (un-)geeignet
Niedervakuum Keine Tiefenscharfe moglich eingeschrankt geeignet

Eine detaillierte Betrachtung auch von fragilen Strukturen erlaubte die vorherige
Behandlung der Praparate mit Hexamethyldisilazane (HMDS) und die Kritisch-Punkt-
Trocknung (KING & BROWN, 1983; HONEGGER, 1985; TIEDT et al. 1987; MEYER &
PLAaskowiTz, 1989; CHISSOE et al. 1994; MoussaA, 2002). Dagegen waren die
Methoden der Lufttrocknung und Gefriertrocknung weitestgehend ungeeignet. In
Zukunft sollte bei der Gefriertrocknung eine vorherige Fixierung der Proben erfolgen,
damit lieBen sich ggf. die Artefaktbildungen und Kollabierungen reduzieren.
Grundsatzlich ist die Betrachtung von biologischen Praparaten im Niedervakuum
eine gute Alternative, da eine langwierige Aufbereitung der Proben entféllt (BiLLY,
2000). Einzige Einschréankung hierbei ist, dass nur gréRere Objekte (>50um) mit
ausreichender Tiefenscharfe beobachtet werden kénnen. Um die mycoparasitischen
Aktivitaten (<10um) zu beobachten, war eine grof3ere Tiefenscharfe von Noten. Um
aber ein scharferes Bild und eine bessere Auflosung zu erhalten, musste das
Vakuum im Probenraum erhéht werden, was wiederum zur Folge hatte, dass das

Myzel und andere fragile Strukturen kollabierten.
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4.1.2 Antibiotische Substanzen

Antibiosis umfasst die Bildung antifungisch wirksamer Antibiotika, die schon in
geringen Konzentrationen das Wachstum oder den Metabolismus von Organismen
hemmen (HoweLL, 1998). Die Produktion solcher Stoffwechselprodukte mit einer
antibiotischen Wirkung wurde erstmals durch WEINDLING (1934) festgestellt und
beschrieben. Die Wirksamkeit von Trichoderma spp. auf das Myzelwachstum
zahlreicher Pilze durch das Ausscheiden von fungiziden Substanzen wurde durch
DENNIS & WEBSTER (1971a,b) im grof3en Umfang untersucht. In den letzten Jahren
stieg das Interesse, die volatilen (flichtigen) Stoffwechselprodukte (volatile organic
compounds VOC) zu isolieren und zu bestimmen sowie die Wirksamkeit gegen Holz
zersetzende Basidiomyceten zu testen (MORRELL, 1990; SCHOEMAN et al. 1996;
BRUCE et al. 2000; HumpHRIS et al. 2001). Neben zahlreichen Stoffen und
Stoffgruppen (wie Peptiden), wird insbesondere das 6-pentyl-a-pyrone (6-PP),
welches durch ein Kokosnuss-ahnliches Aroma charakterisiert ist, fur die
Hemmwirkung verantwortlich gemacht (CUTTLER et al. 1986; SCARSELLETTI & FAULL,
1994; CoONEY et al. 1997a,b; COONEY & LAUREN, 1998; PEeEzeT et al. 1999;
ANDRIAMIALISOA et al. 2004; GALINDO et al. 2004; SEUNG-UK et al. 2005). Da die
Antibiosis im Antagonismuskomplex von Trichoderma spp. eine zentrale Rolle
einnimmt und auf Grund der Tatsache, dass in den Dualkultur-Tests keine Antibiosis
zwischen Trichoderma spp. und den Holz zersetzenden Pilze beobachtet werden
konnte, wurden in einem eigens angelegten in vitro Versuch die Ausscheidung und
Wirksamkeit flichtiger Verbindungen getestet. Bei der Auswertung konnte im
Durchschnitt ein Ausscheiden von antibiotischen fllichtigen Verbindungen in Form
einer signifikanten Wachstumshemmung der Holzzersetzer detektiert werden.
Allerdings differiert die Zusammensetzung und Wirkung der VOCs zwischen den
Trichoderma-Arten und —Stammen erheblich. Es konnten auch nur bei 3 der 6
eingesetzten Arten eine signifikante Hemmung verzeichnet werden. Interessant
hierbei war, dass bei diesen Kulturen ein Kokosnuss-ahnliches Aroma festgestellt
werden konnte.

Im Gegensatz zu WHEATLEY et al. (1997) und MCAFFEE & TAYLOR (1999) wurde bei
dieser Versuchsanordnung kein signifikanter Einfluss des Substrats (MEA & LNA)
auf die Produktion und Effektivitat der von Trichoderma spp. emittierten VOCs
festgestellt. Nach BRUCE et al. (1996) ist zudem das Alter der Trichoderma-Kulturen

entscheidend, ob es zu einer Hemmung kommt und wie stark diese ausfallt. Er
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verzeichnete die groRte Wirkung bei 1-2 Wochen alten Kulturen. SCHOEMAN et al.
(1996) ermittelte zudem eine differierende Wirkung der VOCs von T. harzianum bei 2
unterschiedlichen Temperaturen. Neben dem Alter der Kultur, der Trichoderma-Art
(Stamm), Temperatur und ggf. dem Substrat ist auch der Zielorganismus fir die
Wirkung der VOCs entscheidend. So konnte eine ausgepragte Sensitivitat der
flichtigen Verbindungen bei beiden /. hispidus-Stammen, G. adspersum und mit
Einschrankungen auch bei P. squamosus festgestellt werden, hingegen erwiesen

sich K. deusta und G. lipsiense als aul3erst resistent.

4.1.3 Interaktionsstudien an Platanenholz

Um die in vitro-Tests zum antagonistischen Potenzial von Trichoderma spp. gegen
Holz abbauende Pilze zu intensivieren, wurden Interaktionsstudien an Platanenholz
(Platanus x hispanica) nach dem EUROPEAN STANDARD EN 113 (1996) durchgefihrt.
Die Auswahl der Art Platane erfolgte zum einen wegen bereits zahlreicher
durchgefuhrter Studien an anderen Baumarten (HOLDENRIEDER, 1984; MERCER &
KIRK, 1984a; HIGHLEY & RICARD, 1988; HIGHLEY 1997; CANESSA & MORRELL, 1997,
BROWN & BRUCE, 1999; Fox, 2003) und auf Grund der grof3en Bedeutung der
Platane (Stresstoleranz) fur urbane Bereiche (MALEK et al. 1999). Im Focus der
Auswertung stand die Besiedlung des Substrates Holz durch eine applizierte
Sporenlésung von Trichoderma spp., die protektive Schutzwirkung gegen einen
Holzabbau und die Beeinflussung der Entwicklung auf dem Substrat Holz bzw. der
Schutzwirkung durch eine Zugabe von Glucose und Harnstoff.

Die gewonnenen Ergebnisse der Darr-Gewichtsverlustmessungen standen
weitgehend im Einklang mit den makroskopischen Beobachtungen und konnten
zudem durch die histologischen Studien verifiziert werden.

Nach der 18-woOchigen Inkubationszeit lie3en die Resultate erkennen, dass mit der
Trichoderma-Behandlung der Gewichtsverlust (Holzabbau), verursacht durch die
Holz zersetzenden Pilze, nicht génzlich gestoppt werden konnte. Dies ist einerseits
durch den durch Trichoderma spp. selbst hervorgerufenen Gewichtsverlust,
verursacht durch den Abbau leicht verfigbarer Nahrstoffe (bspw. Cytoplasma) und
Hoftlipfel (Kapitel 4.1.3.1) zu erklaren (KuBICEK-PRANZ, 1998), und andererseits
durch das Versuchsdesign. So wurde das Holz mit der Sporenlésung behandelt und

auf bereits mit den Holz zersetzenden Pilzen vorinokulierte Petrischalen gelegt. Dies
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hatte zur Folge, dass die Holzzersetzer einen zeitlichen Vorsprung fir die
Entwicklung hatten und Uber ein &auf3erst hohes Inokulumpotenzial verfligten,
welches wiederum entscheidend fur die Aggressivitat der Pilze war (REDFERN & FiLIP,
1991; SCHLOSSER, 1993). Im Schnitt wurde aber eine hochsignifikante Reduzierung
des Gewichtsverlustes (Holzabbau) durch eine Vorbehandlung des Holzes mit einer
Sporenlésung von Trichoderma spp. erzielt (BRUCE et al. 1991). Zudem konnte die
Effektivitat der protektiven Wirkung von Trichoderma spp. durch die Zugabe der
Zusatzstoffe signifikant erhéht werden. Diese Steigerung beruht auf einer direkten
und indirekten Wirkungsweise der Substanzen. Die indirekte Schutzwirkung der
Glucose fand durch eine gesteigerte Sporenkeimungsrate, damit verbunden einer
schnelleren Besiedlung und vermehrten Sporenlagerbildung auf dem Substrat
Ausdruck. Die Beobachtungen der erhdhten Konkurrenzkraft von Trichoderma spp.
um die Ressource Raum bestatigten zudem die Ergebnisse von HJELJORD et al.
(2001) und HJIELIJORD & TRONSMO (2003), die durch eine Nahrstoff-Applikation ein
schnelleres Keimen der Sporen ermittelten. Allerdings muss eine direkte
Schutzwirkung der Glucose abgesprochen werden, da HIGHLEY & RICARD (1988) und
CANESSA & MORRELL (1997) keinen Effekt festgestellt haben. Zudem ist Glucose
auch fur die Holz abbauenden Pilze als schnell verfligbare Kohlenstoffquelle nutzbar
(RAYNER & BoDDY, 1988) und somit hatte die Zugabe auch flr diese Pilzgruppe einen
positiven Effekt. Harnstoff besitzt dagegen, neben einer indirekten Schutzwirkung in
Form einer verbesserten Besiedlung des Substrats und Etablierung durch
Trichoderma spp., auch eine direkte Schutzwirkung. So konnten EJECHI (1998 &
2003) und KHATTABI (2004) einen schitzenden Effekt durch die Behandlung von Holz
mit Harnstoff gegen einen Abbau ermitteln.

Wie in den vorherigen in vitro-Tests, wurden auch in diesem Fall signifikante
Unterschiede zwischen den Trichoderma-Arten und -Stammen ermittelt. Wahrend T.
atroviride 15603.1 die signifikant hochste protektive Wirkung gegen einen Holzabbau
erkennen liefl3, gefolgt von T. atroviride 351.93 und T. virens, besall T. fasciculatum
die geringste Schutzwirkung.

Die Holz zerstérenden Pilze lieBen neben signifikanten Unterschieden im
Holzabbauvermégen ebenfalls signifikante Differenzen in Bezug auf die Sensitivitat
gegenuber Trichoderma spp. erkennen. Wahrend K. deusta und die beiden
Ganoderma-Arten die grol3ten Abbauraten aufwiesen, wurden bei /. hispidus und P.

squamosus die geringsten Gewichtsverluste verzeichnet. Dies ist sicherlich zum
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einen mit den unterschiedlichen Lebensweisen (KREISEL, 1961; JAHN, 1990; BUTIN,
1996; SCHWARZE, 1995; SCHWARZE et al. 1999) zu erklaren und zum anderen mit der
differierenden Enzymausstattung der Pilze (RAYNER & BoDDY, 1988; ADASKAVEG et
al. 1990; BLANCHETTE, 1991 & 1996; HIGHLEY et al. 1994; ScHWARzE, 2001). Sowohl
die Gewichtsverlustmessungen als auch die makroskopischen Beobachtungen und
die histologischen Studien lielRen bei P. squamosus die geringste Anfalligkeit bzw.
die hochste Resistenz gegenuber einer Trichoderma-Behandlung erkennen.
Dagegen wiesen die Ganoderma-Arten, insbesondere G. adspersum, eine hohe

Sensitivitat auf.

4.1.3.1 Holzabbaumuster

Die histologische Analyse der mit den Holz abbauenden Pilzen inokulierten Proben
(ohne Trichoderma-Beimpfung) ergab in Bezug auf die Holzabbaustrategien der
Pilze keine Besonderheiten. So bauten die beiden Ganoderma-Arten und P.
squamosus das Holz mittels einer Weildfaule (simultane Faule & selektive
Delignifizierung) ab (SEEHAHN, 1979; BLANCHETTE, 1991 & 1996; ADASKAVEG et al.
1990; ScHwARzE, 1995; ScHwARzE et al. 1999; ScHWARzE, 2001; SCHWARZE &
FERNER, 2003). Inonotus hispidus liel3 neben einer simultanen Faule vereinzelt auch
eine Moderfaule des Typ | erkennen (Duale Holzzersetzungsstrategie), wéhrend K.
deusta das Holz ausschlief3lich mittels einer Moderfaule (Typ | & 1l) abbaute (Bobby
& RAYNER, 1983; SCHWARZE & FINK, 1994; SCHWARZE 1995; SCHWARZE & FINK, 1997;
SCHWARZE & BAUM, 2000 SCHWARZE et al. 2000b; SCHWARzE, 2002).

Eine andere Situation ergab sich bei der Betrachtung der mit Trichoderma spp.
beimpften und mit den Holzzersetzern inokulierten Proben. Hier konnten durch die
lichtmikroskopischen Untersuchungen der histologischen Praparate bei einigen
Pilzarten (I. hispidus, P. squamosus) Abweichungen im Abbaumuster festgestellt
werden. Interessant war die Tatsache, dass I. hispidus das Holz nicht wie bei den
Kontrollproben vorwiegend mit einer simultanen F&ule abbaute, sondern fast
ausschlieBlich mittels einer Moderfaule. So befanden sich die Hyphen nicht im
Lumen der Zelle, sondern wuchsen vorwiegend in der S,-Schicht. Dieses
Umschalten des Abbaumusters wurde bereits bei kiinstlichen Inokulationsversuchen
an Platanenholz mit vorhandener Reaktionszone beobachtet (SCHWARZE & FINK,
1997). Die duale Holzzersetzungsstrategie verhalf /. hispidus, widrigen Bedingungen

innerhalb der Reaktionszone (bspw. phenolische Substanzen) auszuweichen und die
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RZ somit zu Uberwinden. So deuten die Beobachtungen darauf hin, dass I. hispidus
mittels Umschalten von simultaner Faule (Weildfaule) auf eine Moderfaule den
Angriffen von Trichoderma spp. zu entgehen versuchte. Allerdings mit mé&Rigem
Erfolg, denn die Gewichtsverlustmessungen lie3en eine signifikante Reduktion des
Holzabbaus durch eine Trichoderma-Behandlung erkennen. Ein alternatives
Abbaumuster wurde ebenfalls bei den Proben, welche mit Trichoderma spp.
behandelt und mit P. squamosus kunstlich inokuliert waren, beobachtet. Im
Normalfall wuchsen die Hyphen von P. squamosus im Lumen und bauten die
Zellwandbestandteile neben einer simultanen F&ule insbesondere mit einer
selektiven Delignifizierung ab (SEEHAHN, 1979; RAYNER & BoODDY, 1988; BLANCHETTE,
1991 & 1996; SCHWARZE et al. 1999). Im Gegensatz dazu konnten vereinzelt Hyphen
von P. squamosus bei den mit Trichoderma spp. vorbehandelten Proben in den
Interzellularen und auf der Mittellamelle (Mittelschicht) beobachtet werden. Zudem
wurde ein leichter Abbau der Mittelschicht in unmittelbarer Umgebung der Hyphen
verzeichnet. Dieses Vorgehen kann interessanter Weise als Versuch gewertet
werden, den durch Trichoderma spp. hervorgerufenen widrigen Umstdnden zu
entgehen und ware zugleich eine Erklarung dafir, warum P. squamosus sich in
diesen Tests als auRerst resistent erwies und eine Trichoderma-Beimpfung nur
eingeschrénkten Erfolg hatte.

Dass es sich bei den genannten Beobachtungen nicht um die Hyphen der
Holzzersetzer, sondern um Hyphen von Trichoderma spp. handelte, kann aus
folgenden Grinden ausgeschlossen werden: So konnten an den Kontrollholzproben,
die einzig mit den Trichoderma-Arten beimpft wurden und bei denen eine Inokulation
mit den Holz abbauenden Pilzen unterblieb, in keinem Fall ein Hyphenwachstum
innerhalb der S,-Schicht der Sekundéarwand oder auf der Mittellamelle beobachtet
werden. Einzig im Lumen der Zellen, insbesondere in den Parenchymzellen, wurden
Hyphen von Trichoderma spp. verzeichnet. Zudem konnten keine Anzeichen eines
gezielten Abbaus der verholzten Zellwand festgestellt werden, was auf ein
eingeschréanktes enzymatisches Holzabbau-Potenzial der Trichoderma-Arten
hindeutet. In der Vergangenheit wurde Trichoderma spp. falschlicherweise oftmals
als Moderfauleerreger eingestuft (KuBICEK-PRANZ, 1998). Zahlreiche Studien an
Buchen-, Kiefer- und Birkenholz belegten aber, dass Trichoderma spp. auf Grund der
fehlenden Enzymausstattung nicht in der Lage ist, sich die verholzten

Zellwandbestandteile zu Nutze zu machen (BUTCHER, 1968; HULME & STRANKS,
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1970; BERGMAN & NILSSON, 1971; DANIELSON & DAVEY, 1973c). Es konnte zwar ein
durchschnittlicher Gewichtsverlust an den Holzproben durch Trichoderma spp.
festgestellt werden, dieser fiel aber mit 1,65% sehr gering aus und ist auf die
ausschlieBliche Nutzung leicht verfigbarer Kohlenhydrate und den Abbau der
Hoftlpfel zurickzufuhren. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den
Ergebnissen von HULME & STRANKS (1970), die an Kiefer ebenfalls einen Abbau der
Hoftupfel durch Trichoderma spp. sowie ein vermehrtes Hyphenwachstum im Lumen
der Holzstrahlen verzeichneten. Auf Grund der Tatsache, dass T. reesei in der Lage
ist, Cellulasen zu bilden (KoivuLA et al. 1998; TAKASHIMA et a. 1999), kann eine
eingeschrankte Nutzung der in den Zellwanden vorhandenen Hemicellulosen nicht

ganzlich ausgeschlossen werden, wurde aber in diesen Studien nicht beobachtet.

4.1.4 Wachstums- und Sporenkeimungsraten

Ein weiterer wichtiger Mechanismus im Antagonismuskomplex von Trichoderma spp.
ist die Konkurrenzkraft um Nahrung und Raum, die mafigeblich vom
Sporenkeimungs- und Wachstumsverhalten beeinflusst wird (Cook, 1979; CHET,
1990; CHET et a. 1998; HIELIJORD & TRONSMO, 1998; HoweLL, 2003). Die Keimung
und das Wachstum der Organismen werden wiederum stark durch physikalische und
chemische Umweltfaktoren bestimmt und dadurch sind Kenntnisse tber Keimungs-
und Wachstumsoptima und Uber den Einfluss suboptimaler Bedingungen auf das
antagonistische Potenzial fur den spateren Einsatz des Antagonisten elementar
(PAPAVIZAS, 1985; HIELIJORD & TRONSMO, 1998; KREDICS et al. 2003a; HARMAN, 2006).
Aus diesen genannten Grunden wurden unter kontrollierten Laborbedingungen und
unter dem Einfluss der wichtigsten Parameter wie Temperatur, pH-Wert,
Wasserverfugbarkeit und Nahrungsangebot das Keimungs- und
Wachstumsverhalten untersucht.

Sowohl die Qualitat als auch die Quantitdt der Nahrungsquelle beglnstigen das
Vorkommen und Uberdauern sowie die Dichte der Populationen (WEBSTER, 1983;
NuLTSCH, 2001). So zeigten die Holzabbauenden Pilze ihr Wachstumsoptimum auf
einem nahrstoffreichen Medium (MEA) und bei einem pH-Wert von 5. Auf dem
nahrstoffarmen Medium LNA war das Wachstumsverhalten deutlich (signifikant)
eingeschrankt, insbesondere bei einem pH-Wert von 7 (KAARIK, 1974; RAYNER &

Bopbby, 1988). Zudem besalRen die Holzzersetzer signifikant unterschiedliche
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Wachstumsraten. Wéahrend die Ganoderma-Arten die hoéchsten Wachstumsraten
aufwiesen, lie3 K. deusta das geringste Wachstum erkennen. Dies ist mit der
unterschiedlichen Lebensweise der Pilzarten und den damit verbundenen
unterschiedlichen Ansprichen an das Substrat und anderen Faktoren zu erklaren
(KAARIK, 1974; WEBSTER, 1983; RAYNER & BODDY, 1988, JAHN, 1990; BUTIN, 1996).
Die Wachstumsraten von Trichoderma spp. waren sowohl auf dem né&hrstoffreichen
als auch auf dem nahrstoffarmen Medium bei beiden pH-Werten hochsignifikant
groRer als die Raten der Holz zersetzenden Pilze. Aber auch hier hatten das
Nahrungsangebot (Substrat) und der pH-Wert einen signifikanten Einfluss auf das
Wachstum. So wurden die héchsten Raten auf dem Medium MEA und bei einem pH-
Wert von 5 verzeichnet. Fur das antagonistische Potenzial bedeutet das, dass die
Trichoderma-Arten mit ihrem deutlich hGheren Wachstum in der Lage sind, den zu
Verfigung stehenden Raum schneller zu besiedeln als die Holz zersetzenden Pilze
und somit Uber eine sehr groRe Konkurrenzkraft um die Ressource Raum verfligen
(PAPAvVIZAS, 1985; CHET, 1990; HARMAN & BJORKMAN, 1998; HARMAN, 2000).

Das Myzelwachstum der Trichoderma-Arten hangt neben dem Nahrstoffangebot und
pH-Wert sehr stark (signifikant) von der Temperatur und Wasseraktivitat (a,) ab. So
wurden bei allen Trichoderma-Arten im Schnitt das Wachstumsoptimum bei 25°C
und bei der hochsten Wasseraktivitat (a,, 0,998) festgestellt und entspricht somit den
Beobachtungen von KReDICs et al. (2000). Zudem schwankten die Wachstumsraten
zwischen den Arten und Stdmmen signifikant (GOLDFARB et al. 1989, SAMUELS,
1996). Im Mittel wurde bei T. virens die hochste Wachstumsrate ermittelt (CRoss &
KENERLEY, 2004) wohingegen T. fasciculatum ein deutlich langsameres Wachstum
aufwies.

Die Sporenkeimung ist definiert als die Transformation von einer relativ inaktiven
Spore zu einer aktiven vegetativen Pilzhyphe (MARTIN & NicoLAs, 1970). Fir ein
erfolgreiches und schnelles Keimen werden neben den Né&hrstoffen (DANIELSON &
DAVEY, 1973a,b) die Temperatur (MAGAN, 1988) und insbesondere die Feuchtigkeit
verantwortlich gemacht (MARTIN & NICOLAS, 1970; SCHLOSSER, 1993; ALDRED et al.
1999; KOHL & MoLHOEK, 2001). Vor diesem Hintergrund ist es nicht verwunderlich,
dass der Einfluss der Temperatur und der Wasseraktivitdt auf die Sporenkeimung
von Trichoderma spp. hochsignifikant war. Die schnellste Keimung (bereits nach 6h)
und die héchste durchschnittliche Keimungsrate wurden bei einer Temperatur von

25°C und der héchsten Wasseraktivitat (ay 0,998) verzeichnet.
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4.1.4.1 Diskussion zu den Einflussfaktoren

Wie bereits erwahnt, ergaben die statistischen Korrelationsanalysen signifikante
Einflisse des Substrats (Nahrstoffe), des pH-Werts, der Temperatur und der
Wasseraktivitdt auf die Keimungs- und Wachstumsrate von Trichoderma spp.
Wahrend ein suboptimaler pH-Wert und ein geringes Nahrstoffangebot das
Wachstum im Allgemeinen nur verlangsamen, wiesen hingegen die Temperatur und
insbesondere die Wasserverfugbarkeit zudem einen stark limitierenden Charakter
auf. JACKSON et al. (1991) und KREeDICS et al. (2004) konnten eine grol3e Toleranz
von Trichoderma spp. gegenuber unterschiedlichen pH-Werten ermitteln. So zeigten
Trichoderma-Arten sowohl bei sehr geringen (2) als auch bei hohen pH-Werten im
neutralen Bereich (6,8) noch ein ausgepréagtes Wachstum, wobei das pH-Optimum
bei einem Wert von 4 verzeichnet wurde. Der pH-Wert spielt als Wachstumsregulator
somit eine eher untergeordnete Rolle, allerdings weisen Studien darauf hin, dass ein
suboptimaler pH-Wert die Enzymproduktion von Trichoderma spp. beeinflussen kann
(DELGADO-JARANA et al. 2000; KReDICS et al. 2003a & 2004).

In dieser Arbeit wurde bei einer Temperatur von 5°C bei allen Trichoderma-Arten
auch nach einer Woche Inkubationszeit weder eine Sporenkeimung noch ein
Hyphenwachstum verzeichnet. Ferner besal3en alle Arten ihr Optimum bei 25°C.
Diese Beobachtungen bestéatigen die Ergebnisse von KREDICS et al. (2003a), die
nach zahlreichen Tests Trichoderma spp. als vorwiegend mesophile Organismen
einstuften, welche zudem Uber eine geringe Kalte-Toleranz verfliigen. Nach der
Literatur differiert das Temperaturoptimum zwischen den Arten (Stammen), aber im
Allgemeinen wird das Optimum ebenfalls mit 20-25°C angegeben (BADHAM, 1991,
SAMUELS, 1996; KLEIN & EVERLEIGH, 1998). Nicht alle Trichoderma-Stamme erwiesen
sich allerdings als kalteempfindlich. So zeigten Studien von JOHNSON et al. (1987)
und TURNER et al. (1997), dass sich manche Arten an kaltere Klimazonen angepasst
haben. DANIELSON & DAVEY (1973d) berichteten bereits, dass T. hamatum und T.
minutisporum eher in warmen Gebieten vorkommen, wahrend T. viride und T.
polysporum vorwiegend aus kalten Zonen isoliert wurden. TRONSMO & DENNIS (1978)
beobachteten gar ein Wachstum von T. viride und T. polysporum bei einer
Temperatur von 2°C. Ferner kann die Temperatur das antagonistische Potenzial von
nicht kalte-toleranten Trichoderma-Arten beeinflussen. So ermittelten TRONSMO &
DENNIS (1978), BADHAM (1991), EASTBURN & BUTLER (1991) und NAAR & KECSKES
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(1998) bei kalteren Temperaturen neben einer eingeschrankten mycoparasitischen
Aktivitdt zudem eine deutlich reduzierte Produktion flichtiger und nicht-fliichtiger
antibiotischer Substanzen.

Die Wasseraktivitat war in diesen Studien ebenfalls stark limitierend. Bereits bei einer
Wasseraktivitat von 0,995 waren sowohl die Sporenkeimung als auch das Wachstum
signifikant eingeschréankt und bei einer weiteren Reduzierung der Wasseraktivitat auf
0,892 konnte bereits keine Keimung und kein Wachstum mehr ermittelt werden.
Diese geringe Xero-Toleranz der Trichoderma-Arten wird durch die Beobachtungen
von LUARD & GRIFFIN (1981), MAGAN (1988) und Lupo et al. (2002) bestatigt.
Zusatzlich wird durch die Wasserverfugbarkeit die Interaktion mit anderen Pilzen
(Mycoparasitismus) sowie die Enzymproduktion beeintrachtigt (MAGAN & LACEY,
1984; MAGAN et al. 1984; WHIPPS & MAGAN, 1987; BADHAM, 1991; EASTBURN &
BUTLER, 1991; KrReDICS et al. 2000 & 2003a; CLARKSON et al. 2004).

Eine abschlieende Einschatzung der Umweltfaktoren und ihren Einflissen auf das
Wachstum von Trichoderma spp. wird durch die Tatsache erschwert, dass sich die
verschiedenen Faktoren gegenseitig in der Wirkung verstarken oder abschwachen
konnen (HARMAN, 2006; HOwEeLL, 2006). So wurde in dieser Arbeit ein signifikanter
Einfluss der unterschiedlichen Nahrmedien (N&hrstoffangebot, pH-Wert) bei einer
Temperatur von 25°C verzeichnet, hingegen konnten weder bei niedrigeren (<15°C)
noch bei héheren (>30°C) Temperaturen Signifikanzen ermittelt werden. Dies lasst
auf reduzierte Stoffwechselvorgdnge und veranderte physiologische Ablaufe bei
Trichoderma spp. unter suboptimalen Temperaturen schliel3en. Zudem wurden bei
einer reduzierten Wasserverfiigbarkeit (a, 0,995) hohere durchschnittliche
Wachstumsraten auf dem néhrstoffarmen Medium (LNA) ermittelt. Auf dem
nahrstoffreichen Medium (MEA) waren die Raten dagegen leicht reduziert. Dies
deutet auf eine durch Nahrstoffe induzierte Aktivierung (Steigerung) des
Stoffwechsels und damit einhergehend einem Anstieg des Wasserbedarfs hin, was
bei geringer Wasserverflgbarkeit zu einem eingeschrankten Wachstum flhrt
(VINDEL@V & ARNEBORG, 2002). Die genannten Punkte verdeutlichen die Komplexitat
der Wirkungsmechanismen unterschiedlicher Umweltfaktoren.
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4.1.5 Index of Dominance (Ip)

Ungeachtet der zu Beginn erwahnten Diskussionen zu der Aussagekraft der in vitro
Versuche bleibt eines unbestreitbar: Eine Betrachtung nur eines in vitro Versuches,
der ein Mechanismus aus dem Antagonistenkomplex testet, ist definitiv nicht
geeignet, einen Trichoderma-Stamm fur den Einsatz zur biologischen Kontrolle zu
selektieren. Nur eine Berucksichtigung aller wichtigen Mechanismen im
Antagonismuskomplex (Mycoparasitismus, Konkurrenz um Nahrung und Raum,
Antibiosis) garantiert zumindest eine Vorselektion eines potenten (virulenten)
Stammes, der in ad planta Versuchen weiter getestet werden kann (VizCAiNO et al.
2005). Aus diesem Grund war es sinnvoll, den Index of Dominance (Ip), der von
MAGAN & Lacey (1984) einzig fur die Dualkultur-Tests entwickelt wurde und von
RAMAKRISHNA et al. (1993) und MARIN et al. (1998) modifiziert wurde, auf alle in vitro
Versuche zu erweitern. Dieses Vorgehen erlaubte eine Darstellung der
Konkurrenzkraft unter Einbeziehung aller Versuche und damit aller Mechanismen
und zudem erleichterte es einen quantitativen Vergleich der eingesetzten

Trichoderma-Arten und Stamme in Bezug auf ihr antagonistisches Potenzial.

Die statistische Analyse der erzielten Ip-Werte lie3 neben signifikanten
Unterschieden zwischen den eingesetzten Trichoderma-Arten auch signifikante
Differenzen zwischen den T. atroviride-Stammen erkennen. So wurde bei den beiden
T. atroviride-Stammen 15603.1 & 351.93 sowie bei T. virens jeweils ein Ip-Wert von
3,6 ermittelt. Dieser Wert bedeutet, dass die Pilze Uber alle in vitro-Versuche hinweg
Uber ein hohes antagonistisches Potenzial verflugten. Hingegen lieRen T. atroviride
396.92 mit einem Ip-Index von 3 und T. fasciculatum (strictipile) mit einem Wert 2,2
nur ein eingeschranktes antagonistisches Potenzial erkennen. Diese Ergebnisse
spiegeln die Studien von HARMAN & BJORKMAN (1998), HOWELL et al. (1997 & 2000),
KusiCcEK et al (2001), HANSON & HOWELL (2004), LI et al. (2005) und HoweLL (2006)
wider, die ebenfalls bei den Arten T. virens und T. atroviride ein hohes
antagonistisches Potenzial ermittelten und zudem deutliche Unterschiede zwischen
verschiedenen Stdmmen feststellten.

Des Weiteren bekam man durch die Ip-Indices einen Uberblick Uber die Relevanz der
einzelnen Mechanismen von Trichoderma spp. So konnte man feststellen, dass die

Produktion fllichtiger antibiotischer Verbindungen im Antagonismuskomplex von
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Trichoderma spp. gegen Holz abbauende Pilze auf Grund des sehr niedrigen

durchschnittlichen Ip-Werts von 1,5 eine eher untergeordnete spielt.

Neben den unterschiedlichen Eigenschaften und Fahigkeiten der einzelnen
Trichoderma-Arten und den festgelegten Testbedingungen (C- & N-Quelle, Fe-
Angebot, P-Verfugbarkeit, pH-Wert, Temperatur, Wasserregime) waren die
Zielorganismen eine entscheidende Grof3e in den kinstlichen Laborstudien. In dieser
Arbeit war evident, dass sich in den durchgefuhrten in vitro-Tests Polyporus
squamosus als aul3erst resistent gegen Trichoderma spp. erwies. Die restlichen Holz
zersetzenden Pilze lieRen mit kleineren Einschrankungen bei allen Tests eine hohe
Anfalligkeit (Sensitivitat) erkennen. Bereits SHIELDS & ATWELL (1963) berichteten,
dass Polyporus adustus sich in vitro als sehr widerstandsfahig gegenuber T. viride
erwies. HIGHLEY et al. (1994 & 1997) ermittelten in verschiedenen Labortests eine

geringe Wirkung von Trichoderma spp. gegen den Pilz Gleophyllum trabeum.

Uber die moglichen Griinde der erhohten Resistenz von P. squamosus kann nur
spekuliert werden. Eine evolutive Anpassung auf Grund gleicher Lebensweisen kann
hier ausgeschlossen werden. Wahrend P. squamosus in der Literatur haufig als
Wundparasit eingestuft wird, der Gber Wunden ins Holz eindringt (SEEHAHN, 1979;
JAHN, 1990; BUTIN, 1996; SCHWARZE et al. 1999), ist die Gattung Trichoderma zwar
an allen Teilen der Pflanze (Phyllospéhre, Rinde, usw.) anzutreffen, besitzt aber den
Verbreitungsschwerpunkt im Boden und dort vorwiegend in der Rhizosphére (ROIGER
et al. 1991; SAMUELS, 1996; KLEIN & EVERLEIGH, 1998; SAMUELS, 2006; HOWELL, 2003
& 2006). Zudem kann eine Anpassung ausgeschlossen werden, da [. hispidus
ebenfalls als Wundparasit Uber eine ahnliche Lebensweise wie P. squamosus
verfligt, aber in den Tests aul3erst sensitiv auf die Trichoderma-Applikation reagierte.
Des Weiteren kommen externe Faktoren (Temperatur, Wasserverfugbarkeit, usw.),
die das antagonistische Potenzial von Trichoderma ssp. herabgesetzt haben
konnten, nicht in Betracht. Alle Tests wurden unter kontrollierten und gleichen
Bedingungen durchgefihrt und waren somit fur alle Pathogen/Trichoderma-
Kombinationen gleich. P. squamosus muss demnach in der Lage sein, einzelne
Mechanismen des Antagonismuskomplexes von Trichoderma spp. auszuweichen

bzw. ganz auszuschalten (Doppelstrategie).
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Die Tendenz, dem Befall durch Trichoderma spp. zu entgehen, wurde in dieser
Arbeit erstmals in den Dualkultur-Tests sichtbar. Hier wuchsen nach erstem Kontakt
mit den Trichoderma-Arten die Hyphen von P. squamosus in veranderter Form weiter
(BARTNICKI-GARCIA et al. 2000). Die einzelnen Hyphen vereinigten sich und bildeten
ganze Myzelstrange aus. Durch diese Vereinigung der einzelnen Hyphen zu einem
kompakten Gebilde wird zum einen die Oberflachengrof3e und damit einhergehend
die Angriffsflache verringert. Zum anderen werden die Hyphen, welche im Inneren
des Myzelstranges liegen, durch die physikalische Trennung von den Hyphen von
Trichoderma spp., geschitzt. Ebenfalls denkbar wére in diesem Zusammenhang,
dass durch Trichoderma spp. induziert, physiologische Vorgénge ablaufen, die die
chemische Zusammensetzung der Hyphen von P. squamosus modifizieren und
resistenter gegenuber Trichoderma spp. und deren enzymatischen Aktivitaten
machen (O'BRIEN & RALPH, 1966; WALLANDER & PALLON, 2005). In den
Interaktionsstudien wurde ebenfalls ein gezieltes Ausweichen durch ein verandertes
Holzabbaumuster (Duale Holzzersetzungsstrategie) beobachtet (Kapitel 4.1.3.1).
Durch das Wachsen auf der Mittellamelle und durch einen Abbau der Mittelschicht in
unmittelbarer Nahe der Hyphe war es P. squamosus mdglich, sich dem

Aktionsradius von Trichoderma spp. zu entziehen.

Die hohe Resistenzkraft von P. squamosus kénnte neben dem gezielten Ausweichen
der widrigen Bedingungen auch durch Manipulation von Trichoderma spp. selbst
begriindet sein. Denkbar ware hier eine Produktion und Emmitierung von
Substanzen, die in der Lage sind, einzelne Mechanismen im Antagonismuskomplex
von Trichoderma spp. aul3er Kraft zu setzen. So berichtete LuTz et al. (2003), dass
das von Fusarium culmorum und F. graminearum ausgeschiedene Mycotoxin
Trichothecene Deoxynivalenol (DON) bei Trichoderma spp. die Genexpression von
ech4?2 unterdriickte und damit die Bildung des Enzyms Chitinase. Ahnliches konnte
ZEILINGER (2004) beobachten. Hier verhinderte das Bakterium Agrobacterium
tumefaciens die Enzymproduktion. Weitere Sebstverteidigungsmechanismen von P.
squamosus konnten der aktive Efflux von antibiotischen Metaboliten sowie die

Moglichkeit der Entgiftung fungizider Substanzen sein (Durry et al. 2003).
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4.2 AD PLANTA STUDIEN MIT TRICHODERMA ATROVIRIDE KARSTEN

Ungeachtet der positiven Resultate in den aufgefiihrten in vitro-Versuchen besitzen
diese auf Grund der nicht mdglichen Berlcksichtigung aller unter Praxisbedingungen
herrschenden Okologischen und endemischen Faktoren ihre Grenzen. Aus diesem
Grund wurde mit einem selektierten Trichoderma-Stamm ad planta Studien

durchgefuhrt, deren Ergebnisse und Beobachtungen nachfolgend diskutiert werden.

4.2.1 Diskussion zu Versuch A und B

Fir den erfolgreichen Einsatz eines Trichoderma-Stammes zur biologischen
Kontrolle von phytopathogenen Pilzen ist neben dem antagonistischen Potenzial die
Fahigkeit des Antagonisten, sich auf dem Zielsubstrat zu etablieren und dort zu
persistieren, entscheidend (Cook, 1979; SAMUELS, 1996; HARMAN & BJORKMAN, 1998;
HJIELJORD & TRONSMO, 1998, MONTE, 2001; HOWELL, 2003, HARMAN, 2006).

Der ad planta Versuch A hatte einerseits zum Ziel, ein Verfahren zu formulieren,
welches den Antagonisten optimal auf den Schnittflachen etabliert, und andererseits
die Persistenz von Trichoderma sp. auf dem Substrat tber einen langeren Zeitraum
zu untersuchen. Auf Grund der Tatsache, dass die Beobachtungen und die
Ergebnisse des Versuchs A nur eine Aussage bezuglich der Persistenz des
Antagonisten auf den Schnittflachen erlaubten und keine Uber die Schutzwirkung
(Wirkungsgrad), wurden zusatzlich kinstliche Inokulationsversuche an B&umen
durchgefuhrt (Versuch B). Dieses Vorgehen ermoglichte eine statistische Analyse
und zudem konnte eine signifikante Beziehung zwischen Trichoderma-Beimpfung
und Reduzierung der Infektionsrate hergestellt werden.

Die ad planta Studien wurden mit dem Stamm Trichoderma atroviride 15603.1
durchgefuhrt, der in den in vitro-Versuchen ein hohes antagonistisches Potenzial
erkennen lie@ und der aus einer im Labor des Instituts fur Forstbotanik und
Baumphysiologie, Professur flir Forstbotanik, vorhandenen und kontaminierten
Armillaria-Kultur stammt.

Zwar empfehlen in diesem Zusammenhang einige Autoren, dass, um eine maximale
Persistenz zu erzielen (Verringerung des Anpassungsproblems), die Herkunft des
Antagonisten dem spateren Einsatzhabitat entsprechen sollte (Cook & BAKER, 1983;
ANDREWS, 1992). BLAKEMAN & FOKKEMA (1982) und ANDREWS (1992) berichteten,

dass Mikroorganismen der Phylloplane optimal an starke klimatische Schwankungen
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(Temperatur, Feuchte, UV-Strahlung) und an das N&ahrstoffangebot angepasst sind,
hingegen bodenbewohnende Organismen dort zwar kurzzeitig Uberleben, sich aber
nicht langfristig etablieren konnen. So wurden zur Bek&mpfung vascularer
Krankheiten vorzugsweise endophytische Isolate eingesetzt (BROOKS et al. 1994),
Isolate aus Béden gegen bodenbirtige Pathogene (Cook, 1979; CHET et al. 1979)
und Trichoderma-lsolate aus Fichtenholz gegen Holz zerstérende Pilze (NiCOLOTTI &
VARESE, 1996).

Jedoch existieren im Gegensatz dazu zahlreiche Untersuchungen, die belegen, dass
Bodenbakterien und -pilze erfolgreich gegen phytopathogene Erreger eingesetzt
wurden, obwohl ihre Herkunft nicht dem spéateren Zielort entsprach. So wurden unter
anderem Pseudomonaden und Actinomyceten gegen Blattpathogene und anderen
oberirdisch vorkommende Erreger mit Erfolg eingesetzt (ELAD ET AL. 1979; LEVY et al.
1989; ANDREWS, 1992; ELAD & KIRSHNER, 1993; KOVACH et al. 2000; MoussaA, 2002).
TRONSMO & RAA (1977) berichteten Uber ein Trichoderma-Isolat aus dem Boden, das
mehr als ein Jahr auf der Phylloplane Uberlebte. Inwieweit durch die Herkunft des
Trichoderma-Stammes Anpassungsprobleme existierten und die Persistenz auf dem
Substrat Holz beeinflusst wurde, wird in den folgenden Kapiteln besprochen und

diskutiert.

4.2.1.1 Re-Isolation

Das Isolieren und Bestimmen von Pilzen birgt eine Reihe von Schwierigkeiten,
insbesondere da das Arbeiten an gro3en und verholzten Pflanzenteilen einen
methodischen Sonderfall darstellt (YANG, 2005). Es ist beim Analysieren der Pilzflora
in einem definierten Raum (Schnittflache) notwendig sicherzustellen, dass die
isolierten Organismen tatsachlich auf dem Substrat vorhanden waren und nicht zu
einem spateren Zeitpunkt sich angesiedelt haben. Nach CHAPELA (1989) ist das
Isolieren von Pilzen aus grof3en, schwer zu zerlegenden Gewebeteilen wie dem
Xylem der Baume durch das nahezu unmogliche aseptische Arbeiten erschwert und
eine nachtragliche Kontamination nicht vollig auszuschlieen. Da beim Versuch A die
Re-Isolationen aus den Schnittflachen nicht im Labor, sondern vor Ort durchgefihrt
wurden und das sterile Arbeiten somit zusatzlich erschwert war, erhdhte sich
dementsprechend der Kontaminationsdruck. Um unter diesen erschwerten
Bedingungen dennoch Verunreinigungen so weit als moglich zu unterbinden bzw.

rechtzeitig zu erkennen und somit ein reprasentatives Ergebnis zu gewabhrleisten,
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wurde besonderer Wert auf grindliche Sterilisation der Werkzeuge, ein zigiges
Arbeiten sowie eine regelméfige Beobachtung der inkubierten Holzproben und
Petrischalen gelegt.

Die Re-Isolationen und das Analysieren der Pilze beim Versuch B erfolgten nicht wie
bereits beschrieben vor Ort, sondern nach einem standardisierten Verfahren im
Labor unter der Sterilbank (Kapitel 2.7.2.2). Dieses Vorgehen garantierte ein deutlich
sterileres Arbeiten, obwohl auch hier durch die verschiedenen Arbeitsschritte das
Risiko einer nachtraglichen Kontamination existierte. Zu einer Verunreinigung konnte
es (1) bei der Fallung der Baume, (2) beim Zerlegen der Segmente in die einzelnen
Einheiten, (3) beim Entnehmen der Holzstiicke und deren Platzierung auf die
N&hrmedien kommen. Somit war das Fallen der Baume zu sinnvollen Terminen, das
sorgféltige Sterilisieren der Werkzeuge und ein schnelles Weiterverarbeiten
elementar (BAuMm, 2000). Zwar wurde die Gefahr einer Verunreinigung auch durch
dieses Vorgehen nicht ganzlich abgewendet, im Gegensatz zu einer vor Ort
Isolierung konnte der Kontaminationsdruck aber deutlich reduziert werden.

Um die Etablierung und Persistenz des applizierten Antagonisten auf den
Schnittflachen so exakt als mdglich zu determineren, wurden neben dem Medium
MEA zwei flr Trichoderma selektiv wirkende Medien TSM (1) und (2) zur
guantitativen Re-lsolation verwendet (ELAD et al. 1981; ASkew & LAING, 1993). Es
zeigte sich hierbei, dass durch diese selektiven Medien das Wachstum
unerwinschter Organismen deutlich unterbunden werden konnte. Aber insgesamt
wurden keine signifikant hoheren Anteile an der Gesamtisolation im Vergleich mit
dem unselektiv wirkenden Medium MEA ermittelt. Dies ist sicherlich damit zu
erklaren, dass Trichoderma spp. durch sein sehr schnelles Wachstum sowie durch
die hohe Produktion an Sporen Uber eine hohe Konkurrenzkraft verfligt und damit
relativ leicht zu isolieren ist (PAPAVIZAS & LUMSDEN, 1982; KLEIN & EVELEIGH, 1998,
WilLLIAMS et al. 2003b).

Die Re-Isolationsergebnisse von T. atroviride der Standorte Ludwigshafen, Stral3burg
und Lehen (Freiburg) lieBen zum einen hochsignifikante Unterschiede zwischen den
Verfahren erkennen. So wurde die hdchste Re-lsolationsrate aus den Wunden
erzielt, die mit dem Verfahren C, mit einem feuchtigkeitsspeichernden Gel als
Tragersubstanz behandelt wurden. Eine ausfuhrliche Besprechung der

angewendeten Verfahren erfolgt in Kapitel 4.2.4. Zum anderen wurde durch die
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statistische Analyse deutlich, dass die Isolationsrate von Trichoderma sp. aus den
beimpften Schnittflachen hochsignifikant hoher lag als aus den unbehandelten
Kontrollwunden. Allerdings muss in diesem Zusammenhang erwahnt werden, dass
durch das durchgefiihrte Monitoring des Antagonisten im Versuch A deutlich wurde,
dass die Persistenz von T. atroviride in einem Zeitraum von 30 Monaten an den
Standorten bereits stark eingeschrénkt war. So lag bspw. die Isolationsrate des
Antagonisten am Standort Ludwigshafen nach 2 Monaten im Schnitt deutlich héher
als nach 30 Monaten. Zudem konnte bei einer Betrachtung der Isolationsraten als
logarithmische Funktionen (KOHLER et al. 2002), eine langfristige Prognose fir die
Standorte Ludwigshafen und Stral3burg erstellt werden. Dadurch wurde deutlich,
dass die Raten aus den behandelten Wunden sich langfristig an die Isolationsraten
der Kontrollwunden annéahern. Eine abnehmende Re-Isolationsrate von T. harzianum
und einzelnen Stdmmen von T. viride auf Holz wurde ebenfalls von POTTLE et al.
(1977) und MERCER & KIRK (1984b) ermittelt. Inwieweit abiotische und biotische
Faktoren das Verbleiben von T. atroviride auf den Schnittflachen beeinflusst haben,
wird im Kapitel 4.2.2 auf Grund der Komplexitat ausfuhrlich diskutiert.

Die Re-lIsolationsergebnisse entlang des Tiefengradienten (Versuchs B) ergaben,
dass T. atroviride sich vorwiegend in Oberflachennahe der Schnittwunde aufhalt und
nur bedingt in der Lage war, ins Stamminnere vorzudringen. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit den Beobachtungen aus dem in-vitro Versuch
Interaktionsstudien an Holz. Auf Grund des eingeschrankten enzymatischen
Holzabbau-Potenzials war T. atroviride auch hier nicht in der Lage, das Innere der
Holzproben zu besiedeln. Zudem erfolgte die Expansion ausschliel3lich Uber
Tupfelverbindungen und vorwiegend in den Parenchymzellen, wahrend andere
Zellelemente nicht besiedelt wurden. Diese Beobachtungen sowie die Re-
Isolationsraten entlang des Tiefengradienten untermauern die These, dass T.
atroviride das Substrat Holz nicht weit reichend erschlie3en kann und somit nicht in
der Lage ist, auf Dauer im Holz zu verweilen.

Diese Aussage darf allerdings nicht verallgemeinert werden und gleichzeitig sollte
der Gattung Trichoderma nicht grundsatzlich eine Unfahigkeit, Holzbestandteile zu
erschlieBen und im Holz zu persistieren, unterstellt werden. Zum einen konnte
LONSDALE (1992) auch noch nach funf Jahren aus einer behandelten Wunde den
Antagonisten T. viride isolieren. MERCER & KIRK (1984b) ermittelten bei einigen T.

viride Stammen die Fahigkeit, Gber einen langeren Zeitraum in Schnittwunden zu
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Uberdauern. Zum anderen existieren zahlreiche Arbeiten, die Trichoderma spp. aus
unbehandeltem und liegendem Holz (SCHMIDT & MORETH, 2002; YANG, 2005), aber
auch aus lebenden Baumen (Schnittflachen) isoliert haben (GADGIL & BAWDEN, 1982;
VEGH et al. 1994; NicoLoTTl & VARESE, 1996). Auch die in dieser Arbeit erzielten
Isolationen von Trichoderma spp. aus den unbehandelten Wunden lassen auf eine
madgliche Anpassung von Trichoderma-Arten (-Stammen) an das Substrat Holz
schlie3en.

Eine weitere Erklarung fur die stetigen Trichoderma-Isolationen wére, dass es sich
um endophytisch lebende Trichoderma-lsolate handelt. So konnten EVANS et al.
(2003) aus dem Baum Theobroma gileri haufig Trichoderma spp. isolieren und als
Endophyten klassifizieren. Beruhend auf diesen Ausfluhrungen ist mit statistischer
Sicherheit auszuschlieBen, dass die Re-Isolationsergebnisse durch eine
nachtragliche Kontamination mit Trichoderma spp. zu Stande kamen. Des Weiteren
erhartet sich der Verdacht, dass einzelne Trichoderma-Stamme in der Lage sind, die
Okologische Nische Holz zu besetzten und als Lebensraum zu gewinnen. So kdnnte
die mangelnde Persistenz des applizierten Stammes T. atroviride 15603.1 durchaus
auf seine Herkunft und damit einhergehend mit der fehlenden Anpassung an das

Substrat Holz zurtickzufihren sein.

4.2.1.2 Wundparameter

Als Wundparameter wurden neben der Holzverfarbung (axial, radial, tangential) auch
die Wunduberwallung (Kalluskoeffizient) herangezogen. Der Schwerpunkt der
Auswertungen lag einerseits auf moglichen Unterschieden zwischen den Baumarten
beziglich Verfarbung und Kalluswachstum und andererseits inwieweit die Holz
abbauenden Pilze und T. atroviride einen Einfluss auf diese Parameter besal3en.
Zahlreiche Autoren berichteten, dass die Ausmal3e der Holzverfarbung stark mit der
Schnitttechnik korrelierten (SHIGO, 1980 &1984a,b; LIESE et al. 1988; DUJESIEFKEN et
al. 1988 & 1998; DUJESIEFKEN & STOBBE, 2002). Bei einer falschen Schnittfihrung
(stammparallel) wurde eine deutlich groRere Verfarbungsflache ermittelt als bei einer
Schnittflihrung am Astring. Aus diesem Grund wurden die Schnittmaf3nahmen nach
der gultigen Richtlinie der ZTV-Baumpflege (2006) durchgefihrt (Abbildung 74). Da
die Schnitttechniken bei allen Baumarten angewendet wurden, war eine

Vergleichbarkeit der Behandlungen und ihrer Wirkungen somit gewahrleistet.
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Abb. 74: A: Die Folge einer stammparallelen Schnittfihrung ist zum einen eine gréRerer Wundflache
und zum anderen werden die Rinde und das Kambium des Stammes in Mitleidenschaft gezogen. B:
Der Schnitt am Astkragen hinterlasst eine kleinere Schnittfliche und garantiert, dass Rinde und
Kambium des Stammes unverletzt bleiben.

Bei allen Baumarten konnte die grof3te Ausdehnung an verfarbter Flache in axialer
Richtung ermittelt werden, gefolgt von der radialen und tangentialen Ebene (LIESE et
al. 1988; BosSTOCK & STERMER, 1989; BLANCHETTE, 1991). Bei der Baumart Populus
nigra wurde in allen 3 Richtungen die gro3te verfarbte Flache verzeichnet, wahrend
Tilia platyphyllos, Acer pseudoplatanus deutlich geringere und Quercus rubra die
geringste Ausdehnung aufwiesen. Die ermittelten Werte stehen somit im Einklang mit
den Beobachtungen von DUJESIEFKEN (1991), der die Pappel als einen sehr
schlechten Kompartimentierer beschrieb, wahrend er Eiche, Ahorn und Linde ein
gutes Abschottungsvermdgen ausstellte. Zudem wurde durch die statistische
Korrelationsanalyse deutlich, dass die Grol3e der Verfarbung mit der Wundgréf3e bei
allen Baumarten stark korreliert (DUJESIEFKEN & STOBBE, 2002; EISNER et al. 2002).
Diese Beziehung wurde insbesondere bei der Baumart Populus nigra deutlich, was
wiederum mit dem mangelnden Abschottungsvermdgen zu erklaren ist.

In den meisten Fallen beschrankten sich die Ausmale der Verfarbung auf den
Astholzbereich, der durch einen eigenen Holzaufbau charakterisiert ist (SHIGO, 1980
& 1984b; LIESE et al. 1988; DUJESIEFKEN et al. 1998). Ausnahmen waren einzelne
Astflachen, die mit den Holz zersetzenden Pilzen inokuliert waren. Hier erstreckte
sich die Verfarbung lGber den Astbereich bis ins Stamminnere hinein. Insgesamt war
die Expansion der Verfarbung bei den mit Holz abbauenden Pilzen inokulierten
Wunden signifikant groRer als bei den mit Trichoderma sp. behandelten Astflachen.
Studien von SHIGO (1984a), SCHWARZE (2002), SCHWARZE & Baum (2000) und

SCcHWARZE et al. (2002) zeigen, dass durch das invasive Vordringen Holz
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zersetzender Pilze und das Uberwinden von Abwehrmechanismen (Reaktions-/
Barrierezone) des Baumes sich der verfarbte Bereich sukzessive vergrof3ert.
Signifikante Unterschiede zwischen den in den Inokulationsversuchen eingesetzten
Holzzersetzern in Bezug auf die Verfarbung konnten nicht verzeichnet werden.
Allerdings wurden die gré3ten Ausmalle bei G. adspersum ermittelt, was darauf
zuruckzufiihren ist, dass der Pilz auf Grund seiner héheren Holzabbaurate (Kapitel
3.1.3.2) und seiner Fahigkeit, polyphenolische Substanzen abzubauen, in der Lage
war, tiefer ins Holz einzudringen (BAuM, 2000; SCHWARZE & FERNER, 2003).

Ein weiterer untersuchter Aspekt war die Wundiberwallung, die mit Hilfe des
Kalluskoeffizienten dargestellt wurde. Die Baumarten zeigten hierbei signifikante
Unterschiede bezuglich der tberwallten Flache. Diese Unterschiede zwischen den
Baumarten sind sicherlich mit ihrer unterschiedlichen genetischen Anlagen zu
erklaren (SHIGo et al. 1977).

Durch die Kategorisierung der Uberwallten Flache (Kapitel 3.2.2.3) wurde deutlich,
dass die Wundheilung durch die Inokulation mit den Holz zersetzenden Pilzen,
insbesondere durch G. adspersum, leicht verzégert wurde.

AsieGBU et al. (1999); HARMAN & BJORKMAN (1998) und BAILEY & LUMSDEN (1998)
berichteten zusammenfassend Uber die Mdoglichkeit einer Steigerung des
Wachstums von Pflanzen durch Trichoderma spp. Bereits LINDSEY & BAKER (1967)
konnten in ihrer Arbeit eine Forderung des Pflanzenwachstums bei unterschiedlichen
Pilzen wie Chaetomium sp., Rhizopus nigricans und Trichoderma spp. durch
Stimulierung der Wurzelaktivitat feststellen.

In dieser Arbeit wurde weder ein positiver noch ein negativer Einfluss von T.

atroviride auf das Kalluswachstum ermittelt.

Neben der genetischen Ausstattung der jeweiligen Baumart, der Aggressivitat des
Pilzes und der Jahreszeit, in der die Verletzung entstand, (ARMSTRONG et al. 1981) ist
nach SHORTLE & SMITH (1990) die WundgroRe fur die Wundiberwallung
entscheidend. So konnte in dieser Arbeit eine signifikante negative Korrelation
zwischen der WundgréRe und der Wunduberwallung hergestellt werden. Bei
steigender WundgréRe nahmen der Kalluskoeffizient und damit die Uberwallte Flache

stark ab.
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4.2.1.3 Wirkungsgrad

Ein elementarer Aspekt der erfolgreichen biologischen Kontrolle von
Schadorganismen ist letztendlich die Wirkung des Antagonisten im Feld (KLOEPPER,
1991; ELSHERIF & GROSSMANN, 1994; WobDzINskI et al. 1994). Aus diesem Grund
wurden die kinstlichen Inokulationsversuche (Versuch B) durchgefiihrt und der
Wirkungsgrad [%] von T. atroviride gegen die eingesetzten Holz abbauenden Pilze
(Inonotus hispidus, Ganoderma adspersum & Polyporus squamosus) nach der
Formel von ABBOTT (1925) ermittelt.

Fur die Festsetzung der Infektionsrate der einzelnen Holzzersetzer dienten die
Wunden, aus denen der jeweilige Pilz re-isoliert werden konnte (GADGIL & BAWDEN,
1982; GLASS & MCKENzIE, 1989; WARDLAW & NEILSON, 1999), unabhangig davon ob
eine weit reichende Zersetzung sichtbar war oder sich diese nur auf den Astbereich
beschrankte (SHIGO, 1984b).

Die hochste Infektionsrate bei den unbehandelten Wunden erzielte G. adspersum,
gefolgt von P. squamosus und I. hispidus. Die erfolgreiche Infektion der unbeimpften
Schnittflachen (@ 78,7%) mit diesen Pilzen ist damit zu erklaren, dass es sich um
Pilzarten (I. hispidus, P. squamosus) handelt, die in der Lage sind, Uber Wunden
(Splintholz) invasiv ins Holz einzudringen (JAHN, 1990; BUTIN, 1996; SCHWARZE et al.
1999) und Uber das Potenzial verfigen, wie G. adspersum, phenolische Substanzen
abzubauen (Baum, 2000; SCHWARZE & FERNER, 2003). Hinzu kommt zum einen, dass
mit einem hohen Inokulum gearbeitet wurde, welches entscheidend fir die
Aggressivitat der Pilze ist (REDFERN & FiLiP, 1991; SCHLOSSER, 1993), und zum
anderen, dass die Inokulation unter optimalen  Temperatur- und
Feuchtigkeitsbedingungen fur die Pilze erfolgte (Monatswerte: @ Temperatur 23°C,
Niederschlag 46,3mm).

Durch die vorherige Trichoderma-Beimpfung der Schnittflachen konnte die
durchschnittliche Infektionsrate hochsignifikant reduziert werden, was einem
Wirkungsgrad von 82,3% entsprach. Die starkste (hochsignifikante) Wirkung wurde
mit einem Wirkungsgrad von Uber 90% bei [ hispidus und G. adspersum
verzeichnet. Dies ist insofern interessant, da diese Pilze sich in den in vitro-Tests als
weitgehend sensitiv (anfallig) gegenuber T. atroviride 15603.1 erwiesen. Einen
deutlich geringeren Wirkungsgrad mit 62,4% erzielte T. atroviride bei P. squamosus,
was ebenfalls die Beobachtungen der Resistenz von P. squamosus gegenuber

Trichoderma spp. aus den in vitro-Studien bestatigt (DUFFy et al. 2003). Dass T.
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atroviride in der Lage war, die Infektionsrate bei P. squamosus zwar nicht
hochsignifikant, aber dennoch signifikant und bei /. hispidus und G. adspersum
hochsignifikant zu reduzieren, ist, wie bereits erwahnt, mit den optimalen
klimatischen Bedingungen zu erklaren. Diese ermdglichten eine optimale Etablierung
auf den Schnittflachen. Des Weiteren wurde die Beimpfung mit dem Antagonisten 3
Wochen vor der Inokulation der Holzzersetzer durchgefuihrt, was wiederum zur Folge
hatte, dass sich der Antagonist bereits auf dem Substrat etablieren konnte, die
Schnittflache weitgehend mit seinem Myzel besiedelte und in dem frihen Stadium
Uber eine hohe biologische Fitness (hohes antagonistisches Potenzial) verflgte
(BRUNNER et al. 2005). Andere Studien zeigten ebenfalls, dass bestimmte
Trichoderma-Arten (-Stdmme) in der Lage sind, die Infektionsrate Holz zersetzender
Pilze zu reduzieren. So konnte durch eine T. viride Applikation eine Besiedlung der
Wunden von Acer rubrum fur viele Monate durch Holzzersetzer weit gehend
verhindert werden (POTTLE & SHIGO, 1975). PoTTLE et al. (1977) erzielte an
derselben Baumart mit 7. harzianum eine ahnlich hohe Wirkung. MERCER & KIRK
(1984b) reduzierten mit T. viride erfolgreich eine Besiedlung von Wunden an Buche.
Hingegen konnten SPIERS & BREWSTER (1997) keine signifikante Reduzierung der
Infektionsrate von Chondrostereum purpureum an Weide (Salix spp.), Apfel (Malus
domestica) und Pfirsich (Prunus persica) ermitteln.

Die in dieser Arbeit erzielten positiven Ergebnisse sollten allerdings mit Vorsicht
betrachtet und nicht verallgemeinert werden. So ist an dieser Stelle zu betonen, dass
es sich bei dem erzielten Wirkungsgrad um eine protektive Wirkungsweise handelte
und dieses Ergebnis nicht ohne Einschrankung auf eine eradikative oder kurative
Anwendung von Trichoderma sp. Ubertragen werden kann (AusT et al. 1999). So
wies eine kurative Anwendung von T. viride gegenuber Stereum purpureum, dem
Erreger des Bleiglanzes an Prunus persica, eine unzureichende Wirkung auf. (DuBos
& RICARD, 1974). Ferner kann nicht von einer generellen protektiven Wirkung von T.
atroviride 15603.1 gegen G. adspersum und I. hispidus ausgegangen werden. So ist
zu vermuten, dass durchaus Unterschiede zwischen Stammen der Art G. adspersum
und /. hispidus bezuglich der Aggressivitait und der Resistenz gegeniber
Trichoderma spp. existieren. Zwar zeigten beide in dieser Arbeit verwendeten
I.hispidus-Stamme keine Unterschiede beziiglich der Sensitivitat. Dagegen ermittelte
GIOVANNINI et al. (2004) deutliche Differenzen zwischen Grifola frondosa- und

Fomitopsis pinicola-Stammen beziglich der Resistenz gegen T. viride.
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Ein weiterer Punkt, der berlcksichtigt werden muss, ist die mangelnde Persistenz
des Antagonisten. Auf Grund seiner Herkunft und durch zahlreiche andere Faktoren
(siehe folgendes Kapitel) ist nur eine eingeschrankte Fahigkeit, im Substrat Holz zu
verweilen, gegeben. Eine Infektion mit Wundparasiten wird nicht auf einen optimalen
Zeitpunkt fur den Antagonisten (hohe biologische Fitness), 3 Wochen nach der
Trichoderma-Applikation beschrankt bleiben, sondern ist auch zu einem sehr viel
spateren Zeitpunkt moglich (RAYNER & BobDy, 1988). Gegebenenfalls zu einem
Zeitpunkt, da der Antagonist nicht mehr flachendeckend vorhanden und durch
widrige Bedingungen seine biologische Fitness und damit einhergehend sein

antagonistisches Potenzial eingeschréankt ist (KReDICS et al. 2003a).

4.2.2 Persistenz von T. atroviride auf dem Substrat

Wie bereits erwahnt, war die Persistenz des Antagonisten auf Grund seiner Herkunft
und damit seiner fehlenden genetischen Anpassung auf den Schnittflachen stark
eingeschrankt. Im Folgenden wird auf der Grundlage eigener Beobachtungen sowie
Ergebnisse anderer Studien eine Darstellung der moéglichen abiotischen und
biotischen Faktoren, die die biologische Fitness und damit das Uberdauern von T.
atrovirde beeinflusst haben, erfolgen. In Abbildung 75 sind die verschiedenen
Einflussfaktoren zusammenfassend dargestellt.

4.2.2.1 Abiotische Einflussfaktoren

In diesem Kontext werden vor allem die klimabestimmenden Parameter (UV-
Strahlung, Niederschlag, Emissionen und Temperatur) als abiotische Faktoren
zusammengefasst.

Wie bereits im Kapitel 4.1.4.1 zu den Wachstums- und Sporenkeimungstests
ausfuhrlich diskutiert, ist insbesondere die Wasserverfugbarkeit (1) ein elementarer
Bestandteil fir optimale Stoffwechselvorgange (LUARD & GRIFFIN, 1981; MAGAN,
1988; Lupo et al. 2002; KReDICS et al. 2003a). Dies wurde zusatzlich durch einen
Vergleich der Re-Isolationsergebnisse von T. atroviride mit Klimadaten, die einen
signifikanten Einfluss des Niederschlags auf die Isolationsrate ergaben, bestatigt.
Durch Verletzungen, bei denen das Xylem der Baume freigelegt wird, findet durch
Lufteinbruch im Laufe der Zeit eine Austrocknung der Wundflache statt (MERCER,

1982; BosToCK & STERMER, 1989). Dies wird beschleunigt, wenn die Schnittflache
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vermehrt Sonneneinstrahlung (2) und Luftzirkulationen ausgesetzt ist (ARMSTRONG et
al.,, 1981; DUJESIEFKEN et al. 1998; EISNER et al. 2002). Beruhend auf diesen
Ausfuhrungen wére zu erwarten, dass insbesondere die Schnittflachen, welche in
sudlicher (westlicher) Richtung exponiert waren, durch die verstarkte Einstrahlung
und damit schnelleren Austrocknung eine signifikant geringere Re-Isolationsrate
aufweisen. Allerdings konnte nur eine Tendenz, aber keine statistische Abh&ngigkeit
der Persistenz von der Himmelsrichtung festgestellt werden. Dies ist sicherlich damit
zu erklaren, dass sich die Wunden vorwiegend in Stammnahe befanden, durch die
Krone (Aste & Blatter) weitgehend beschattet waren, wodurch der Effekt der
Sonneneinstrahlung vermindert wurde. Die Strahlung besitzt zu den bereits
genannten Punkten zusatzliche Auswirkungen auf den Antagonisten. Als einen
durchaus positiven Effekt ist die Induzierung der Sporenbildung bei Trichoderma spp.
durch UV-Strahlung zu erwahnen, die dadurch eine schnelle Ausbreitung auf dem
Substrat moglich macht (BETINA & FARKAS, 1998). Bei lang anhaltender UV-Strahlung
greift diese allerdings nicht nur in physiologische Vorgange ein, sondern sie kann
auch eine Variation im Genom von Trichoderma spp. induzieren (MIGHELI et al. 1994;
HARMAN et al. 1998). Durch diese hervorgerufene Mutation kann das antagonistische
Potenzial eines virulenten Trichoderma-Stammes eingeschrankt werden (HARMAN et
al. 1998). Des Weiteren findet durch eine Sonneneinstrahlung eine Erwarmung statt.
Die Temperatur (3) wiederum besitzt, wie bereits in Kapitel 4.1.4.1 besprochen,
einen starken Wachstums limitierenden Effekt auf Trichoderma spp. (BADHAM, 1991,
SAMUELS, 1996; KLEIN & EVERLEIGH, 1998). Allerdings ergab die Korrelationsanalyse
mit den gewonnenen Re-Isolationsergebnissen von T. atroviride und den Klimadaten
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Temperatur und Uberdauern des
Antagonisten (Re-Isolationsrate). Dies lasst den Schluss zu, dass die Temperatur,
insbesondere da der Antagonist auf Grund seiner genetischen Anpassung mesophile
Temperaturen bevorzugt (KrRebics et al. 2003a), das Wachstum signifikant
beeinflusst, aber nicht unbedingt die Persistenz.

Ein weiterer Punkt der in diesem Zusammenhang erwahnt werden sollte ist die
Emission (4) von Schadstoffen, die eventuell das Uberdauern von T. atroviride auf
dem Substrat negativ beeinflusst haben kénnte. Allerdings zeigen Arbeiten von
LYNCH & MOFFAT (2005) und HARMAN et al. (2005), dass Trichoderma spp. durchaus
in der Lage ist, starke chemische Belastungen zu tolerieren und sogar fur die

mikrobiologische Sanierung schadstoffbelastender Béden eingesetzt wird.
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Abb. 75: Skizzierung moéglicher Einflussfaktoren auf die Persistenz von T. atroviride

(1) Niederschlag
(2) UV-Strahlung
(3) Temperatur
(4) Emissionen

(1) Nahrstoffe
(2) Stressmetaboliten
(3) Reaktions-/Barrierezone

(1) Bakterien
(2) Fusarium spp.
(3) sonstige Organismen / Endophyten

(4) Holzfeuchte
(5) Organisationsstufe des Hydrosystems
(6) Splint- Kernholz
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4.2.2.2 Biotische Wechselwirkungen

Unter den biotischen Interaktionen werden der Einfluss des Substrates (Baum) und

die Interaktionen mit anderen Organismen zusammengefasst (Abbildung 75).

Insbesondere das Substrat besitzt entscheidenden Einfluss auf die Persistenz des

Antagonisten. Die Grinde fur die starke Wirkung des Holzes auf die Dichte des

Antagonisten werden in folgenden Punkten gesehen.

(1)

(2)

3)

(4)

Beim Schnitt der Baume treten die Zellsafte (Cytoplasma) durch die Verletzung
der Zellen und durch das erhohte osmotische Potenzial vermehrt auf den
Schnittflachen aus. Die verschiedenen austretenden Stoffe wie Zucker und
Alkohle (ZIMMERMANN & ZIEGLER, 1975) dienen flr viele Organismen u. a. auch T.
atroviride als leicht verfigbare Kohlenstoffquellen und ermdglichen eine schnelle
Entwicklung auf den Schnittflachen (REeiR, 1986). Bei einem Verbrauch dieser
Stoffe kann es bei T. atroviride, da er nicht in der Lage ist, Holz als
Nahrstoffquelle weit reichend zu erschlieRen, zu einem Versorgungsmangel an
elementaren Nahrstoffen und dadurch zu einer Minderung der Fitness kommen.
Im Splintholz werden nach Verletzungen neben diesen fur Antagonisten positiven
Stoffen auch fungistatisch und sogar fungitoxisch wirkende Stressmetaboliten
(Alkaloide, Stilbene, Phenylpropanoide usw.), die eine Entwicklung von
Organismen verlangsamen oder ganz unterbinden kénnen, ausgeschieden (KEmpP
& BURDEN, 1986; VENALAINEN et al. 2003). Beruhend auf den Ausfuhrungen muss
eine mdogliche Beeintrachtigung der Entwicklung von T. atroviride auf dem
Substrat durch diese Substanzen (Phytoalexine) in Betracht gezogen werden.

In diesem Zusammenhang sind die Reaktionszonen und Barrierezonen, die
zusatzlich zu diesen Phytoalexinen auch Einlagerungen von polyphenolischen
Substanzen beinhalten zu nennen. So findet in den Zelllumina eine Verthyllung
und in den Zellwénden eine Inkrustierung mit Lignin sowie Adkrustierung mit
Suberin statt (BIGGs, 1987). Die Einlagerungen dienen dazu, invasive
Organismen aufzuhalten und zu kompartimentieren (SHIGO, 1984a; PEARCE,
2000; VENALAINEN et al. 2003). Durch diese in Wundnéahe pilzwidrigen Umstande
war fur den Antagonisten ein tieferes Eindringen ins Holz stark erschwert (Kapitel
3.2.2.1)

Die Holzfeuchte, wie bereits ausfuhrlich in den vorherigen Kapiteln 4.1.4.1 &
4.2.2.1) besprochen, hatte mit Sicherheit einen entscheidenden Einfluss auf die

Persistenz.
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(5) Wie die gewonnen Re-Isolationsergebnisse aus Versuch A zeigten, war die
Entwicklung und Persistenz des Antagonisten auf dem Kernholz stark
eingeschrankt (Kapitel 3.2.1.1). Beruhend auf den vorherigen Ausfuhrungen wird
deutlich, dass das Kernholz zum einen durch seine geringe Holzfeuchte und zum
anderen durch die Einlagerung an pilzwidrigen Substanzen einen entscheidenden
Einfluss auf die rdumliche Verteilung des Antagonisten auf den Schnittflachen
hatte. Bereits SHIGO & HiLLs (1973) beschrieben die spezifischen und fiir viele
Mikroorganismen widrigen Charakteristika des Kernholzes. Im Widerspruch zu
diesen Ausfiihrungen steht allerdings, dass keine signifikanten Unterschiede
zwischen Splint- und Kernholzbaumen in Bezug auf die Re-Isolationsrate ermittelt
wurden. Eine moégliche Erklarung hierfir konnte sein, dass die durchschnittliche
Wundgrof3e 8 cm betrug und damit auch viele Schnittflachen beprobt wurden, bei
denen der Kernholzanteil sehr gering bzw. noch nicht ausdifferenziert war. Diese
Annahme wird zudem bestatigt, dass bei zunehmender Wundgréf3e die Re-
Isolationsrate von T. atroviride deutlich abnahm und dies wiederum mit dem
steigenden Anteil von Kern- zu Splintholz zu erklaren ist.

(6) Die histologischen Studien ergaben, dass T. atrovirde vorwiegend in den
Parenchymzellen vorkommt und sich tber Tupfelverbindungen ausbreitet (Kapitel
4.1.3.1). Aus diesem Grund ist die Organisationsstufe des Hydrosystems, welche
die Zellelemente (Parenchymzellen) und ihre Anordnung im Holz widerspiegelt
(BRAUN, 1982), fur die raumliche Verteilung des Antagonisten auf dem Substrat
mit entscheidend. Es ist damit zu rechnen, dass durch einen erhfhten Anteil an
lebenden Zellen die Verbreitung und damit die Persistenz des Antagonisten

verbessert wird.

Die Isolationsergebnisse der Versuche A und B zeigten, dass der neu geschaffene
Raum (Schnittflachen) von zahlreichen Organismen sukzessive besetzt wurde
(Kapitel 3.2.1.2 & 3.2.2.2). Die Wechselbeziehungen mit anderen Organismen stellen
somit einen weiteren bedeutenden Punkt im Kontext der Persistenz von T. atroviride
dar. Nach KLEIN & EVELEIGH (1998) kann eine detaillierte Erfassung aller
Interaktionen zwischen Organismen wegen der grol3en Komplexitat nur ansatzweise
erfolgen. Lockwoob (1992) und WickLow (1992) versuchten in einem entwickelten
Okologischen Konzept die Interaktionen zwischen pilzlichen Populationen

untereinander und mit anderen Organismen einzugrenzen. Sie beschrieben, dass die
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Interaktionen vorwiegend durch Konkurrenz um die Ressourcen Nahrung und Raum
hervorgerufen werden und meist mittels zwei unterschiedlichen Strategien erfolgen
(exploitation competition & interference competition). LOcKwooD (1992) definierte die
.exploitation competition® als eine Konkurrenz, die nur auf eine schnellere
ErschlieBung der knappen Ressourcen ohne direkte Interaktion (Hemmung) des
Konkurrenten beruht. Die ,interference competition“ dagegen geht von einer direkten
chemischen oder mechanischen Interaktion aus, die es einem Organismus
ermoglicht, durch Hemmung eines Anderen die Ressourcen zu erschlieRen
(WickLow, 1992). In der Regel werden beide Strategien von einem Organismus
verfolgt.

Neben der Gattung Alternaria und Fusarium nahmen die Bakterien einen grof3en
Anteil an der Gesamtzahl der isolierten Organismen ein. Beruhend auf den
vorherigen Ausfihrungen ist davon auszugehen, obwohl kein statistischer
Zusammenhang zwischen diesen Organismen und fehlender Persistenz des
Antagonisten hergestellt wurde, dass die auf den Schnittflachen isolierten Pilze und
Bakterien direkt (interference competition) und/oder indirekt (exploitation competition)
mit T. atroviride interagierten. Bereits SIMON & SIVASITHAMPARAM (1988) ermittelten in
kinstlichen Inokulationsversuchen einen hemmenden Einfluss verschiedener
Bakterien (1) auf Trichoderma spp. In ahnlichen in vitro-Tests zeigten vor allem die
Bakterien Clavibacter michiganese und Pseudosomas syringae eine signifikante
Hemmwirkung gegen Trichoderma spp., die auf eine Produktion antibiotischer
Substanzen zurlUckzufiihren war (NAAR & KECSKES, 1998). Die Autoren NAAR &
KECSKES (1998) und KRrREeDICS et al. (2003a) beschreiben den Einfluss der Bakterien
auf Trichoderma spp. als eine entscheidende Grdl3e im Kontext der biologischen
Kontrolle. Dies wird dadurch bestatigt, dass Agrobacterium tumefaciens in der Lage
ist, die Enzymbildung bei T. atroviride zu unterdricken und damit das
antagonistische Potenzial einzuschranken (ZEILINGER, 2004). Eine &hnliche Situation
ergibt sich bei der Betrachtung der mdéglichen Interaktionen zwischen Fusarium spp.
(2) und T. atroviride. Zwar existieren Studien, in denen Trichoderma spp. ein hohes
antagonistisches Potenzial gegen Fusarium-Arten aufwies (CHET, 1990;
SCARSELLETTI & FAULL, 1994; SCHIRMBOCK et al. 1994; COONEY & LAUREN, 1998).
Demgegeniber ermittelte Lutz et al. (2003), dass das von Fusarium culmorum und

F. graminearum ausgeschiedene Mycotoxin in der Lage ist, die Genexpression von
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ech42 und damit die Bildung des Enzyms Chitinase bei Trichoderma spp. zu
unterdricken.

Inwieweit andere Organismen (3) mit dem Antagonisten auf den Schnittflachen
interagierten, kann auf Grund fehlender Arbeiten nur spekuliert werden. Zusatzlich zu
den Organismen, welche sich sukzessive auf den Schnittflachen angesiedelt haben,
ist eine Interaktion zwischen Trichoderma sp. und endophytischen Pilzen und
Bakterien nicht auszuschlieRen (CHAPELA, 1989, BROOKS et al. 1994; EvANS et al.
2003). Hinzu kommt, dass die Persistenz nicht nur durch interspezifische
Konkurrenz, sondern auch durch intraspezifische Wechselwirkungen beeintrachtigt
werden konnte. So erwahnt HARMAN et al. (1998) die Mdglichkeit, dass durch eine
Verschmelzung von Myzelien (Plasmo- Karyogamie) zweier Trichoderma-Stamme,
die Uber ein unterschiedliches antagonistisches Potenzial verfiigen, die Fahigkeiten

des potenten Stammes verloren gehen kann.

4.2.3 Diskussion zur Pilzanalyse

Mit Hilfe der Diversitats-Indices werden die Artenzahl und Abundanz, mit der jede Art
vertreten ist, miteinander verbunden (LubwiG & REyNoLDS, 1988). Durch dieses
Vorgehen wird die quantitative Erfassung und Darstellung der Diversitat sowie
Vergleiche verschiedener definierter Raume erleichtert. Die in dieser Arbeit
verwendeten Indices waren der Shannon-Weaver- und Margalef-Index sowie der
Verteilungswert E (Evenness), die bereits von einigen Autoren zur Charakterisierung
von Pilzpopulationen herangezogen wurden (MARIA & SRIDHAR, 2002; RICHARD et al.
2005; PAuLUs & GADEK, 2006).

Die Auswertung dieser Diversitats-Indices liel3 im zeitlichen Verlauf durch steigende
Werte eine sukzessive Besiedlung der Schnittflichen erkennen. Diese Sukzession
an Bakterien und Pilzen wurden ebenfalls von SHIGO (1984b) und SPIERS &
BREWSTER (1997) beobachtet. FRANKLAND (1992) beschreibt, dass die Flachen zuerst
von schnell wachsenden ubiquitaren Organismen besiedelt werden, die dann
wiederum die Etablierung und Entwicklung anderer Pilze auf der jeweiligen Flache
beginstigen. Interessant war in diesem Zusammenhang, dass der Verteilungswert E
keine dominaten Gattungen auf den Schnittflachen erkennen lie3 und dies ebenfalls
als ein Indiz fur eine natirlich ablaufende Sukzession gesehen werden kann (PAuLUS
& GADEK, 2006).

153



DISKUSSION

SMITH et al. (1981) postulierte, dass einige Pilze wie Phialophora melinii, die im Zuge
der Sukzession auf den Schnittflachen auftreten, in der Lage sind, die phenolischen
Substanzen der Reaktionszonen zu modifizieren, so dass die Resistenz gegen eine
Besiedlung von Holz abbauenden Pilzen eingeschrankt wird. Nach SMITH et al.
(1981) konnte durch eine Beimpfung der Schnittflachen mit 7. harzianum eine
Besiedlung mit  Phialophora-Arten reduziert werden und dadurch die
Widerstandskraft der RZ gegen Féauleerreger erhalten bleiben (passive Resistenz).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen mittels der Diversitats-Indices und des
Verteilungswertes E ergaben, dass die beimpften Schnittflachen eine deutlich
verminderte Diversitat aufwiesen und T. atroviride als dominante Gattung
vorherrschend war. Der Antagonist war also in der Lage, andere Pilzarten zu
verdrdngen (substituieren). Inwieweit dadurch eine Modifizierung verhindert und die
Widerstandskraft der Reaktionszone gegen Fauleerreger erhalten werden konnte, ist
wegen fehlender Daten nicht abschlielend zu klaren. Hierzu hétten quantitative
Messungen phenolischer Verbindungen an den beimpften und unbeimpften
Schnittflachen erfolgen missen. Wegen Zeitmangels konnten diese Arbeiten leider

nicht durchgefihrt werden.

4.2.3.1 Pilzidentifikation

Einen Grofiteil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Téatigkeiten nahmen die
Pilzidentifikationen  ein. Neben der klassischen Bestimmung anhand
Bestimmungsschlissel wurden bei Trichoderma spp. und den eingesetzten Holz
abbauenden Pilze zusatzlich molekularbiologische Verfahren zur Charakterisierung
herangezogen.

4.2.3.1.1 Klassische Methodik

Die konventionelle Identifikation der Organismen, welche nicht der Gattung
Trichoderma angehorten, erfolgte mit Hilfe verschiedener Bestimmungsschlissel
anhand makro- und mikromorphologischer Merkmale (STALPERS, 1978; DOMSCH et
al. 1980, VON ARX, 1981, WEBSTER, 1983, WANG et al. 1990, RoOSE, 1993; BARNETT &
HUNTER, 1998; Esser, 2000). Die hierbei verwendeten Schlissel lieRen eine
ausreichende Eignung fur eine Identifikation auf Gattungs- und Artebene erkennen.
Fur die Bestimmung der Trichoderma-Isolate kamen die Schlissel von RIFAI (1969),
BISSETT (1984, 1991a,b,c, 1992) sowie GAMS & BISSETT (1998) zur Anwendung. In
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vielen Fallen waren die Form und Pigmentation der Konidien, Chlamydosporen und
Phialiden sowie der Verzweigungstyp der Konidiophoren nicht ausreichend, um
einen phylogenetischen Zusammenhang zwischen Trichoderma-Arten herzustellen.
Insbesondere die grol3e Variabilitdt der makro- und mikromorphologischen Merkmale
innerhalb einer Art, aber auch die Ahnlichkeiten der Konidiophoren, Phialiden und
anderer Eigenschaften zwischen den Arten erschwerten eine exakte taxonomische
Differenzierung. Diese Unzulanglichkeiten der morphologischen Merkmale der
Gattung Trichoderma fuhrten in der Vergangenheit mehrmals zu Fehlidentifikationen

und damit zu einigen Kontroversen (KULLNIG et al., 2001; SAMUELS, 2006).

4.2.3.1.2 Molekularbiologische Charakterisierung

Durch die Implementierung von molekularbiologischen Verfahren zur ldentifikation
war ein gesichertes Monitoring des eingesetzten Antagonisten im Feld mdglich
(ABBASI et al. 1999; Avis et al. 2001; DobD et al. 2004a,b). Hierbei kamen
unterschiedliche Verfahren zur Anwendung: DNS-Sequenzierung, RAPD,
Mikrosatelliten.

Die DNS-Sequenzierung der ITS-Region 1 und 2 erméglichte sowohl bei
Trichoderma spp. (HERMOSA et al. 2000; ANTAL et al. 2002; KuBICEK et al. 2003;
PRYCE et al. 2003; Wuczkowskl et al. 2003; HERMOSA et al. 2004; MAYMON et al.
2004) als auch bei den eingesetzten Holz abbauenden Pilzen (HsSeu et al. 1996;
JASALAVICH et al. 2000) eine (Re-) Identifikation. Die erhaltenen Basenpaare (ca.
750) waren fir eine Bestimmung auf Artebene ausreichend, aber nicht flr eine
Untersuchung auf Stammebene. So wurde fir spezifische phylogenetische Studien
zwischen Trichoderma-Stammen von HERMOSA et al. (2004) deutlich weniger
Basenpaare (ca. 200) amplifiziert. Fir eine exakte Identifikation von Holz
zersetzenden Pilze erfolgte nach OH et al. (2003) die Amplifizierung der ITS 1 und 4
Region.

Auf Grund des relativ gro3en Zeitaufwandes war die Bestimmung vieler Isolate
mittels der DNS-Sequenzierung nur bedingt geeignet. Mit dem RAPD-Verfahren
(Random Amplified Polymorphic DNA) war es moglich, in kurzer Zeit mehrere
Trichoderma-lsolate zu untersuchen (RANGANATH & SHYAM PRASAD SHEEBA 2002,
WiLLIAMS et al. 1990; ZIMAND et al. 1994; CASTLE et al. 1998; LIECKFELDT et al. 1998;
CHEN et al. 1999; McLEan et al. 2005). Voraussetzung hierbei war, dass bekannte

Referenzstamme vorhanden waren. Durch dieses Vorgehen konnten die
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Trichoderma-lsolate aus den behandelten Wunden als die applizierte Art T. atroviride
bestimmt werden. Allerdings konnte auch mit diesem Verfahren auf Grund der
indifferenten Ergebnisse bei der Stamm-Unterscheidung keine endgtiltige Aussage
getroffenen werden, ob es sich bei den Isolaten um den applizierten Stamm T.
atroviride 15603.1 handelte.

TENZER et al. (1999), Li et al. (2002) und ENKERLI et al. (2005) amplifizierten wegen
der hohen Stammspezifitat Mikrosatelliten der Pilze Venturia inaequalis und
Metarhizium anispliae. NAEF et al. (2006) verwendete ebenfalls Mikrosatelliten um
ein Re-ldentifikation von T. atroviride zu gewahrleisten. Beruhend auf diesen
Ausfihrungen wurde eine Verifizierung des Stammes mit Hilfe der MP-PCR
versucht. Es zeigte sich, dass die verwendeten stammspezifischen Primer nur
unzureichend geeignet waren. Wie bereits bei der RAPD-PCR war auch hier keine
endglltige Aussage bezuglich einer Stamm-Unterscheidung mdoglich. Aus

Zeitmangel wurde dieses Verfahren nicht weiter verfolgt.

Abschliel3end bleibt zu konstatieren, dass in dieser Arbeit kein endgultiger Nachweis
maoglich war, ob es sich bei den Trichoderma-lsolaten um den applizierten Stamm T.
atroviride 15603.1 handelte. Fur diesen Nachweis sind oft einzelne Verfahren nicht
ausreichend und nur eine Verwendung mehrerer Methoden Ziel fihrend (MAYMON et
al. 2004). Allerdings wurde durch die Verwendung dieser molekularbiologischen
Verfahren alle untersuchten Isolate, die aus den beimpften Schnittflachen re-isoliert
wurden, als die Art T. atroviride identifiziert. Wegen dieser groRen Anzahl an
Ubereinstimmungen auf Artebene ist es statistisch unwahrscheinlich, dass es sich
bei diesen Trichoderma-lsolaten um unterschiedliche Stamme handelte.

4.2.4 Formulierung und Applikation

Fur die erfolgreiche Anwendung eines biologischen Verfahrens ist der Aspekt der
Etablierung des Antagonisten auf dem jeweiligen Substrat mit entscheidend. In
dieser Arbeit wurden fir die Trichoderma-Applikation unterschiedliche Verfahren

formuliert und getestet.
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4.2.4.1 Verfahren

Die Konzentration der CFU-Einheiten des Antagonisten wurde fur alle Verfahren auf
10° Sporen/mm eingestellt. HARMAN & BJORKAN (1998) und HJELJORD et al. (2001)
beobachteten, dass paradoxerweise hoher gewahlte Konzentrationen an Sporen,
wegen verminderter Keimfahigkeit, nicht zwangslaufig zu einer verbesserten
Etablierung fuhren.

Fur das Keimen der Sporen ist, wie bereits ausfihrlich besprochen, neben gentigend
N&ahrstoffen (DANIELSON & DAVEY, 1973b) insbesondere die Wasserverflugbarkeit
elementar (MARTIN & NicoLAs, 1970). HJELJORD et al. (2001) und HJELJORD &
TRONSMO (2003) konnten nachweisen, dass durch eine Nahrstoffzugabe das Keimen
der Sporen von T. atroviride beschleunigt und die Keimungsrate erhdht wurde.
Allerdings erwahnten die Autoren in diesem Zusammenhang, dass die mit
Nahrstoffen angereicherten Sporen einen erhéhten Wasserbedarf hatten und
deutlich empfindlicher auf Wassermangel (signifikant reduzierte Keimungsrate)
reagierten. Diese Beobachtungen konnten eine Erklarung sein, warum das Verfahren
C die hochste Re-Isolationsrate aufwies und das Verfahren B in der Wirkung so stark
zwischen den Standorten Ludwigshafen und StraRburg differierte. Da in Straf3burg
die Applikation des Antagonisten unter weitgehend optimalen Bedingungen erfolgte
(@ Temperatur: 17,8°C, Niederschlag 49,5mm), bewirkte die Nahrstoffzugabe
(Verfahren B) eine Steigerung der Keimungsrate und dadurch eine bessere
Etablierung des Antagonisten auf den Schnittflachen. In Ludwigshafen dagegen
herrschten in Bezug auf die Feuchtigkeit suboptimale Bedingungen (@ Temperatur:
22,6°C, Niederschlag 29,5mm) und dies hatte zur Folge, dass der erhdhte
Wasserbedarf der angereicherten Sporen nicht gesattigt werden konnte und die
Nahrstoffzugabe somit einen reduzierenden Effekt auf die Keimungsrate besal3.

Bei dem Verfahren C wurden die Sporen ebenfalls mit Nahrstoffen versehen, aber
durch die Verwendung des feuchtigkeitsspeichernden Gels (Luquasorb 1030) wurde
fur eine gewisse Zeit eine konstante Wasserverfugbarkeit gewahrleistet und somit
die Keimungsrate signifikant im Vergleich zu den restlichen Verfahren erhéht.

Eine Steigerung der Etablierung von Trichoderma spp. durch eine erhéhte
Wasserverfugbarkeit wurde ebenfalls von MERCER & KIRK (1984b), BATTA (2004) und
JAYARAJ et al. (2006) erreicht. Ein weiterer positiver Effekt war, dass das Gel

gleichzeitig als Tragerstoff fur die Sporen fungierte. Dadurch waren eine bessere
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Haftung und eine gleichmafigere Verteilung der Sporen auf den Schnittflachen
gegeben (BATTA, 2004; JAYARAJ et al. 2006).

Insgesamt scheinen die Verfahren A und B wegen der unzureichenden
durchschnittlichen Re-Isolationsraten aus den behandelten Wunden nicht geeignet,
den Antagonisten auf den Schnittflachen zu etablieren. Dartber hinaus existiert bei
allen Verfahren eine starke Abhangigkeit des Etablierungserfolges von den
jeweiligen vorherrschenden klimatischen Bedingungen (Applikationszeitpunkt).

4.2.4.2 Beeintrachtigungen von Nicht-Ziel-Organismen

Fur eine Anwendung des Antagonisten (T. atroviride) im Feld sollten neben seiner
Wirkung gegen phytopathogene Pilze (Zielorganismen) ebenfalls mdgliche
Beeintrachtigungen von Nicht-Ziel-Organismen weitgehend bekannt bzw. kalkulierbar
sein (HIELJORD & TRONSMO, 1998). So sind Féalle bekannt, in denen Trichoderma spp.
wegen seiner mycoparasitischen Fahigkeiten gréRere Schaden an kommerziellen
Champignon- und anderen Speisepilzkulturen verursachte (CASTLE et al. 1999;
OSPINA-GIRALDO et al. 1999; WiLLIAMS et al. 2003a).

Inwieweit eine Applikation und somit eine Erhéhung des Sporendrucks von T.
atroviride einen negativen Einfluss auf Arthropoden, Vertebraten und damit
eingeschlossen auf den Menschen besal3, kann auf Grund fehlender Studien nicht
abschlielRend beantwortet werden.

Nach NEVALAINEN & NEETHLING (1998) sind keine starkeren negativen Folgen einer
Trichoderma-Applikation zu erwarten. Durch das kosmopolitische Vorkommen der
Gattung Trichoderma wird bei einer Applikation der Antagonist in keinen fir ihn
fremden Lebensraum entlassen, sondern ausschlie3lich seine Verfugbarkeit im
Zielgebiet erhoht. Dadurch werden unkontrollierte negative Einflisse auf Flora und
Fauna weitgehend minimiert (NEVALAINEN & NEETHLING, 1998).

Im Allgemeinen wird die Gattung Trichoderma fiur den Menschen als ungeféhrlich
eingestuft (NEVALAINEN & NEETHLING, 1998). Allerdings existieren neuere Arbeiten,
die belegen, dass einige Trichoderma-Arten in der Lage waren, zum einen
allergische Reaktionen wie Sinusitis und Asthma auszulésen (JAAKKOLA et al. 2002;
TANG et al. 2003) und zum anderen bei immunsupprimierten Patienten eine invasive
Infektion hervorzurufen (KuHLs et al. 1999; CHouAki et al. 2002; KREDICS et al.
2003b). Als Ausloser dieser Symptome werden hauptsachlich die Arten T.

longibrachiatum und T. citrinoviride verantwortlich gemacht (KuHLs et al. 1999;
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CHouUAKI et al. 2002; TANG et al. 2003; KReDICS et al. 2003b). Hierbei handelt es sich
um Arten, die vorwiegend in geschlossenen R&aumen vorkommen und sich
weitgehend an die Bedingungen von hohen Temperaturen angepasst haben
(SAMUELS, 2006). Diese Ausfuihrungen lassen zumindest ein erhdhtes Risiko fur die
Arbeiter, die eine Trichoderma-Applikation durchfiihren, erkennen. Allerdings muss
hier erwahnt werden, dass die gesundheitsgefahrdenden Komplikationen in
geschlossenen Raumen und ausschlief3lich von Arten der Sektion Longibrachiatum
hervorgerufen wurden. Bislang liegen keine Anzeichen einer Beeintrachtigung der
Gesundheit durch T. atroviride (Sektion Trichoderma) vor. Des Weiteren ist durch die
Anwendung im Freien und damit einhergehend durch die Luftverwehungen der
Sporendruck deutlich reduziert. Auf Grund dessen kann zum jetzigen Stand ein
erhohtes Risiko einer Gesundheitsgefahrdung durch eine T. atroviride--Applikation

ausgeschlossen werden.

4.3 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

In vielen Studien wurde mit Hilfe verschiedener in vitro-Versuche geeignete (potente)
Trichoderma-Arten (-Stamme) fur einen spateren Einsatz zur biologischen Kontrolle
phytopathogener Pilze selektiert (BELL et al, 1982; GOLDFARB et al. 1989; CHET,
1990; BRUCE, 1992; SCHOEMAN et al. 1996; CANESSA & MORRELL, 1997; Roco &
PEREZ, 2001; CLARKSON et al. 2004).

Auch in dieser Arbeit erwies sich das systematische in-vitro-Screening als effektiv,
um unter Berucksichtigung der wichtigsten Mechanismen im Antagonismuskomplex
und den wichtigsten Einflussfaktoren einen gegen Holzabbauende Pilze virulenten
Stamm zu selektieren. Auf Grund der nicht unumstrittenen Ubertragbarkeit der in
vitro-Ergebnisse auf eine erfolgreiche Anwendung im Feld stellten sich die ad planta-
Versuche als eine sinnvolle und unverzichtbare Erganzung dar. Die erzielten
Ergebnisse und Beobachtungen lassen die Maoglichkeit einer erfolgreichen
biologischen Kontrolle (Reduzierung der Infektionsrate) Holz zersetzender Pilze
durch eine protektive Anwendung von Trichoderma spp. erkennen. Die gezielte
Steigerung der Verfugbarkeit des potenten Antagonisten auf dem Zielsubstrat
gewahrleistet zudem eine Ausnutzung naturlicher Regulationsmechanismen und

dadurch eine hohe Umweltvertraglichkeit. So kénnte die Trichoderma-Applikation
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eine Alternative zu den auf chemischen Stoffen basierenden Wundbehandlung

(Wundverschlussmittel) darstellen.

Allerdings erfolgt die Anwendung von Trichoderma spp. im Feld, d.h. in einem

offenen System, welches durch die grol3e Anzahl an moéglichen Wechselwirkungen

eine ausgesprochen hohe Komplexitat aufweist. Eine Determinierung und

Abschatzung aller Einflussfaktoren ist auf Grund dessen nahezu unmaoglich und eine

absolute und stetige Wirkung mittels eines biologischen Verfahrens schwer zu

erreichen. In diesem Zusammenhang sind folgende Punkte zu nennen:

» Die Applikation des Antagonisten ist nicht zu jeder Zeit mdoglich. Der
Etablierungserfolg von Trichoderma sp. war stark von den vorherrschenden
Witterungsverhaltnissen abhangig.

» Die Wirkung (biologische Fitness) von Trichoderma spp. unterliegt schwer
vorhersagbaren Schwankungen — Keine DIN-Norm

» Eine Regulation des gesamten Schaderregerspektrums ist nicht mdglich. Es
existierten deutliche Unterschiede zwischen den eingesetzten Holz abbauenden
Pilzen in Bezug auf die Resistenz (Bsp. P. squamosus).

> Wegen des langwierigen Prozesses der Wundheilung (Uberwallung) ist die
Persistenz des Antagonisten fir den Erfolg mit entscheidend. Diese war Uber
einen langeren Zeitraum wegen fehlender Anpassung und mehrerer anderer

Faktoren bei T. atroviride eingeschrankt.

Die in den in vitro und ad planta Studien gewonnenen Ergebnissen sind sehr
vielversprechend und lassen das Potenzial einer erfolgreichen biologischen Kontrolle
Holz zersetzender Pilze erkennen. Deshalb ware es winschenswert, in
weiterfihrenden in vitro-Screenings zum antagonistischen Potenzial neue
Antagonist/Pathogen-Kombinationen unter Bertcksichtigung kombinierter
Einflussparameter zu untersuchen. Hierbei sollten Isolate Verwendung finden, die
aus dem spéateren Zielgebiet stammen. Durch dieses Vorgehen kénnten genetisch
bedingte Anpassungsprobleme der Antagonisten reduziert werden. Dartber hinaus
ware es von Interesse, in Langzeitstudien die Applikationsverfahren zu verbessern
und die Persistenz des Antagonisten mit einem noch spezifischeren Monitoring zu
bonitieren. Die in dieser Arbeit etablierten molekularbiologischen Verfahren, welche
sich als eine unverzichtbare Erganzung fur die Trichoderma-ldentifikation darstellten,

sollten dahingehend modifiziert werden, dass eine Stammunterscheidung maéglich ist.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Vor dem Hintergrund bereits existierender Studien Uber die erfolgreiche Anwendung
von Antagonisten zur Regulation phytopathogener Pilze, wurden in dieser Arbeit
Untersuchungen zum Einsatz von Trichoderma-Arten fur die biologische Kontrolle
von Holz zersetzenden Pilzen an Baumen durchgefihrt. Ein in vitro-Screening zum
antagonistischen Potenzial hatte zum Ziel, einen geeigneten und gegen die Holz
abbauenden Pilze Ganoderma adspersum, Ganoderma lipsiense, Inonotus hispidus,
Polyporus squamosus und Kretzschmaria deusta virulenten Trichoderma-Stamm zu
selektieren. Dabei kamen unter anderem Dualkultur- und Interaktions-Tests an Holz
sowie Studien zum Wachstum- und Sporenverhalten unter Berlcksichtigung
madglicher Einflussfaktoren zur Anwendung. Die Implementierung der Durchlicht-
Hellfeld- und Rasterelektronenmikroskopie erlaubte eine genaue Beobachtung der
Interaktionen zwischen Antagonist und Pathogen. Ferner wurde der Effekt von
Trichoderma spp. auf den Holzabbau und die Fauledynamik der Holz zerstérenden
Pilze mittels Gewichtsverlustmessungen sowie histologischen Studien analysiert.

Erganzend wurden ad planta Studien an verschiedenen Standorten und Baumen
durchgefuhrt. Im Focus dieser kiinstlichen Inokulationsversuche stand zum einen die
Formulierung eines Verfahrens, das den Antagonisten optimal auf dem Substrat
etabliert, und zum anderen sollte die Persistenz sowie die protektive Wirkung
bonitiert werden. Hierbei wurden fir das Monitoring des Antagonisten in
regelméaligen Abstanden standardisierte Re-Isolationen unter Berucksichtigung der
Faktoren Entnahmeort, Exposition und Baumart vorgenommen. Die ldentifikation der
dabei gewonnenen Isolate erfolgte einerseits nach der konventionellen auf makro-
und mikromorphologischen Merkmalen basierenden Methode und andererseits mit
diversen molekularbiologischen Verfahren. Mit Hilfe der Diversitats-Indices war es
zudem mdglich, eine sinnvolle Interpretation und Charakterisierung der isolierten

Pilzpopulationen, der Diversitat sowie Sukzession vorzunehmen.

Nachfolgend werden die wichtigsten Ergebnisse in Kurzform dargestellt:

I. Die Trichoderma-Arten lieBen in den in vitro-Versuchen ein antagonistisches
Potenzial gegen Holz abbauende Pilze erkennen. Hierbei existierten allerdings
signifikante Unterschiede zwischen den eingesetzten Arten und Stammen.
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II. Die Holz zersetzenden Pilze differierten signifikant in Bezug auf die Sensitivitét
gegenuber einer Trichoderma-Applikation. Polyporus squamosus liel3 in den meisten
Labortests eine weitgehende Resistenz erkennen.

lll. Ein Einfluss physikalischer und chemischer Parameter auf das Wachstum- und
Sporenverhalten sowie auf das antagonistische Potenzial von Trichoderma spp.
wurde insbesondere bei den Einflussgrof3en Temperatur und Wasserverfligbarkeit

verzeichnet.

IV. Einzig das Verfahren C mit dem feuchtigkeitsspeichernden Gel als
Tragersubstanz war in der Lage, den Antagonisten auf dem Substrat zufrieden
stellend zu etablieren. Zuséatzlich unterliegt die Trichoderma-Applikation einer starken

Abhangigkeit von den vorherrschenden klimatischen Bedingungen.

V. Trichoderma atroviride 15603.1 erzielte in den kunstlichen Inokulations-
versuchen einen hochsignifikanten protektiven Wirkungsgrad gegen die Holz
abbauenden Pilze Inonotus hispidus und Ganoderma adspersum sowie einen

signifikanten gegen Polyporus squamosus.

VI. Das Monitoring liel3 eine eingeschrankte Persistenz des Antagonisten auf den
Schnittflachen erkennen. Neben seiner fehlenden genetischen Anpassung waren
klimatische Parameter und insbesondere das Substrat (Stressmetaboliten, Splint-
Kernholz, etc.) sowie biotische Wechselwirkungen fir die mangelnde Persistenz

verantwortlich.

VII. Die morphologischen Merkmale der Gattung Trichoderma erwiesen sich als
unzulanglich fur eine exakte Re-ldentifizierung des applizierten Antagonisten. Der
erganzende Einsatz molekularer Verfahren, insbesondere die DNS-Sequenzierung
und RAPD-PCR gewahrte eine genaue ldentifikation der Trichoderma-Arten und

zudem ein weitgehend spezifisches Monitoring des Antagonisten.
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6. SUMMARY

The investigations were carried out to establish the application of Trichoderma spp.
for biological control of wood decay fungi in trees. The objective of the studies was to
select a suitable antagonistic Trichoderma strain against the wood decay fungi
Ganoderma adspersum, Ganoderma lipsiense, Inonotus hispidus, Polyporus
squamosus and Kretzschmaria deusta by in vitro-screening. For this purpose dual
culture and interaction tests in wood as well as investigations on fungal growth and
germination behaviour of conidia under different conditions were performed.
Application of the light- and scanning electron microscopy allowed a precise
observation of the interactions between the antagonistic strains and the selected
decay fungi. In addition, the effect of Trichoderma spp. on the wood degradation and
the behavioral patterns of the wood decay fungi were analyzed by means of wood
weight loss measurements as well as histological studies. Ad planta field trials were
carried out in different locations and hosts. The emphasis of the artificial inoculation
tests was to develop and optimize a process which allows colonization of the wood
substrate by the antagonist, its survival rate and its antagonistic (preventive) effect.
For monitoring of the latter standardized re-isolations were carried out at regular
intervals taking factors e.g. site, exposition and tree species into account.
Identification of the obtained isolates was undertaken both with conventional
methods based on macro- and micromorphological features and with various
molecular-biological methods. Interpretation and characterization of the isolated
fungal populations such as diversity and succession were analyzed with the help of

diversity indices.

The most important results were:

I. The applied Trichoderma species showed an antagonistic potential against wood
decay fungi in the in vitro screenings. However, significant differences between the

species and strains were found.

II. The species of wood decay fungi showed significantly differences in their
reaction to the Trichoderma application. Polyporus squamosus showed an extensive

resistance in most lab tests.
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lll. An influence of physical and chemical parameters, in particular temperature and
water potential, on growth and germination behaviour of conidia as well as on the

antagonistic potential of Trichoderma spp. was evident.

IV. Only process C (using a humidity-storing gel as a carrier substance) enabled an
effective establishment of the antagonist in the substrate. In addition, the
Trichoderma application was strongly dependent on the prevailing climatic

conditions.

V. In artificial inoculation tests Trichoderma atroviride 15603.1 achieved a highly
significant preventive effect against the wood decay fungi /nonotus hispidus and

Ganoderma adspersum as well as a significant effect against Polyporus squamosus.

VI. Monitoring results showed a limited persistence of the antagonist on the wound
surfaces. Lack of genetic adaptation, climatic parameters, substrate/resource quality
in particular (stress metabolites, sap- and heartwood, etc.) and biotic interactions

may be held responsible for lack of persistence.

VII. The morphologic characteristics of the genus Trichoderma did not allow an
accurate identification of the re-isolated Trichoderma species. Only molecular
methods, especially the DNS-sequencing and RAPD PCR, enabled exact
identification of the Trichoderma species and a broad specific monitoring of the

investigated antagonist.
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Tabelle 1: Impfkampagne am Standort Ludwigshafen, BASF Werksgelande

Nummer | Baumart | Alter | Vitalitdt | Héhe | BHD Kronen @ Behandlung | Besonderheiten
1 Platanus | 15 15 10 30 6 Verf. A S* WA
2 Platanus 15 15 10 30 6 Verf. A
3 Platanus 20 0,5 12 40 10 Verf. A
4 Platanus 20 0,5 12 40 10 Verf. A
5 Platanus 20 0,5 12 40 10 Verf. A W2
6 Platanus | 25 1 8 25 8 Verf. A W2
7 Platanus 25 1 8 25 8 Verf. A
8 Platanus 25 1 8 25 8 Verf. A
9 Platanus 25 0,5 10 30 8 Verf. A W2
10 Platanus 25 0,5 10 30 8 Verf. A W2
11 Platanus 25 0,5 10 30 8 Verf. A
12 Platanus 25 0,5 10 30 8 Verf. A
13 Platanus 30 0,5 12 50 12
14 Platanus 30 0,5 12 50 12 W2
15 Platanus 30 1 12 50 12
16 Platanus | 15 1 10 30 6 W2
17 Platanus 15 15 10 30 6 S
18 Platanus 20 0,5 12 40 10
19 Platanus 20 0,5 12 40 10
20 Platanus | 20 1 12 40 10 W2
21 Platanus | 25 05 10 30 8 W2
22 Platanus | 25 1 10 30 8 W2
23 Platanus 25 1 10 30 8
24 Platanus 25 0,5 10 30 8
25 Platanus 30 1 12 50 12 Verf. C
26 Platanus 30 0,5 12 50 12 Verf. C
27 Platanus | 30 05 12 50 12 Verf. C W2
28 Platanus | 30 1 12 50 12 Verf. C W2
29 Platanus 30 0,5 12 50 12 Verf. C
30 Platanus 15 1 10 30 6 Verf. C
31 Platanus | 15 15 10 30 6 Verf. C s’
32 Platanus 20 1 12 40 10 Verf. C
33 Platanus 20 0,5 12 40 10 Verf. C
34 Platanus | 20 05 12 40 10 Verf. C W2
35 Platanus 20 0,5 12 40 10 Verf. C
36 Platanus 20 0,5 12 40 10 Verf. C
37 Platanus 30 1 12 50 12 Kontrolle
38 Platanus 30 0,5 12 50 12 Kontrolle
39 Platanus | 30 0,5 12 50 12 Kontrolle W2
40 Platanus | 30 1 12 50 12 Kontrolle W2
41 Platanus 15 15 10 30 6 Kontrolle s
42 Platanus 15 1 10 30 6 Kontrolle
43 Platanus 15 15 10 30 6 Kontrolle W2
44 Platanus | 20 0,5 12 40 10 Kontrolle W2
45 Platanus 20 0,5 12 40 10 Kontrolle
46 Platanus 20 0,5 12 40 10 Kontrolle
47 Platanus 20 0,5 12 40 10 Kontrolle
48 Platanus 25 0,5 10 30 8 Kontrolle
49 Platanus 25 1 10 30 8 Kontrolle
50 Platanus 25 1 10 30 8 Kontrolle
51 Platanus 25 0,5 8 25 8 Kontrolle
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Nummer | Baumart | Alter | Vitalitat BHD Kronen @ | Behandlung | Besonderheiten
52 Platanus | 25 1 25 8 Kontrolle u; W°
53 Platanus | 25 1 25 8 Kontrolle s’
54 Platanus 25 1 25 8 Kontrolle
54 Acer 25 15 15 10 Verf. A
55 Acer 25 2 15 10 Verf. A T; S*% P?
56 Acer 20 2 20 8 Verf. A T
57 Acer 20 15 25 7 Verf. A
58 Acer 20 2 20 8 T; S*% P?
59 Acer 20 15 20 8
60 Acer 15 2 15 5 T
61 Acer 20 2 25 7 T
62 Acer 25 2 30 12 Verf. C T
63 Acer 25 2 30 12 Verf. C T; S P?
64 Acer 25 15 30 12 Verf. C
65 Acer 25 15 20 9 Verf. C
66 Acer 25 2 15 11 Kontrolle T; 8% P?
67 Acer 20 15 20 8 Kontrolle
68 Acer 20 2 20 8 Kontrolle T
69 Acer 25 2 1 30 12 Kontrolle T, W3
70 Acer 15 2 5 15 5 Kontrolle T: 5% P?
71 Robinia 20 2 8 25-30 8 Verf. A T
72 Robinia 20 2 8 25-30 8 Verf. A T
73 Robinia | 20 2 8 25-30 8 T;S'
74 Robinia 20 15 8 25-30 8
75 Robinia 20 15 8 30 8 Verf. C
76 Robinia 20 2 8 30 8 Verf. C T
78 Robinia 20 15 8 25-30 8 Kontrolle
79 Robinia | 20 2 8 25-30 8 Kontrolle T, s
80 Robinia 20 15 8 30 8 Kontrolle
81 Populus | 70/90 1 35 90 20-25 V. A;2;C; K | 4 Wunden>50cm

Legende:

u = unterstandig
T = Trockenstress
K = Kéaferbefall
P12 = Pilzbefall (Blatter'; Holz?)
W 123 = Wuchsanomalien (Krebs'; Beulen?; Drehwuchs®)

1,2;3;4
S 1449,

A = [CFU: 10° Sporen/ml]

= Schaden ( Krone'; Stamm?; StammfuR®, Wurzeln?)

B = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff]
C = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff + 0,4 % Natriumpolyacrylat]

Gesamt Ludwigshafen: 81 Baume
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Tabelle 2: Impfkampagne am Standort StralRburg Rue de Saint Joseph

Nummer | Baumart | Alter | Vitalitat | Hohe | BHD Kronen @ Behandlung | Besonderheiten
1 Platanus 35 1 14 50 14 Verf. A W2
2 Platanus 30 0,5 12 45 12 Verf. A gt
3 Platanus 30 1 13 50 11 Verf. A -

4 Platanus | 35 1,5 13 50 14 Verf. A S
5 Platanus 30 1 12 45 12 Verf. A gt
6 Platanus 30 1 12 45 12 Verf. A -
7 Platanus 20 15 11 40 9 Verf. A st u
8 Platanus 20 15 12 35 8 Verf. A u
9 Platanus 25 0,5 12 40 11 Verf. A -
10 Platanus 30 1 13 40 12 -
11 Platanus 35 1 14 50 14 St
12 Platanus 35 1 14 50 14 -
13 Platanus | 35 1,5 14 45 13 S% W2
14 Platanus 35 1 14 50 14 W2
15 Platanus 35 1 13 50 14 -
16 Platanus 35 0,5 14 50 13 gt
17 Platanus 35 1 14 50 14 -
18 Platanus 35 15 14 50 12 -
19 Platanus 35 1 14 50 14 W2
20 Platanus 35 1 13 50 14 Verf. C° -
21 Platanus | 35 1,5 13 50 14 Verf. C° st w?
22 Platanus 30 15 12 45 13 Verf. C° -
23 Platanus | 35 1 14 50 14 Verf. C° st
24 Platanus 35 0,5 14 50 14 Verf. C° -
25 Platanus | 35 1 13 50 14 Verf. C° W*
26 Platanus 35 1 13 45 14 Verf. C° -
27 Platanus | 35 1 14 50 14 Verf. C° st
28 Platanus 20 1 10 35 9 Verf. C° u
29 Platanus 35 0,5 13 45 14 Kontrolle -
30 Platanus 30 1 12 45 12 Kontrolle -
31 Platanus | 35 15 12 50 14 Kontrolle s
32 Platanus | 20 15 9 30 7 Kontrolle u; 8% W2
33 Platanus 35 1 14 50 13 Kontrolle -
34 Platanus | 35 1 14 50 14 Kontrolle st w?
35 Platanus | 35 0,5 13 50 14 Kontrolle W2
36 Platanus | 35 0,5 14 50 14 Kontrolle gt
37 Platanus 35 15 13 45 12 Kontrolle -
Legende:

u = unterstandig

T = Trockenstress

K = Kaferbefall

P2 = Pilzbefall (Blatter'; Holz?)

W %2 = Wuchsanomalien (Krebs'; Beulen?; Drehwuchs®)
S1%%4 = schaden ( Krone'; Stamm?; StammfuR®, Wurzeln®)

A = [CFU: 10° Sporen/ml]

B = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff]
C® = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,5% Glucose + 0,2 % Harnstoff]

Gesamt StralRburg: 37 Baume
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Tabelle 3: Kunstliche Inokulationsversuche, Freiburg-Lehen

Nummer | Baumart | Alter | Vitalitdt | Hoéhe | BHD Kronen @ Behandlung | Besonderheiten
1 Tilia 22 0,5 14 24 7 A+P +T st
2 Tilia 22 1 13 21 6 A+P,+T
3 Tilia 22 1 10 15 5 A+P3+T
4 Tilia 22 1 11 16 5 +P +T P!
5 Tilia 22 0,5 11 16 5 +P,+T
6 Tilia 22 0,5 11 17 5 +P3+T
7 Tilia 22 1 10 16 4 C+P+T
8 Tilia 22 15 9 14 4 C+Py,+T u, T
9 Tilia 22 15 9 14 4 C+P3+T u,s®
10 Tilia 22 0,5 11 15 5 P,

11 Tilia 22 0,5 11 15 5 P,

12 Tilia 22 0,5 12 17 4 P,

13 Tilia 22 1 13 16 5 P, st
14 Tilia 22 1 10 15 6 P3

15 Tilia 22 1 10 16 5 P3

16 Tilia 22 0,5 10 18 6 Verf. A T
17 Tilia 22 1 9 13 5 Verf. A

18 Tilia 22 1 8 14 5 T
19 Tilia 22 15 12 12 5 u
20 Tilia 22 15 11 13 6 Verf. C u
21 Tilia 22 2 10 13 6 Verf. C U, §
22 Tilia 22 1 14 23 2 Kontrolle st
23 Tilia 22 1 11 18 5 Kontrolle

24 Tilia 22 2 11 17 5 Kontrolle u
25 Acer 15 1 10 17 4 Verf. A

26 Acer 15 1 8 16 5 W2
27 Acer 15 1 8 17 6

28 Acer 15 0,5 9 19 5 Verf. C

29 Acer 15 0,5 9 17 5 Verf. C

30 Acer 15 15 9 14 6 P, U, §
31 Acer 15 1 8 15 5 P,

32 Acer 15 1 9 15 5 P,

33 Acer 15 2 10 18 5 P, u
34 Acer 15 0,5 10 17 4 P3

35 Acer 15 0,5 8 17 3 P;

36 Acer 15 0,5 9 19 4 A+P+T T
37 Acer 15 1 10 17 4 A+P,+T

38 Acer 15 1 12 21 5 A+P;+T

39 Acer 15 1 12 22 6 +P+T W2
40 Acer 15 1 9 16 6 +P,+T

41 Acer 15 15 9 14 6 +P;+T u
42 Acer 15 0,5 10 18 6 C+P+T

43 Acer 15 0,5 10 18 4 C+P,+T p!
44 Acer 15 1 12 19 5 C+P3+T

45 Acer 15 1 11 19 5 Kontrolle

46 Acer 15 2 11 12 6 Kontrolle u
47 Acer 15 0,5 10 20 6 Kontrolle

48 Quercus 15 1 10 19 4 Verf. A T
49 Quercus 15 1 9 20 5

50 Quercus 15 0,5 9 21 5 Verf. C

51 Quercus 15 0,5 9 18 6 A+P+T u, T
52 Quercus 15 15 10 14 5 A+P,+T u
53 Quercus 15 1 10 18 5 A+P;+T

54 Quercus 15 0,5 12 21 6 +P +T

55 Quercus 15 0,5 11 16 6 +P,+T
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Nummer | Baumart | Alter | Vitalitdt | Hohe BHD Kronen @ | Behandlung | Besonderheiten
56 Quercus 15 2 8 11 5 +P;+T u, T
57 Quercus 15 1 9 11 6 C+P+T
58 Quercus 15 15 9 11 4 C+P,+T u
59 Quercus 15 0,5 9 18 4 C+P3+T
60 Quercus 15 15 10 19 6 P, u, T
61 Quercus 15 1 10 17 6 P,

62 Quercus 15 1 8 17 5 Ps
63 Quercus 15 0,5 9 18 5 Kontrolle
64 Populus | 8-10 1 7 13 4 A+P+T T
65 Populus | 8-10 1 7 12 1,5 A+P,+T
66 Populus | 8-10 1 6 10 A+P;+T
67 Populus | 8-10 0,5 6 9 1,5 +P+T
68 Populus | 8-10 0,5 7 11 1 +P,+T
69 Populus | 8-10 1 8 15 2 +P3+ T P!
70 Populus | 8-10 0,5 7 14 2 C+P+T
71 Populus | 8-10 0,5 6 13 3 C+P,+T
72 Populus | 8-10 0,5 6 13 2 C+Ps+T s
73 Populus | 8-10 1 7 11 3 P
74 Populus | 8-10 0,5 7 10 3 P,
75 Populus | 8-10 0,5 7 12 2 Ps
76 Populus | 8-10 1 6 12 2 Verf. A u
77 Populus | 8-10 1 7 14 3
78 Populus | 8-10 0,5 6 12 2 Verf. C
Legende:

u = unterstandig

T = Trockenstress

K = Kéaferbefall

P = Pilzbefall (Blatter'; Holz?)

W %% = Wuchsanomalien (Krebs'; Beulen®; Drehwuchs®)
S*234 = Schaden ( Krone'; Stamm?; StammfuRR®, Wurzeln®)

A = [CFU: 10° Sporen/ml]

B = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff]

C = [CFU: 10° Sporen/ml + 0,2% Glucose + 0,1 % Harnstoff + 0,4 % Natriumpolyacrylat]
P1 = Inonotus hispidus (Bull.:Fr.) Karsten

P, = Ganoderma adspersum (S. Schulz.) Donk

P3; = Polyporus squamosus (Hud.:Fr.) Fr.

Gesamt Lehen: 78 Baume






