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Wirksamkeit von verkapseltem Hirsutella rhossiliensis gegen Heterodera schachtii an
Zuckerriiben

Efficacy of encapsulated Hirsutella rhossiliensis to control the sugar beet cyst nematode Heterodera
schachtii

Einleitung

Der Riibenzystennematode Heterodera schachtii SCHMIDT 1871 ist ein bedeutender Schaderreger der
Zuckerriibe. Die jahrlichen Ertragsverluste werden auf 90 Millionen Euro allein in Europa geschétzt
(MULLER, 1999). Der Einsatz von Nematiziden zur Bekdmpfung des Riibenzystennematoden ist in
Deutschland nicht zugelassen. Durch weite Fruchtfolgen, den Anbau resistenter Sorten und resistenter
Zwischenfriichte ist eine Reduzierung der Populationsdichte von H. schachtii unter die wirtschaftliche
Schadschwelle moglich. Eine weite Fruchtfolge wird allerdings von Landwirten aus 6konomischen As-
pekten nicht immer durchgefiihrt. Beim Anbau resistenter Zwischenfriichte, wie Olrettich oder Senf,
muss die Aussaat fiir eine gute Wirkung gegen H. schachtii vor Mitte August erfolgt sein. Gerade bei
spat raumenden Getreidekulturen (z. B. Winterweizen) ist dies nicht in jedem Jahr gewéhrleistet. Beim
Anbau resistenter Sorten ist zu beachten, dass sie zu einer Selektion resistenzbrechender Pathotypen von
H. schachtii filhren kdnnen. Untersuchungen von MULLER (1992) haben gezeigt, dass virulente Nemato-
den in geringer Anzahl natiirlicherweise im Feld auftreten und diese sich innerhalb von drei Zuckerrii-
benkulturen derart stark vermehren konnen, dass Schéden an resistenten Sorten auftreten kénnen (MUL-
LER, pers. Mitteilung). Um eine Brechung der Resistenz zu verhindern bzw. zu verzégern, sollte der An-
bau resistenter Zuckerriibensorten nur im Wechsel mit nicht resistenten Sorten erfolgen. Eine weitere
Moglichkeit fir die Bekdmpfung von H. schachtii konnte der Einsatz von natiirlichen Gegenspielern (=
Antagonisten) des Nematoden sein. Natiirlicherweise im Boden auftretende Antagonisten kénnen beacht-
liche Bedeutung erlangen. Untersuchungen an H. schachtii haben gezeigt, dass ein natiirliches Auftreten
des nematophagen Pilzes Hirsutella rhossiliensis z. B. den Nematodenbefall in Kohl bis zu 77% redu-
ziert (JAFFEE und MULDOON, 1989). Biologische Pflanzenschutzmittel basierend auf antagonistischen
Pilzen werden bereits in einigen Lindern zur Bekdmpfung bestimmter pflanzenparasitdrer Nematoden
eingesetzt (z. B. Bioact® gegen Meloidogyne spp. an Tomate). Fiir die Bekdmpfung des Riibenzysten-
nematoden an Zuckerriiben gibt es bisher kein biologisches Pflanzenschutzmittel. Ein moglicher Kandi-
dat fiir ein solches Bekdmpfungsverfahren kdnnte der nematophage Pilz Hirsutella rhossiliensis sein.

H. rhossiliensis MINTER und BRADY, 1980 kommt natiirlicherweise in landwirtschaftlichen Béden vor.
Er parasitiert verschiedene Arten pflanzenparasitdrer Nematoden (STURHAN und SCHNEIDER, 1980; JAF-
FEE und MULDOON 1989; JAFFEE et al., 1989; JAFFEE et al., 1991). Die klebrigen Konidien von H. rhos-
siliensis haften an der Kutikula des Nematoden. Innerhalb von zwolf Stunden wird ein Keimschlauch
gebildet, der die Kutikula des Nematoden durchdringt. Im Wirtskorper entsteht ein Infektionsbulbus, aus
dem Assimilationshyphen wachsen und den Nematodenkorper durchziehen. Mit fortschreitendem My-
zelwachstum stirbt der Nematode ab. Neu gebildete Hyphen wachsen aus dem Nematodenkorper und
bilden ein Luftmyzel mit Phialiden, an denen erneut Sporen gebildet werden (STURHAN und SCHNEIDER,
1980; JAFFEE, 1992). Sowohl im Gewachshaus als auch im Freiland kann H. rhossiliensis zu hohen
Mortalitétsraten bei pflanzenparasitiren Nematoden fithren (JAFFEE et al., 1989; JAFFEE und MULDOON,
1989). Grundsitzlich fordert eine hohe Besatzdichte von Nematoden das Auftreten des Pilzes im Boden
(CHEN und REESE, 1999; VIANNE und ABAWI, 2000; JAFFEE et al., 1989). In der Praxis steigt die Parasi-
tierungsrate allerdings mit zunehmender Nematodendichte nur langsam an und bleibt in der Regel hinter
der Nematodenvermehrung zuriick (JAFFEE et al., 1992; UNDERWOOD et al., 1994). Gerade im empfind-
lichen Jugendstadium der Kulturpflanzen ist die Sporendichte von H. rhossiliensis im Boden haufig zu
gering fiir einen ausreichenden Schutz der Keimlinge vor Nematodenbefall (GRIFFIN, 1981). Eine Erho-
hung der Sporendichte im Boden wire durch kiinstliche Applikation des Pilzes moglich. Voraussetzung
hierfiir ist eine entsprechende Formulierung, die eine gute Etablierung von H. rhossiliensis im Boden
ermoglicht und eine sichere Handhabung des Produktes gewéhrleistet. Da vom pilzlichen Myzel abge-
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trennte Sporen nicht mehr infektiés sind, wurde im vorliegenden Forschungsvorhaben pilzliches Myzel
formuliert. Um das Pilzwachstum zu fordern und den Pilz gegeniiber anderen Mikroorgansimen konkur-
renzfahiger zu machen, wurden zusétzlich Nahrstoffe der Formulierung beigefiigt (PATEL, 1998, PATEL
et al., 2002). Die Formulierung selbst sollte mdglichst aus Materialien auf Basis nachwachsender Roh-
stoffe bestehen. Ziel des Forschungsvorhabens war es, die Wirksamkeit verschiedener feuchter und ge-
trockneter Formulierungen von H. rhossiliensis gegen H. schachtii an Zuckerriiben zu untersuchen. An-
hand der Ergebnisse sollte gepriift werden, inwieweit dieses Verfahren als Grundlage fiir ein biologi-
sches Pflanzenschutzmittel geeignet ist.

Material und Methoden

Vermehrung und Verkapselung von Hirsutella rhossiliensis: Die Untersuchungen wurden mit dem BBA-
Isolat des Pilzes Hirsutella rhossiliensis durchgefiihrt, das urspriinglich 1985 am Institut fiir Nematologie
und Wirbeltierkunde der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft in Miinster aus Lar-
ven von H. schachtii isoliert wurde. Die Nematoden stammten aus Mikroplots, in denen Zuckerriiben
angebaut wurden. Die Stammkultur des Pilzes wurde auf Kartoffel-Glucose-Agar (Merck, Darmstadt) im
Inkubator bei 23°C fiir 14 Tage angezogen. Die Anzucht und Bereitstellung ausreichender Mengen pilz-
licher Biomasse und die Kapselherstellung erfolgte durch die Firma BIOCARE. Fiir die Herstellung von
Pilzkapseln wurden, soweit nicht anders angegeben, 50 g Biofeuchtmasse in 5 kg Verkapselungslosung
(= 1% Pilzgehalt), bestehend aus verschiedenen hydrogelbildenden Biopolymeren (Guargum MF, Guar-
gum MG, Pektin PAS, Alginat) und jeweils 3% autoklavierter Béckerhefe als Nahrstoffzusatz, gemischt.
Die Suspension wurde in eine 2%ige CaCl,-Losung getropft. Durch ionotrope Gelbildung bildeten die
Tropfen innerhalb von 20 Minuten feste Kugeln (PATEL et al., 2004). Nach der Formulierung wurden die
Kapseln auf mogliche Kontaminationen untersucht (Vitalitétstest). Hierzu wurden jeweils 30 Pilzkapseln
auf feuchtem, autoklaviertem Filterpapier, auf Kartoffel-Glucose-Agar und auf Wasseragar ausgelegt.

Larveninokulum: Die Vermehrung des Riibenzystennematoden H. schachtii erfolgte an Olrettich 'Sile-
tina' im Gewichshaus bei 18-23°C. Als Anzuchtsubstrat fiir Olrettich diente L6B. Nach acht Wochen war
ein Generationszyklus von H. schachtii abgeschlossen und die neu gebildeten Zysten wurden extrahiert.
Der Spross des Olrettichs wurde entfernt und das Anzuchtsubstrat mit den Zysten iiber ein Sieb mit einer
Maschenweite von 8 mm gegeben. Die auf dem Sieb verbliebenen Wurzelreste wurden verworfen und
das gesiebte Substrat mit den Zysten als Vermehrungserde in Plastiktiiten gefiillt und bei 4°C bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Fiir die Gewinnung von Larveninokulum wurde die Vermehrungserde
mittels Leitungswasser durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 250 um gespiilt. Der L6 wurde auf-
grund seiner KornungsgroBe < 200 um durch das Sieb gespiilt, die Zysten verblieben auf dem Sieb. Zur
Gewinnung frisch geschliipfter Larven wurden die extrahierten Zysten auf einen Baermann-Trichter ge-
geben und die Trichter bei Zimmertemperatur aufgestellt. Die geschliipften Larven wurden abgezapft
und bei 4°C bis zu einer Woche aufbewahrt.

Versuchssubstrat: Als Versuchssubstrat fiir alle Versuche diente eine sandige Felderde vom Versuchsfeld
des Instituts fiir Nematologie und Wirbeltierkunde in Miinster. Die Felderde hatte einen pH-Wert von 6,2
und einem Humusgehalt von 1,1%. Die Erde war frei von H. schachtii. Vor Versuchsbeginn wurde die
Felderde auf 7 mm abgesiebt. Bei Verwendung geddmpfter Erde wurde diese einen Tag vor Versuchsbe-
ginn fiir vier Stunden bei 180°C in einem Trockenschrank erhitzt.

Statistik: Die statistische Auswertung wurde mit SPSS 11.01 (Superior Performing Software Systems)
fiir Windows durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels Varianzanalyse mit anschlieBendem Mittelwert-
vergleich mit dem Tukey-Test (p<0,05) ausgewertet.

1) Faltschachtelversuche

Es wurden verschiedene Biopolymere ausgewihlt und als Kapselmaterial fiir die Formulierung des Pil-
zes H. rhossiliensis untersucht: Guargum MG, Guargum MF und Alginat. Alginat wurde als Standard-
kapselmaterial gewéhlt, da hierzu bereits Kenntnisse vorlagen (LACKEY et al., 1993; PATEL, 1998). Die
Herstellung der Kapselformulierungen aus den Biopolymeren erfolgte durch die Firma BIOCARE
GmbH. Folgende Varianten wurden untersucht:
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Unbehandelte Kontrolle (KON)

Autoklavierte Backerhefe (BH)

Biofeuchtmasse (BFM)

Pilzfreie Alginatkapseln (ALG)

Pilzfreie Guargum MG-Kapseln (MG)

Pilzfreie Guargum MF-Kapseln (MF)

Pilzfreie Alginatkapseln mit Backerhefe(ALG+BH)

Pilzfreie Guargum MG-Kapseln mit Backerhefe (MG+BH)
Pilzfreie Guargum MF-Kapseln mit Backerhefe (MF+BH)

10. Pilzhaltige Alginatkapseln mit Biackerhefe (ALG+BH+H.r.)

11. Pilzhaltige Guargum MG-Kapseln mit Backerhefe (MG+BH+H.r.)
12. Pilzhaltige Guargum MF-Kapseln mit Backerhefe (MF+BH+H.r.)

A S A o e

In zwei Faltschachtelversuchen mit gedimpfter bzw. ungedampfter Erde wurde die Wirkung feuchter
Kapseln gegen H. schachtii an Zuckerriiben 'Penta’ untersucht. Die Versuchsdurchfithrung erfolgte in
Anlehnung an GUTBERLET (2000). Jedes Versuchsglied bestand aus zehn Wiederholungen. Als Ver-
suchsgefille wurden transparente PVC-Faltschachteln (40 x 20 x 120 mm, Kelder Plastibox b. v., 's-
Heerenberg, Niederlande) mit einem Volumen von ca. 100 ml verwendet. Pilzkapseln bzw. pilzfreie
Kapseln wurden zu Versuchsbeginn dem Versuchssubstrat beigemischt (4 g/100 ml Erde). Bei der kap-
sellosen Variante “Biofeuchtmasse™ wurde in Wasser suspendierte pilzliche Biofeuchtmasse (0,04 g Bio-
feuchtmasse in 4 ml Wasser pro 100 ml Erde) zugegeben. Die Pilzmenge entsprach dem Pilzgehalt der
Kapseln. Vergleichbares galt fiir die Variante autoklavierte Biackerhefe (0,28 g in 4 ml Wasser pro 100
ml Erde). Die Faltschachteln wurden im Gewéchshaus bei einer durchschnittlichen Tages- und Nacht-
temperatur von 20°C + 3°C aufgestellt und nach Bedarf gegossen. Sieben Tage nach Versuchsbeginn
erfolgte die Aussaat der Zuckerriiben. Nach weiteren sieben Tagen wurden 1000 Infektionsjuvenile von
H. schachtii in 2 ml Wasser an die Zuckerriibenkeimlinge inokuliert. Hierzu wurden rechts und links
neben der Pflanze mit einem Holzstédbchen ein 1 c¢m tiefes Loch in das Substrat gestochen und die Lar-
vensuspension darauf verteilt. Nach einer weiteren Woche wurde der Versuch ausgewertet und die Pflan-
zen aus den Faltschachteln entfernt. Der Spross der Keimlinge wurde abgetrennt und verworfen, die
Wurzeln unter Leitungswasser gewaschen. AnschlieSend erfolgte die Anfarbung der Larven in der Wur-
zel mit einer 0,01%igen Séurefuchsinlosung (BYRD et al., 1983) und die Auszéhlung der in die Wurzeln
eingedrungenen Larven.

2) Gefallversuche

In zwei GefaBversuchen wurde die Wirksamkeit von getrockneten Pilzkapseln gegen H. schachtii unter-
sucht. Im ersten Versuch wurden Kapseln aus den Biopolymeren Guargum MF + Pektin PAS eingesetzt,
im zweiten Versuch Kapseln aus dem Biopolymer Guargum MG. Den Guargum MF-Kapseln wurde das
Biopolymer Pektin PAS zugegeben, um die Form zu stabilisieren und ein Verkleben der Kapseln bei der
Trocknung zu vermeiden. Da sich in vorausgegangenen Laboruntersuchungen zeigte, dass ein Teil des
Pilzes wihrend des Trocknungsprozesses abstirbt, wurde in einem Teil der Kapseln der Pilzgehalt von
1% auf 10% erhoht.

Die Kapseln wurden unter der Sicherheitswerkbank iiber Nacht getrocknet. Die Restfeuchte der Kapseln
betrug 7,5%. Die Kapselformulierungen mit einem Pilzgehalt von 1% und 10% wurden in 300 ml Topfen
auf ihre Wirksamkeit gegen H. schachtii an der Zuckerriibe 'Penta’ untersucht. Die Pilzkapseln aus den
Biopolymeren Guargum MF+Pektin PAS und Guargum MG wurden in jeweils getrennten Versuchen
untersucht. Jeder der beiden Versuche bestand aus folgenden Varianten:

1. unbehandelte Kontrolle (KON)

2. Biofeuchtmasse (BFM)

3. 1%ige Pilzkapseln (MF+PAS bzw. MG)
4. 10%ige Pilzkapseln (MF+PAS bzw. MQG)
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Jedes Versuchsglied bestand aus zehn Wiederholungen. Zu Versuchsbeginn wurden die pilzliche Bio-
feuchtmasse (0,04 g Biomasse in 4 ml Wasser pro 100 ml Erde) bzw. die getrockneten Pilzkapseln (0,3
g/100 ml Erde) in das Versuchssubstrat eingemischt. Sieben Tage spiter erfolgte die Pflanzung drei Tage
alter Zuckerriibenkeimlinge und die Inokulation mit 3.000 Infektionsjuvenilen von H. schachtii in 3,6 ml
Wasser. Die Topfe wurden im Gewaichshaus aufgestellt und bei einer durchschnittlichen Tages- und
Nachttemperatur von 20°C + 3°C gehalten. Die Versuchsanlage war ein randomisierter Block. Die Pflan-
zen wurden nach Bedarf gegossen. Wihrend der Versuchsdauer wurden die Pflanzen zweimal mit dem
Flissigdiinger Wuxal Super® gediingt. Nach Abschluss einer Nematodengeneration (8 Wochen) wurde
der Versuch ausgewertet. Das Sprossfrischgewicht wurde ermittelt und die neu gebildeten Zysten mittels
Zentrifugationsmethode nach CAVENESS und JENSEN (1955) aus der Erde extrahiert. Die Anzahl Zysten
und der Zysteninhalt (Anzahl Eier und Larven pro 100 ml Erde) wurde ermittelt.

Ergebnisse

1) Faltschachtelversuche

Kapselformulierung: Die Kapseln hatten je nach verwendetem Biopolymer einen Durchmesser von 1,16-
2,36 mm. Bei Verwendung des Biopolymers Guargum MF war der Kapseldurchmesser allgemein hoher,
da die Kapseln linsenformig flach waren (Abb. 1).

Abb.1  Feuchte Kapseln nach der Formulierung; von oben nach unten: Alginatkapseln, Guargum MG-Kapseln,
Guargum MF-Kapseln; von links nach rechts: pilzfreie Kapseln, pilzfreie Kapseln mit 3% Béckerhefe
und pilzhaltige Kapseln mit 3% Béackerhefe und 1% Hirsutella rhossiliensis

Vitalitéitstest: Im Vitalitétstest wurde keine Kontamination der Pilzkapseln mit anderen Mikroorganismen
festgestellt. H. rhossiliensis wuchs aus allen Pilzkapseltypen aus. Auswachsende Hyphen des Pilzes wa-
ren auf den Alginatpilzkapseln und den Guargum MG-Pilzkapseln nach zwei Tagen, auf den linsenfor-
migen Guargum MF-Pilzkapseln nach 4 Tagen sichtbar.
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Nematodenbefall: Bei Einsatz feuchter Pilzkapseln in geddmpfter Erde war der Nematodenbefall bei
Guargum MG-Pilzkapseln (MG+BH+H.r.) und Guargum MF-Pilzkapseln (MF+BH+H.r.) signifikant
reduziert gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (KON) (Abb. 2). Die Befallsreduktion betrug 91% fiir
Guargum MG-Pilzkapseln und 55% fiir Guargum MF-Pilzkapseln. Bei Applikation von H. rhossiliensis
als Biofeuchtmasse (BFM) lag die Befallsreduktion mit 55% auf einem vergleichbaren Niveau wie flir
Guargum MF-Pilzkapseln. Demgegeniiber zeigten Alginat-Pilzkapseln (ALG+BH+H.r) keine Wirkung.
Die Applikation pilzfreier Kapseltypen fiihrte zu einer signifikanten Steigerung des Larvenbefalls in die
Wurzel im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (KON). Wéhrend der Versuchsdauer zeigte sich kein
Einfluss der Kapseltypen auf die Keimung der Zuckerriiben und das Pflanzenwachstum.
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Abb. 2  Einfluss einer Bodenapplikation mit feuchten Kapseltypen in geddmpfter Erde auf die Anzahl einge-
drungener Larven von Heterodera schachtii in Zuckerriibenwurzeln. KON = unbehandelte Kontrolle,
BFM = Biofeuchtmasse: freier Pilz (Hirsutella rhossiliensis), BH = Biackerhefe, ALG = Alginatkapseln,
MG = Guargum MG-Kapseln, MF = Guargum MF-Kapseln, ALG+BH = Alginatkapseln mit Backerhe-
fe, MG+BH = Guargum MG-Kapseln mit Béackerhefe, MF+BH = Guargum MF-Kapseln mit Backerhe-
fe, ALG+BH+H.r. = Alginatkapseln mit Biackerhefe und H. rhossiliensis, MG+BH+H.r. = Guargum
MG-Kapseln mit Backerhefe und H. rhossiliensis, MF+BH+H.r. = Guargum MF-Kapseln mit Backerhe-
fe und H. rhossiensis; Mittelwerte + Standardabweichung, n = 10, * = signifikant verschieden von KON
nach dem Tukey HSD-Test bei p< 0,05

Wurden die feuchten Kapseln dagegen in ungeddmpfter Erde eingesetzt, so bewirkte keine der Kapselty-
pen eine Reduktion von H. schachtii in den Zuckerriibenwurzeln. Vielmehr fiihrte die Applikation von
pilzfreien als auch pilzhaltigen Kapseltypen mit Ausnahme der Variante MG+BH+H.r. zu einer signifi-
kanten Erhohung des Nematodenbesatzes in der Wurzel (Abb. 3). Weder Keimung der Zuckerriiben noch
das Pflanzenwachstum wurden durch die Applikation der feuchten Kapseln in ungeddmpfter Erde ge-
stort.
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Abb.3  Einfluss einer Bodenapplikation mit feuchten Kapseltypen in ungedimpfter Erde auf die Anzahl ein-
gedrungener Larven von Heterodera schachtii in Zuckerriilbenwurzeln. KON = unbehandelte Kontrolle,
BFM = Biofeuchtmasse: freier Pilz (Hirsutella rhossiliensis), BH = Backerhefe, ALG = Alginatkapseln,
MG = Guargum MG-Kapseln, MF = Guargum MF-Kapseln, ALG+BH = Alginatkapseln mit Backerhe-
fe, MG+BH = Guargum MG-Kapseln mit Béackerhefe, MF+BH = Guargum MF-Kapseln mit Backerhe-
fe, ALG+BH+H.r. = Alginatkapseln mit Biackerhefe und H. rhossiliensis, MG+BH+H.r. = Guargum
MG-Kapseln mit Béckerhefe und H. rhossiliensis, MF+BH+H.r. = Guargum MF-Kapseln mit Backerhe-
fe und H. rhossiensis; Mittelwerte + Standardabweichung, n = 10, * = signifikant verschieden von KON
nach dem Tukey HSD-Test bei p< 0,05

2) GefaBversuche

Kapselformulierung: Eine Trocknung der Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln war problemlos mdglich. Der
Durchmesser getrockneter Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln betrug durchschnittlich 1,05 mm fiir Kapseln
mit 1% H. rhossiliensis und 1,17 mm fiir Kapseln mit 10% H. rhossiliensis (Abb. 4). Die Trocknung von
Guargum MG-Pilzkapseln war schwieriger, da die Kapselnl miteinander verklebten und nach der Trock-
nung in einem Porzellanmdrser zerstoBen werden mussten. Der Durchmesser der Guargum MG-
Pilzkapseln mit 1% und 10% H. rhossiliensis betrug durchschnittlich 0,66 mm bzw. 0,77 mm.

Abb.4  A) Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln, von links nach rechts Kapseln mit 1% und 10% Hirsutella rhossi-
liensis; oben feucht, unten getrocknet; B) Guargum MG-Pilzkapseln, von links nach rechts Kapseln mit
1% und 10% H. rhossiliensis; oben feucht, unten getrocknet

80 Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 404, 2006



Aktuelle Beitrdge zur Nematodenforschung

Vitalitatstest: Im Vitalitdtstest wurde keine Kontamination der Pilzkapseln mit anderen Mikroorganismen
festgestellt. Die Riickquellung der Kapseln war gewéhrleistet. Nach Auslegen auf feuchtem Filterpapier
erreichten die Kapseln innerhalb von 24 Stunden bis zu zwei Drittel ihrer urspriinglichen Gréfe. Nach
drei Tage war ein erstes Auswachsen von H. rhossiliensis mikroskopisch sichtbar. Bei Guargum MG-
Pilzkapseln mit 1% H. rhossiliensis war das Auswachsen des Pilzes stark eingeschriankt und nach drei
Tagen war H. rhossiliensis nur aus zwei von zehn Kapseln ausgewachsen.

GeféaBversuch A: Finsatz getrockneter Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln mit 1% und 10% H. rhossiliensis
in geddmpfter Erde

Sprossfrischgewicht: Die Applikation von getrockneten Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln mit 10% H.
rhossiliensis bewirkte eine signifikante Steigerung des Sprossfrischgewichtes auf 3,63 g gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle mit 2,25 g (Abb. 5). Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln mit 1% H. rhossiliensis
erhohten tendenziell das Sprossfrischgewicht um durchschnittlich 24%. Die Biofeuchtmasse von H.
rhossiliensis hatte keinen Einfluss auf das Sprossfrischgewicht der Zuckerriiben gegeniiber der Kontrol-
le.

Nematodenvermehrung: Die Applikation von Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln fiihrte zu einer signifikan-
ten Reduktion der Anzahl Eier und Larven von H. schachtii (Abb. 6). Die Befallsreduktion betrug 86%
fiir Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln mit 1% H. rhossiliensis und 90% fiir Guargum MF+PAS5-Pilzkapseln
mit 10% H. rhossiliensis. Demgegeniiber hatte die Applikation von H. rhossiliensis als Biofeuchtmasse
keinen Einfluss auf die Nematodenvermehrung.
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Abb.5  Durchschnittliches Sprossfrischgewicht von Zuckerriiben der Sorte 'Penta’ acht Wochen nach Einarbei-
tung getrockneter MF+PAS5-Pilzkapseln in geddmpfter Erde. H.r. = Hirsutella rhossiliensis; MF+PAS =
Guargum MF+PAS5—-Pilzkapseln, Mittelwerte + Standardabweichung, n = 10, Mittelwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach dem Tukey
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Abb. 6  Anzahl Eier und Larven pro 100 g Erde von Heterodera schachtii nach Einarbeitung getrockneter
MF+PAS-Pilzkapseln in geddmpfter Erde. H.r. = Hirsutella rhossiliensis; MF+PAS = Guargum
MF+PAS-Pilzkapseln; Mittelwerte + Standardabweichung, n = 10, Mittelwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach dem Tukey HSD-Test bei p< 0,05

GefaBversuch B: Einsatz getrockneter Guargum MG-Pilzkapseln mit 1% und 10% H. rhossiliensis in

gedédmpfter Erde.

Sprossfrischgewicht: Sowohl die Applikation von Guargum MG-Pilzkapseln mit 1% und 10% H. rhossi-
liensis als auch von Biofeuchtmasse flihrte zu einer signifikanten Steigerung des Sprossfrischgewichtes
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 7). Das hochste Sprossfrischgewicht mit 5,7 g wurde
nach Applikation von Guargum MG-Pilzkapseln mit 10% H. rhossiliensis beobachtet, gefolgt von Guar-
gum MG-Pilzkapseln mit 1% H. rhossiliensis (4,4 g) und der pilzlichen Biofeuchtmasse (3,6 g).
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Abb.7  Durchschnittliches Sprossfrischgewicht von Zuckerriiben der Sorte 'Penta’ acht Wochen nach Einarbei-
tung getrockneter MG-Pilzkapseln in geddmpfter Erde. H.r. = Hirsutella rhossiliensis; MG = Guargum
MG-Kapseln; Mittelwerte + Standardabweichung, n = 10, Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind
nicht signifikant verschieden nach dem Tukey HSD-Test bei p< 0,05
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Nematodenvermehrung: Eine Behandlung der geddmpften Erde mit getrockneten Guargum MG-
Pilzkapseln mit 1% H. rhossiliensis sowie mit 10% H. rhossiliensis bewirkten eine signifikante Redukti-
on der Nematodenvermehrung von 75% bzw. 64% (Abb. 8). Die Applikation von H. rhossiliensis als
Biofeuchtmasse hatte keine Wirkung gegen H. schachtii und fiihrte tendenziell sogar zu einer Steigerung
der Nematodenvermehrung (3736 E+L/100 ml Boden) gegeniiber der Kontrolle (2460 E+L/100 ml Bo-
den).
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Abb.8  Anzahl Eier und Larven pro 100 g Erde von Heterodera schachtii nach Einarbeitung getrockneter MG-
Pilzkapseln in geddmpfter Erde. H.r. = Hirsutella rhossiliensis; MG = Guargum MG-Kapseln; Mittel-
werte £ Standardabweichung, n = 10, Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant ver-
schieden nach dem Tukey HSD-Test bei p< 0,05

Diskussion

Der nematophage Pilz Hirsutella rhossiliensis ist ein weit verbreiteter Parasit pflanzenparasitirer Nema-
toden (JAFFEE und MULDOON, 1989; JAFFEE et al., 1989; STURHAN und SCHNEIDER, 1980). Seit seiner
Entdeckung im Jahr 1980 (MINTER und BRADY, 1980) arbeiteten verschiedene Arbeitsgruppen daran,
diesen Pilz zu einem biologischen Pflanzenschutzmittel zu entwickeln (JAFFEE et al., 1996; VIAENE und
ABAWI, 2000; L1U and CHEN, 2005). Eine Applikation des Pilzes als wissrige Myzelsuspension kann
teilweise zu guten Bekdmpfungserfolgen fithren (LACKEY et al., 1992; L1U und CHEN, 2005), ist fiir die
Praxis aber wenig geeignet. Voraussetzung fiir die Entwicklung eines biologischen Pflanzenschutzmittels
ist eine geeignete Formulierung, die eine sichere Handhabung des Produktes gewédhrleistet und dem kon-
kurrenzschwachen Pilz eine gute Etablierung im Boden sichert, so dass eine mdglichst hohe Parasitie-
rungsrate pflanzenparasitirer Nematoden erreicht wird. Die von verschiedenen Arbeitsgruppen favori-
sierten Alginatformulierungen erwiesen sich im Freiland als wenig wirkungsvoll (JAFFEE et al., 1996;
LACKEY et al., 1993; JAFFEE und MULDOON, 1997). Demgegeniiber waren erste Untersuchungen von
PATEL (1998), GUTBERLET (2000) und ROSE (2000) mit Pilzkapseln auf Cellulosebasis recht vielver-
sprechend. An diese Ergebnisse kniipften die hier dargestellten Versuche mit Guargum-Derivaten als
Material fiir die Verkapselung von H. rhossiliensis an. Aufgrund der Erfahrungen aus der Vergangenheit
wurden die neuartigen Formulierungen zuerst in geddmpfter Erde eingesetzt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass eine Applikation von H. rhossiliensis in Kapseln aus
verschiedenen Guargumderivaten einen Befall von Zuckerriiben mit H. schachtii in geddmpfter Erde bis
zu 90% reduzieren kann. Im Faltschachtelversuch mit feuchten Kapseln aus Guargum MF und Guargum
MG, die 1% H. rhossiliensis enthielten, war der Nematodenbefall signifikant gegeniiber der unbehandel-
ten Kontrolle reduziert. Pilzkapseln aus Alginat zeigten in diesem Versuch keine Wirkung gegen H.
schachtii und bestétigten damit die Ergebnisse von JAFFEE et al. (1996) an Kohl. Das Kapselmaterial
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allein sowie Kapseln ohne Pilz flihrten demgegeniiber zu einer Férderung der Larveneindringung. Die
Ursachen hierfiir konnten nicht abschlieBend geklért werden, doch ist auch aus anderen Untersuchungen
bekannt, dass die Zufuhr von Formulierungshilfsstoffen, wie z. B. Alginat oder Kdrnerbrutpulver, den
Nematodenbefall fordern kann (SCHUSTER und SIKORA, 1992; HALLMANN, 1994). Zu hohe Aufwand-
mengen der Formulierungshilfsstoffe konnen das Pflanzenwachstum und die Entwicklung von Nemato-
den aber auch hemmen (SCHUSTER und SIKORA, 1992). Eine Hemmung des Pflanzenwachstums wurde
in den eigenen Untersuchungen jedoch nicht beobachtet, die Keimrate der Zuckerriiben lag in allen Ge-
wéachshausversuchen zudem iiber 80%. Untersuchungen von LACKEY et al. (1993) zeigten, dass niedrige
Aufwandmengen pilzfreier Alginatkapseln keine Wirkung auf den Nematodenbefall bzw. das Pflanzen-
wachstum hatten und Alginatkapseln mit H. rhossiliensis das Pflanzenwachstum sogar leicht erhohten.

Im néchsten Schritt wurden die Pilzkapseln getrocknet. Getrocknete Formulierungen werden aufgrund
ihrer besseren Handhabbarkeit, Lagerfahigkeit und Applikation in der Praxis normalerweise bevorzugt.
Sowohl getrocknete Guargum MF+PAS-Pilzkapseln als auch getrocknete Guargum MG-Pilzkapseln
hatten eine positive Wirkung auf das Pflanzenwachstum. Die Forderung des Sprossfrischgewichtes war
aber nicht in allen Fillen signifikant. Interessant war die Beobachtung, dass die Erh6hung des Pilzgehal-
tes in den Kapseln von 1% auf 10% in beiden Versuchen zu einer signifikanten Steigerung des Spross-
frischgewichtes fiihrte, nicht aber zu einer weiteren Reduzierung des Nematodenbefalls. Da alle anderen
Faktoren identisch waren, kdnnte dies moglicherweise ein Hinweis dafiir sein, dass die zusétzliche pilzli-
che Biofeuchtmasse entweder das Pflanzenwachstum direkt stimulierte oder aber indirekt durch Néhr-
stofffreisetzung nach entsprechendem mikrobiellem Abbau des Pilzmyzels. Um diese Frage abschlieBend
zu kldren sind weitere Versuche erforderlich, in denen als zusétzliche Varianten zehnprozentige Bio-
feuchtmasse und pilzfreie Kapseln zu untersuchen sind. Neben der Forderung des Sprossfrischgewichtes
fiilhrten die getrockneten Guargum MF+PAS-Pilzkapseln bzw. Guargum MG-Pilzkapseln auch zu einer
signifikanten Reduktion des Nematodenbesatzes nach 8 Wochen von bis zu 90%. Die Reduktion des
Nematodenbesatzes lag damit vergleichbar hoch wie bei Einsatz feuchter Kapseln nach 7 Tagen. Ein
Morsern der nach dem Trocknen verklebten MG-Pilzkapseln scheint die Wirkung nicht nachteilig beein-
flusst zu haben. Die Kombination von Guargum MF mit Pektin PAS fiihrte zu runden Kapseln, die auch
nach der Trocknung nicht verklebten. Inwieweit mit der Zugabe von Pektin PAS5 moglicherweise auch
eine Wirkungssteigerung verbunden ist, bleibt abzuwarten, da entsprechende Versuche noch ausstehen.
Auch iiber die maximale Lagerungsdauer getrockneter Pilzkapseln liegen noch keine abschlieende Er-
gebnisse vor. Aus Untersuchungen mit getrockneten Alginatkapseln ist bekannt, dass H. rhossiliensis
nach Lagerung iiber ein Jahr bei 5°C noch auswuchs und H. schachtii parasitierte (LACKEY et al., 1993).

Als Kostenfaktor bei der Entwicklung biologischer Pflanzenschutzmittel spielt auch die Wirkstoftkon-
zentration (= Pilzkonzentration) eine gewisse Rolle. Sie muss in jedem Falle hoch genug sein, um eine
gute Parasitierung der Nematoden im Boden zu gewéhrleisten. Eine zu hohe Pilzkonzentration in der
Kapsel konnte nicht nur unnétige Kosten bedeuten, sondern sich unter Umsténden auch negativ auf die
Wirksamkeit der Formulierung auswirken. In den eigenen Untersuchungen fiihrte die zehnfache Erho-
hung des Pilzgehaltes in den getrockneten Pilzkapseln zwar zu einer Steigerung des Sprossfrischgewich-
tes, nicht aber der Wirksamkeit gegen H. schachtii. Moglicherweise reichte die Nahrstoffzugabe in Form
von 3% Béckerhefe fiir die zusétzliche pilzliche Biofeuchtmasse nicht aus und muss entsprechend ange-
passt werden. Sowohl bei der Nihrstoffmenge, als auch der Nahrstoffkomponenten besteht noch erhebli-
cher Forschungsbedarf.

Zeigten die Formulierungen von H. rhossiliensis als feuchte wie auch getrocknete Kapseln eine gute
Wirkung in geddmpfter Erde, so unbefriedigend waren die Ergebnisse feuchter Kapseln in ungedampfter
Felderde. Sowohl eine Behandlung mit pilzfreien als auch pilzhaltigen Kapseln fiihrte im Faltschachtel-
versuch mit ungedédmpfter Erde zu einer Steigerung des Larvenbefalls in den Wurzeln von bis zu 300%
gegeniiber der Kontrolle. Die Applikation von H. rhossiliensis als pilzliche Biofeuchtmasse hatte weder
eine steigernde noch eine reduzierende Wirkung auf die Larveneindringung. Die Férderung des Nemato-
denbefalls sowohl durch die Formulierungshilfsstoffe als auch die pilzfreien und pilzhaltigen Kapseln
konnte auf ein fehlendes Wachstum von H. rhossiliensis im Boden hindeuten oder aber eine Begleiter-
scheinung in Verbindung mit dem Abbau der organischen Substanz im Boden sein. Andere Ursachen,
wie z. B. kontaminierte Kapseln, geringe Vitalitdt des Pilzes oder zu niedrige Aufwandmenge konnten
durch entsprechende Untersuchungen ausgeschlossen werden. Auch JAFFEE et al. (1996) berichten fiir
Alginatkapseln mit H. rhossiliensis von einer ausbleibenden Wirkung gegen H. schachtii in unbehandel-
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ter Erde. Sie fithren dies darauf zuriick, dass H. rhossiliensis aufgrund seiner geringen Konkurrenzkraft
durch andere Organismen im Wachstum unterdriickt wird. Dies ist nachvollziehbar, wenn man bedenkt,
dass sowohl das Kapselmaterial als auch mogliche Néhrstoffe in den Kapseln in der Regel eine hervorra-
gende Nahrungsquelle fiir Bodenmikroorganismen darstellen. Innerhalb kiirzester Zeit kommt es vermut-
lich zu einem drastischen Anstieg der am Abbau des Kapselmaterials beteiligten Bakterien- und Pilzpo-
pulationen im Boden. Aus Untersuchungen mit Bodenapplikationen von 1% Chitin ist bekannt, dass die
Bakterienpopulation innerhalb von 24 Stunden um den Faktor 100 und die Pilzpopulation um den Faktor
50 erhoht wird (HALLMANN et al., 1999). Eine vergleichbare Stimulierung der Bodenmikroorganismen
wire auch im vorliegenden Fall bei Zugabe von 4% feuchter Kapseln vorstellbar. Auch die Zufuhr kom-
postierten Hithner- oder Rindermistes bzw. von Weizenstroh wirkt sich negativ auf die Wirksamkeit von
H. rhossiliensis aus (JAFFEE et al., 1994). H. rhossiliensis muss im Boden nicht nur Phialiden und Koni-
dien bilden, sondern er muss sich auch noch gegen eine stark erhdhte Mikroorganismendichte in unmit-
telbarer Umgebung der hier verwendeten Biopolymere als Kapselmaterial durchsetzen. Fiir den langsam
wachsenden und konkurrenzschwachen Pilz H. rhossiliensis ist diese Hiirde vermutlich zu hoch.

Abschlielend bleibt festzuhalten, dass die hier fiir die Verkapselung von H. rhossiliensis verwendeten
Biopolymere fiir die Bekdmpfung von H. schachtii an Zuckerriiben in der Praxis nicht geeignet sind.
Grundsétzlich wird die Verkapselung von Mikroorganismen fiir den biologischen Pflanzenschutz aber
weiterhin als ein erfolgversprechendes und vielseitig einzusetzendes Verfahren angesehen. Fiir den Ein-
satz von H. rhossiliensis in der Praxis ist es erforderlich, weitere Formulierungshilfsmittel und Methoden
zu untersuchen.

Zusammenfassung

In dem vorliegenden Forschungsvorhaben wurde die Wirksamkeit verschiedener Verkapselungen des
nematophagen Pilzes Hirsutella rhossiliensis gegen den Riibenzystennematoden Heterodera schachtii an
Zuckerriibe untersucht. In Faltschachtelversuchen wurden feuchte Kapseln aus den Biopolymeren Guar-
gum MF und Guargum MG mit 1% H. rhossiliensis in geddmpfter und ungeddmpfter Erde eingesetzt
und die Anzahl eingedrungener Larven von H. schachtii nach 7 Tagen ermittelt. In Gefdversuchen wur-
de die Wirksamkeit getrockneter, ein- und zehnprozentiger Pilzkapseln aus den Biopolymeren Guargum
MF + Pektin PAS bzw. Guargum MG gegen H. schachtii in gedampfter Erde untersucht. Bei Applikation
in geddmpfter Erde fiihrten alle Pilzkapseltypen zu einer signifikanten Reduzierung des Nematodenbe-
falls bis zu liber 90%. Durch Erhdhung des Pilzgehaltes von 1% auf 10% war keine zusétzliche Steige-
rung der Wirkung feststellbar. Pilzfreie Kapseln bzw. die Kapselmaterialien selbst bewirkten demgegen-
iiber eine Stimulierung des Nematodenbefalls. Wurden die Pilzkapseln jedoch in ungeddmpfter Erde
eingesetzt, war keine Wirkung mehr feststellbar und der H. schachtii-Besatz in Zuckerriibe war teilweise
sogar signifikant erhdht. Es ist zu vermuten, dass das ohnehin schon langsame Wachstum des insgesamt
recht konkurrenzschwachen Pilzes H. rhossiliensis aus den Kapseln durch Bodenmikroorganismen ge-
hemmt wurde. AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass die hier fiir die Verkapselung von H. rhossiliensis
verwendeten Biopolymere fiir die Bekdmpfung von H. schachtii an Zuckerriiben in der Praxis nicht ge-
eignet sind. Der erfolgreiche Einsatz von H. rhossiliensis als biologisches Bekdmpfungsverfahren in der
Praxis erfordert entweder andere Kapselmaterialien oder aber die Entwicklung eines alternativen Formu-
lierungsverfahrens.

Summary

In the present study, research was conducted to determine the efficacy of various encapsulations of the
nematophagous fungus Hirsutella rhossiliensis for control of the sugar beet cyst nematode Heterodera
schachti on sugar beet. The potential of moist capsules, made of Guargum MF and Guargum MG and
containing 1% H. rhossiliensis, was evaluated in a bioassay. It was conducted in heat-treated and un-
treated soil. The number of nematodes in each root system was counted seven days after gemination.
Dried capsules that were made of the biopolymers Guargum MF + Pectine PAS5 and Guargum MG, con-
taining 1% and 10% H. rhossiliensis, were tested for their effectiveness against H. schachtii in two sepa-
rate pot trials (300 ml) on sugar beet. Both greenhouse trials were conducted in heat-treated soil. All
capsule types containing H. rhossiliensis led to a significant reduction of nematode invasion up to 90%
when applied to heat-treated soil. Increasing the amount of fungus added to a capsule from 1% to 10%
did not improve its efficacy. In contrast, capsules without H. rhossiliensis or different capsule materials
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stimulated root penetration by H. schachtii. When applied to untreated soil, capsules containing H. rhos-
siliensis failed to suppress nematode invasion of roots of sugar beet seedlings. In fact, in some cases it
even lead to an increase in root penetration. As H. rhossiliensis is an inferior competitor and its growth is
quite slow, it is assumable, that its growth was inhibited by other soil micro organisms. Perhaps an en-
capsulation of H. rhossiliensis as described in this study is not suitable for the control of H. schachtii. A
successful application of H. rhossiliensis as a method of biological control requires the development of
optimised encapsulation materials or perhaps even an alternative composition or formulation.
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