Studien zum Einsatz von Trichoderma-Arten

Biologische Kontrolle
Holz zersetzender Pilze an Baumen

Von Mark Schubert, Thorsten Heller und Siegfried Fink, Freiburg, und Francis Schwarze, St. Gallen

Der Einsatz von Trichoderma-Arten (Stdmmen) kénnte fiir die biologische

Kontrolle von Holz abbauenden Pilzen eine sinnvolle Alternative fir

die Wundbehandlung an Bdumen und eine Ergdnzung des integrierten
Baumschutzes in stadtischen Bereichen darstellen. Sowohl in Labor- als
auch in Feldstudien wurde daher eine Trichoderma-Applikation entwi-
ckelt. Das Verfahren soll den Antagonisten optimal auf dem Substrat
etablieren und den Baum vor einer Infektion schitzen.

Schon frith wurde erkannt, dass der Wund-
behandlung nach Verletzungen (z.B. durch
SchnittmaBnahmen) fur den langfristigen
Erhalt von Bdumen besondere Bedeutung
zukommt [22]. Eine Wundbehandlung soll-
te demnach die vom Baum gebildeten Ab-
wehrreaktionen nicht negativ beeinflussen,
ggf sogar fordern und vor einer Infektion
durch Pathogene schitzen. Vor diesem Hin-
tergrund wurde eine Vielzahl von grund-
legenden Arbeiten Uber die beste Schnitt-
fihrung und den besten Schnittzeitpunkt
von Baumen sowie tiber die Wirkung und
Pflanzenvertraglichkeit chemischer und
mechanischer Wundbehandlungen durch-
gefuhrt [2, 3, 15, 16, 17 18, 30, 44, 45].
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. 1: In den Studien eingesetzte Holz abb

Fir die Entwicklung alternativer Pflan-
zenschutzverfahren wurden bereits ver-
schiedene Untersuchungen, basierend auf
der Verwendung antagonistischer Mikroor-
ganismen, zur biologischen Kontrolle phyto-
pathogener Erreger durchgefiihrt und doku-
mentiert [7 9]. Besondere Aufmerksamkeit
gewannen zunehmend Arten der Gattung
Trichoderma als effektive Antagonisten ge-
gen eine Vielzahl von Pflanzenkrankheiten
[5, 25, 27 36, 39]. Das antagonistische Po-
tenzial von Trichoderma spp. gegenlber
anderen Pilzen beruht auf verschiedenen
Mechanismen, die in zahlreichen Studien
untersucht und diskutiert wurden [6, 11, 12,
13, 26]. Die Hemmung eines Pilzes durch Tri-
choderma spp. beruht auf:
¢ Produktion antibiotischer flichtiger und

nichtfliichtiger Substanzen [26];

* Mycoparasitierung und Ausscheiden von

Enzymen [40];

» hohe Konkurrenzkraft um Nahrung und

Raum [6, 7 10].

Tab. 2: In den Studien ei
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Bereits 1932 wies WEenoLiNG [46] die hem-
mende Wirkung von Trichoderma lignorum
gegen verschiedene phytopathogene Pilze
nach. Heute ist der Einsatz von potenten
Trichoderma-Stammen zur Regulation von
vielen pilzlichen Schaderregern ein fes-
ter Bestandteil des Pflanzenschutzes [24].
So finden mittlerweile auch kommerziell
erhéltliche Trichoderma-Produkte eine er-
folgreiche Anwendung [35].

Material und Methoden

Alle Holz zersetzenden Pilze stammten aus
den an der Professur fur Forstbotanik vor-
handenen Stammkulturen. Die Auswahl
der Holzzersetzer erfolgte aufgrund ihres
haufigen Vorkommens in stadtischen Ge-
bieten sowie ihres naturlichen Auftretens
an typischen Stadtbaumarten. Fur die Aus-
wahl der Antagonisten wurden folgende
Punkte beriicksichtigt: Zum einen sollte
ein kommerziell erhaltliches Trichoderma-
Produkt (BINAB™ TF WP, Bio-Innovation
AB, Karlsborg, Schweden) vertreten sein
[35, 37] und zum anderen sollte, in den in-
vitro-Studien mit Trichoderma/Pathogen-
Kombinationen gearbeitet werden, Uber
die bisher keine veroffentlichten Daten
vorliegen.

Ein in-vitro-Screening zum antagonis-
tischen Potenzial hatte das Ziel, einen ge-
eigneten und gegen Holz abbauende Pilze

ngesetzte Trichoderma-Arten
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Inonotus hispidus Fraxinus excelsior 200792.1! Trichoderma virens WeiBfaules Holz — Deutschland CBS 126.652
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(Aitg;z:gzgiatirne;) = (\,I\;?nggr(- ?_ia,fge) * = T. fasciculatum Synonym T. strictipile (Druzsinina & Kusicek, 2005)
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gut wirksamen Trichoderma-Stamm zu selektieren. In diversen La-
bortests sollten die wichtigsten Wirkungsmechanismen im Antago-
nismuskomplex von Trichoderma spp. untersucht werden. Hierbei
kamen unter anderem Dualkultur- und Interaktions-Tests an Holz
sowie Studien zum Wachstum- und Sporenverhalten unter Beriick-

G. adspersum

T 15603.1

1. hispidus

K. deusta

T 351.93

Abb. 1 (links): A: Interaktionszone von T 15603.1 und G. adspersum nach
wenigen Tagen [IZ]. B: Nach der Inkubationszeit waren Sporenlager von
T 15603.1 auf dem Myzel von G. adspersum zu erkennen. C: Deutliche
Sporenlager von T 396.92 waren nach der Inkubationszeit auf dem Myzel
von K. deusta zu erkennen [S]. D: T 351.93 iiberwuchs den Holzzersetzer
L. hispidus innerhalb der Inkubationszeit erfolgreich.

Abb. 2: A: T. atroviride 396.92 [T] wéichst an den Hyphen von G. adsper-
sum [P] entlang und umwickelt die Hyphen, um die Kontaktoberfliche
zu vergréBern (MS = 1 um). B: Bildung von Appressorien dhnlichen Struk-
turen [A] durch T. atroviride 352.93 (MS = 1 uym). C + D: Eindringen in
das Myzel von I. hispidus [P] mittels Penetrationshyphen von T. atroviride
15603.1 [T] (MS = 1 um). MS = MaBstab

sichtigung maglicher Einflussfaktoren zur Anwendung. Die Durch-
fahrung der Durchlicht-Hellfeld- und Rasterelektronenmikroskopie
erlaubte eine genaue Beobachtung der Interaktionen zwischen
Antagonist und Pathogen. Ferner wurde der Effekt von Trichoder-
ma spp. auf den Holzabbau und die Fauledynamik der Holz zer-
stérenden Pilze mittels Gewichtsverlustmessungen sowie histolo-
gischen Studien analysiert.

Um die erzielten in-vitro-Ergebnisse zusammenfassend dar-
zustellen, wurde der Index of Dominance (ID-Index) fiir jede Tri-
choderma-Art (-Stamm) ermittelt [33]. Durch dieses Vorgehen war
eine exakte Interpretation des antagonistischen Potenzials unter
Berlcksichtigung der Wirkungsmechanismen der eingesetzten Tri-
choderma-Arten und Stamme méglich.

Um die Dauerhaftigkeit und die antagonistische (schiitzende)
Wirkung des letztlich selektierten Trichoderma-Stammes (Tricho-
derma atroviride 15603.1) auf Schnittflachen an Baumen im Frei-
land zu untersuchen, wurden an 3 unterschiedlichen Standorten
ad-planta-Feldversuche (A und B) angelegt und (iber 4 Vegetati-
onsperioden bonitiert. Hierbei wurden an insgesamt 196 Baumen
von sechs verschiedenen Baumarten SchnittmaBnahmen gemaB
der ZTV-Baumpflege [49] durchgefiihrt und die Wundflachen un-
mittelbar im Anschluss mit dem selektierten Trichoderma-Stamm
beimpft (Tab. 3). Die Applikation der Sporensuspensionen von T.
atroviride 15603.1 erfolgte mit 3 unterschiedlichen Verfahren: Ne-
ben 2 Sporenlésungen (105 Sporen/ml aqua dest.) mit und ohne
Zusatzstoffe (Glucose & Stickstoff), die mit einer herkémmlichen
Sprihflasche (500 ml; 0,5 mm DiisengréBe) auf die Wundflachen
aufgetragen wurde, kam als 3. Verfahren der Zusatz eines feuch-
tigkeitsspeichernden Gels (Luquasorb 1030, BASF AG) als Trager-
substanz zur Anwendung; die Applikation des Gels erfolgte mit-
hilfe eines Pinsels.

Im Blick des Feldversuches A stand die Dauerhaftigkeit des se-
lektierten Trichoderma-Stammes auf dem Substrat [42]. Fur das
Monitoring des Antagonisten wurden in regelméBigen Abstan-
den standardisierte Re-Isolationen unter Beriicksichtigung der
Faktoren Entnahmeort, Exposition und Baumart vorgenommen.
Die Identifikation der dabei gewonnenen Isolate erfolgte einer-
seits nach der konventionellen auf makro- und mikromorpholo-
gischen Merkmalen basierenden Methode und andererseits mit
diversen molekularbiologischen Verfahren [41].

Far die Bonitierung der schitzenden Wirkung des Trichoder-
ma-Stammes erfolgten zudem kunstliche Infektionsstudien an
Baumen (Versuch B). Nach der Applikation von T. atrovirde auf
die frischen Schnittflachen wurden im Anschluss an eine drei-
wochige Inkubationszeit die Astflachen zusatzlich mit den Holz
zersetzenden Pilzen Inonotus hispidus 200792.1 Ganoderma ads-
persum und Polyporus squamosus inokuliert. Fir die Auswertung
wurden die Bdume geféllt und Stammsegmente mit den behan-
delten Schnittwunden entnommen. Fir die Pilzanalyse, die histo-
logischen Studien sowie zur Feststellung der Verfarbungen und

Tab. 3: In den Feldve

hen eingesetzte Baumarten

Platanus x hispanica | Ludwigshafen/StraBburg = 91 A
Acer pseudoplatanus Ludwigshafen/Freiburg 40 A/B
Tilia platyphyllos Freiburg 24 B
Populus nigra Ludwigshafen 6 A/B
Quercus rubra Freiburg 16

Robinia pseudoacacia Ludwigshafen 9 A




des Uberwallungsprozentes im Bereich der Wunden wurden von
78 Baumen und 242 Schnittflachen Proben entnommen [28, 34].
AbschlieBend ist der Wirkungsgrad [%] des selektierten Antago-
nisten nach der Formel von Assotr [1] ermittelt worden.

Ergebnisse und Diskussion

Die statistische Analyse der erzielten ID-Werte aus den in-vitro
Laborversuchen lie neben signifikanten Unterschieden zwischen
den eingesetzten Trichoderma-Arten auch signifikante Diffe-
renzen zwischen den T. atroviride-Stdmmen erkennen. Bei den T.
atroviride-Stdmmen 15603.1 und 351.93 sowie bei T. virens konnte
jeweils ein ID-Wert von 3,6 ermittelt werden. Sie verfugten so-
mit Uber ein hohes antagonistisches Potenzial. Hingegen lieBen
T. atroviride 396.92 mit einem ID-Index von 3 und T. fasciculatum
(strictipile) mit einem Wert 2,2 nur ein eingeschrénktes antagonis-
tisches Potenzial erkennen.

In den Dualkultur-Tests parasitierte und tétete T. virens im
Durchschnitt in 97 % der Falle das Myzel der Holzzersetzer, ge-
folgt von T. atroviride 15603.1 (87,5 %) und T. atroviride 351.93
(82,6 %). Das signifikant schlechteste Ergebnis war bei T. fascicu-
latum mit einer Parasitierungsrate von 35,5 % verzeichnet. In den
Dualkultur-Tests wurde in allen Fallen ein Hyphen-Kontakt zwi-
schen Trichoderma sp. und dem Holz zersetzenden Pilz beobach-
tet (Abb. 1A-D). Allerdings waren nicht alle Trichoderma-Arten (-
Stamme) in der Lage, die Wirte zu Gberwachsen und zu parasitie-
ren. So deutet vieles darauf hin, dass der Erstkontakt entscheidet,
ob es zu einer Parasitierung des Wirtsmyzels durch Trichoderma
spp. kommt. Neuere Studien konnten belegen, dass, noch be-
vor die Myzelien der Pilze interagieren, kleinere Mengen an ext-
razellularen Exochitinasen von Trichoderma spp. ausgeschieden
werden [4, 21]. Die Diffusion dieser Enzyme bewirkt eine Lésung
von Zellfragmenten aus dem Wirt. Diese Zellfragmente wiederum
induzieren die Produktion weiterer Enzyme und |6sen eine Kaska-
de von physiologischen Veranderungen bei Trichoderma spp. aus,
eingeschlossen eine Steigerung des Wachstums [47 48].

Die durchgefuihrten licht- und rasterelektronenmikrosko-
pischen Studien gewdhrten einen Einblick in die parasitaren Me-
chanismen (Abb. 2A-D). So konnte ein gezieltes Hyphenwachstum
in Richtung des Zielwirts beobachtet werden. Dies lasst auf eine
chemotrophische Aktivitat schlieBen [6]. Die Hyphen von Tricho-
derma spp. wuchsen und verzweigten sich auf eine atypische
Weise entlang des Myzels der Wirte, um die Kontaktoberflache
zu vergroBern. Zudem konnten gewebedhnliche Strukturen so-
wie eine Bildung von Haken beobachtet werden, die fest an der
Zellwand hafteten. Ein Eindringen in das Myzel der Pathogene
erfolgte mittels kleiner und dinner Penetrationshyphen. Bei der
Parasitierungsphase ist die Produktion und Aktivitat verschie-
dener hydrolytischer Enzyme, wie B-1,3-Glucanasen, Endo- und
Exo-Chitinasen, Cellulasen, Proteasen und Lipasen zum Abbau der
Zellwande von groBer Bedeutung [7 29, 31, 38]. Der Mycoparasitis-
mus war mit dem kompletten Zellwandabbau und dem AusfluB3 (Ef-
flux) des gesamten lebenden Inhalts der Wirtszelle, dem Cytoplasma,
beendet. Um die Dualkultur-Tests zum antagonistischen Potenzial
von Trichoderma spp. gegen Holz abbauende Pilze zu intensivie-
ren, wurden Interaktionsstudien an Holz (Platanus x hispanica)
nach dem European Standard EN 113 [20] durchgefuhrt.

Die Ergebnisse dieser Interaktionstests lieBen eine hochsignifi-
kante Reduzierung des Gewichtsverlustes (Holzabbau) durch eine
Vorbehandlung des Holzes mit einer Sporenlésung von Trichoder-
ma spp. um durchschnittlich 62,95 % erkennen. Dabei konnte die
Effektivitat der schitzenden Wirkung von Trichoderma spp. durch
die Zugabe der Zusatzstoffe Glucose und Harnstoff signifikant um
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Abb. 3: A: Dichtes, weiBes Myzel mit amorpher Kruste von G. adspersum
auf den Kontrollproben. B: Progressiver Zellwandabbau mittels simul-
taner Faule. In unmittelbarer Umgebung der Hyphen [H] erfolgte der Ab-
bau (MS = 5 um). C: T. atroviride 15603.1 verhinderte eine Besiedlung des
Holzes durch G. adspersum D: Das mit T. atroviride 15603.1 vorbehandelte
Holz war weitgehend frei von Zersetzungserscheinungen (MS = 50 ym).

12,65 % erhoht werden. Trichoderma atroviride 15603.1 erzielte
mit einer durchschnittlichen Reduktion des Gewichtsverlustes von
70,4 % das beste Ergebnis, gefolgt von T. atroviride 351.93 und T.
virens mit ahnlich guten Ergebnissen (69,8 % und 68 %). Das signi-
fikant schlechteste Ergebnis wurde bei T. fasciculatum mit einer
mittleren Reduzierung des Gewichtsverlusts von 44,8 % ermittelt.
Die histologische Analyse der mit den Holz abbauenden Pilzen in-
okulierten Proben (ohne Trichoderma-Beimpfung) lieB deutliche
Abbauerscheinungen an den Proben erkennen. Dagegen waren
die mit Trichoderma-beimpften Holzproben weitgehend frei von
Zellwandmodifikationen (Abb. 3A-D).

Neben den unterschiedlichen Eigenschaften und Fahigkeiten
der einzelnen Trichoderma-Arten (-Stdmme) und den festgelegten
Testbedingungen (C- & N-Quelle, Fe-Angebot, P-Verflgbarkeit,
pH-Wert, Temperatur, Wasserregime) waren die Zielorganismen
eine entscheidende GroBe in den Laborstudien. In dieser Arbeit
war offenkundig, dass sich in den durchgeflhrten in-vitro-Tests
Polyporus squamosus als duBerst resistent gegen Trichoderma spp.
erwies. Die restlichen Holz zersetzenden Pilze lieBen mit kleineren
Einschrankungen bei allen Tests eine hohe Anfélligkeit (Sensitivi-
tat) erkennen. Bereits SHiELDs & ATweLL [43] berichteten, dass Poly-
porus adustus sich in vitro als sehr widerstandsfahig gegentiber
T. viride erwies. HigHLey [23] ermittelte in verschiedenen Labor-
tests eine geringe Wirkung von Trichoderma spp. gegen den Pilz
Gleophyllum trabeum. Die hohe Resistenzkraft von P. squamosus
kénnte neben dem gezielten Ausweichen der widrigen Bedin-
gungen auch durch Manipulation von Trichoderma spp. selbst be-
grindet sein. Denkbar wére hier eine Produktion und Emitierung
von Substanzen, die in der Lage sind, einzelne Mechanismen im
Antagonismuskomplex von Trichoderma spp. auBBer Kraft zu set-
zen. So wurde beobachtet, dass das von Fusarium culmorum und
F graminearum ausgeschiedene Mycotoxin Trichothecene Deo-
xynivalenol (DON) bei Trichoderma spp. die Genexpression von
ech42 unterdrickte und damit die Bildung des Enzyms Chitinase
verhindert [32]. Weitere Sebstverteidigungsmechanismen von P.
squamosus kdnnten der aktive Efflux von antibiotischen Metabo-
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Abb. 4: 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 Lud-
wigshafen und StraBburg. 7+8 = Trichoderma-Isolate aus unbehandelten
Schnittflichen (Kontrolle)

liten sowie die Moglichkeit der Entgiftung fungizider Substanzen
sein [14].

Die Auswertung der ad-planta-Feldversuche zeigte, dass auch
nach 30 Monaten der Antagonist aus den behandelten Schnittfla-
chen nachgewiesen (re-isoliert) werden konnte (Abb. 4). Die héchs-
te Re-Isolationsrate (@ 74,8 %) wurde aus den Wunden erzielt, die
mit dem feuchtigkeitsspeichernden Gel behandelt wurden. Hinge-
gen waren die restlichen Verfahren nicht in der Lage, den Anta-
gonisten auf den Schnittflachen zufrieden stellend zu etablieren.
In diesem Zusammenhang muss allerdings erwihnt werden, dass
die Beharrlichkeit von T. atroviride in einem Zeitraum von 30 Mo-
naten an allen Standorten bereits stark eingeschrénkt war So lag

Infektionsrate

| nfeltionsrate ohne Trichoderma-Behandiung
@ hfeldionsrate mit Trichoderma-Behandiung

[%]
100

1. hispidus G. ad: P.

gesamt

Pilzart

Abb. 5: (Zahl) = Wirkungsgrad [%]. Signifikante Reduzierung der
Infektionsrate durch die Beimpfung ist mit * gekennzeichnet.
* = signifikant (p < 0,05); ** = hochsignifikant (p < 0,001).

die Isolationsrate des Antagonisten nach zwei Monaten deutlich
héher als nach 30 Monaten. Neben der fehlenden genetischen
Anpassung waren klimatische Parameter und insbesondere das
Substrat (Stressmetaboliten, Splint- bzw. Kernholz etc.) sowie bi-
otische Wechselwirkungen fur die mangelnde Dauerhaftigkeit
verantwortlich.

Ein elementarer Aspekt der erfolgreichen biologischen Kon-
trolle von Schadorganismen ist letztendlich die Wirkung des Ant-
agonisten im Feld [19]. Aus diesem Grund wurden die kiinstlichen
Inokulationsversuche (Versuch B) durchgefiihrt und der Wirkungs-
grad [%] von T. atroviride 15603.1 ermittelt (Abb. 5). Die héchste
Infektionsrate bei den unbehandelten Wunden (ohne Trichoder-
ma) erzielte G. adspersum mit 81 %, gefolgt von P. squamosus
(79 %) und 1. hispidus (76 %). Durch die vorherige Beimpfung der
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Schnittflachen mit T. atroviride 15603.1
konnte die durchschnittliche Infektionsrate
von 78,7 % hochsignifikant auf 13,9 % re-
duziert werden, was einem Wirkungsgrad
von 82,3 % entsprach. Die starkste (hoch-
signifikante) Wirkung wurde mit einem
Wirkungsgrad von Uber 90 % bei /. hispi-
dus und G. adspersum verzeichnet. Dies ist
insofern interessant, da diese Pilze sich in
den in vitro-Tests als weitgehend anfallig
gegenuber T. atroviride 15603.1 erwiesen.
Einen deutlich geringeren Wirkungsgrad
mit 62,4 % erzielte T. atroviride bei P. squa-
mosus, was ebenfalls die Beobachtungen
der Resistenz von P. squamosus gegenUber
Trichoderma spp. aus den in vitro-Studien
bestatigt.

Folgerungen
und Ausblick

In vielen Studien wurde mithilfe verschie-
dener in vitro-Versuche geeignete (po-
tente) Trichoderma-Arten (-Stamme) fir
einen spdteren Einsatz zur biologischen
Kontrolle phytopathogener Pilze selek-
tiert [6,8,38]. Auch in dieser Arbeit erwies
sich das systematische in-vitro-Screening
als effektiv, um unter Berucksichtigung
der wichtigsten Mechanismen im Anta-
gonismuskomplex und den wichtigsten
Einflussfaktoren einen gegen Holz abbau-
ende Pilze virulenten Stamm zu selektie-
ren. Aufgrund 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 Ergédnzung
dar Die erzielten Ergebnisse und Beobach-
tungen lassen die Méglichkeit einer erfolg-
reichen biologischen Kontrolle (Reduzie-
rung der Infektionsrate) Holz zersetzender
Pilze durch eine schiitzende Anwendung
von Trichoderma spp. erkennen. Die ge-
zielte Steigerung der Verfugbarkeit des
potenten Antagonisten auf dem Zielsubs-
trat gewahrleistet zudem eine Ausnutzung
naturlicher Regulationsmechanismen und
dadurch eine hohe Umweltvertraglichkeit.
Allerdings erfolgt die Anwendung von
Trichoderma spp. im Feld, d.h. in einem
offenen System, welches durch die grofBe
Anzahl an méglichen Wechselwirkungen
eine ausgesprochen hohe Komplexitat auf-
weist. Eine Abgrenzung und Abschéatzung
aller Einflussfaktoren ist aufgrund dessen
nahezu unmaoglich und eine absolute und
stetige Wirkung mittels eines biologischen
Verfahrens schwer zu erreichen. In diesem
Zusammenhang sind folgende Punkte zu
nennen:
¢ Das Auftragen des Antagonisten ist nicht zu
jeder Zeit moglich. Der Etablierungserfolg von
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spater auch wirtseigene Abgrenzungsmecha-
nismen (Kompartimentierung) greifen.

Die in den in vitro- und ad planta-Studien
gewonnenen Ergebnissen sind sehr vielver-
sprechend und lassen das Potenzial einer er-
folgreichen biologischen Kontrolle Holz zer-
setzender Pilze erkennen. Deshalb werden
in weiterfihrenden in vitro-Screenings zum
antagonistischen Potenzial neue Antago-
nist/Pathogen-Kombinationen unter Bertick-
sichtigung kombinierter Einflussparameter
untersucht werden. Hierbei werden Isolate
Verwendung finden, die aus dem spateren
Zielgebiet stammen. Durch dieses Vorgehen
lassen sich genetisch bedingte Anpassungs-
probleme der Antagonisten reduzieren. €

201

4/2007 AFZ-DerWald




