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Zusammenfassung

Der Erreger Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(FORL) verursacht an der Tomate eine Stangelbasis-
und Wurzelfaule. Probleme durch FORL kdnnen ins-
besondere im intensiven Tomatenanbau unter Ge-
wachshausbedingungen auftreten, wobei primar Uber
kontaminiertes GielBwasser eine Infektion der Jung-
pflanzen erfolgen kann. Eine Mdéglichkeit der Bekamp-
fung des Erregers ist die Behandlung von Tomaten-
pflanzen mit antagonistisch wirkenden Bakterien. Ziel
der Untersuchungen war daher die Selektion von Bak-
terien-Stammen, insbesondere der Bacillus-Gruppe, mit
einer krankheitsunterdriickenden Wirkung gegen
FORL.

Aus erdelos kultivierten Tomatenkulturen wurden
Bakterien isoliert und zunéchst in vitro auf ihre an-
tifungale Wirkung gegen verschiedene formae spe-
ciales von Fusarium oxysporum getestet. Die gepriften
Fusarium-lIsolate zeigten gegentiber den Metaboliten
eines Bakterium-Stammes eine unterschiedliche
Sensitivitdt. Die Hemmung des Myzelwachstums war
aullerdem von dem gewéhlten Testmedium abhéan-
gig. Von in vitro antagonistisch wirkenden Bakteri-
enStdmmen wurde die krankheitsunterdriickende
Wirkung gegen FORL an Tomatenjungpflanzen ge-
pruft. Mit FORL infizierte Tomatenpflanzen zeigten
signifikante Wachstumsdepressionen, die durch einige
der gepriften Stamme der Bacillus-Gruppe kompen-
siert bzw. reduziert werden konnten. Die Formulie-
rung von Antagonisten aus der Bacillus-Gruppe ist
technologisch soweit entwickelt, dal3 ein Handelspro-
dukt in die Pflanzenschutzstrategie gegen bodenbirti-
ge Pathogene in erdeloser Kultur integriert werden
kann.

Summary

The pathogen Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersi-
c¢i (FORL) causes crown rot and root rot and is wide-
spread and serious in commercial greenhouse cultivat-
ed tomato. Young tomato plants can be infected with
contaminated irrigation water. The treatment of plants
with antagonistic bacteria is a possibility of pathogen
control. The selection of effective bacteria strains

against FORL was concentrated especially of isolates of
Bacillus-group.

Bacteria strains were isolated from tomato cultivated
in soilless culture. The antagonistic activity of bacteria
strains was tested against different formae speciales of
F. oxysporum. The Fusarium-isolates showed a different
sensitivity against the antifungal compounds of a bac-
teria strain. The inhibition of the mycelial growth was
influenced by the test media.

Bacteria strains with antagonistic effects in vitro were
tested on plants under greenhouse conditions to con-
trol FORL on tomato. The treatment of tomato plants
with some strains resulted in reduced disease incidence
by FORL on tomato in experiments replicated. The
strains were members of the Bacillus-group and for such
strains a formulation technology exists. Formulated
products can be used in plant protection strategies for
soilless culture.

Einleitung

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) ist
insbesondere im intensiven Tomatenanbau unter
Gewadchshausbedingungen ein Problem, tritt aber auch
im Freiland auf. Der Erreger FORL verursacht an der
Tomate eine Stangelbasis- und Wurzelfaule. FORL
wurde erstmals 1969 in Japan isoliert und spéater in
Nord- und Sudamerika sowie in West-Europa nachge-
wiesen (MEeNzies und Jarvis 1994). Weltweit kénnen
durch FORL betrachtliche Sch&den auch an anderen
Kulturpflanzen wie Weizen, Mais, Blumenkohl oder
Spinat verursacht werden (HARENDER und KAPOOR
1994). Im Unterglasanbau der Tomate sind besonders
in Hydroponik immer wieder Verluste durch den Erre-
ger zu beobachten. Die Schwere der Schadigung ist von
den jeweils gegebenen klimatischen Bedingungen ab-
hangig, wird jedoch an der Tomate durch niedrige
Temperatur (<20°C, Optimum 18°C) und limitierte
Lichtbedingungen begunstigt (JoNEs et al. 1990). Im
Gegensatz zu F. oxysporum f. sp. lycopersici sind resisten-
te Tomatensorten gegen FORL fur den kommerziellen
Anbau derzeit nicht verfugbar.

In den Niederlanden zeigten Untersuchungen, dal}
78 Prozent der zur Wasserversorgung von Gewdchs-
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hauskulturen genutzten Regenwasserbecken mit FORL
verseucht waren (RATTINK 1991). Tomatenkultu-
ren konnen so durch kontaminiertes GielRwasser
bereits sehr fruhzeitig mit dem Erreger inokuliert
werden. Durch Behandlung der Pflanzen mit anta-
gonistisch wirkenden Bakterien, welche die Wurzel-
oberflache bzw. Rhizosphére besiedeln, kénnte ein
wirksamer Schutz gegen den Erreger aufgebaut werden.
Im Gegensatz zum Boden, entwickelt sich in Hydro-
kultur die Mikroflora in der Rhizosphére erst zu Be-
ginn einer Kultur (VAN PEer und ScHIpPERS 1989), so
daR zu diesem Zeitpunkt applizierte nutzliche Mikro-
organismen einer geringeren Konkurrenz ausgesetzt
sind und sich daher besser etablieren kdbnnen (PosTMA
1996).

Die nitzliche Wirkung von antagonistisch wirkenden
Mikroorganismen wurde vor allem in den letzten 30
Jahren intensiv untersucht (RAAIIMAKERS 2000). Im Er-
gebnis dieser Forschungen werden derzeit weltweit ca.
37 Produkte genannt, die auf der Basis pilzlicher oder
bakterieller Mikroorganismen entwickelt wurden. Un-
ter den Bakterien sind als Nutzorganismen Agrobacteri-
um radiobacter, Pseudomonas fluorescens, P. syringae, Strep-
tomyces griseoviridis, Bacillus subtilis und Burkholderia ce-
pacia zu nennen.

\Von den gram-negativen Bakterien wurden insbeson-
dere Pseudomonas spp. hinsichtlich ihrer Wirksamkeit
und den zugrundeliegenden Mechanismen gegenuber
Phytopathogenen intensiv untersucht (Deraco und
KEeeL 1995). Die Forschung konzentrierte sich hierbei
sowohl auf die Analyse antimikrobieller Metabolite
(MAURHOFER et al. 1992, THomAsHOw et al. 1990) als
auch deren genetische Regulation (Kraus und LOPER
1995, LAvILLE et al. 1992) sowie auf die 6kologische Fit-
ness unter Feldbedingungen (LATOUR et al. 1996, MAz-
zoLA et al. 1992). Im Vergleich zu den gram-negativen
Bakterien wurden gram-positive Bakterien, wie Bacillus
spp., weniger intensiv erforscht. In der Literatur sind je-
doch verschiedene Bacillus-Stdmme sowohl mit wachs-
tumsférdernden Eigenschaften (Ryper et al. 1999, Bo-
cHow et al. 1995) als auch mit antagonistischer Akti-
vitdt gegentber bodenburtigen und samenburtigen
pilzlichen sowie bakteriellen Pathogenen beschrieben
(Asaka und SHoDA 1996, BACKMAN 1995, Kim et al.
1997, Kress et al. 1998, ZHANG et al. 1996). Im Ver-
gleich zu den Pseudomonas spp. sind Bakterien der Bacil-
lus-Gruppe aufgrund der Féhigkeit Sporen zu bilden
gut technisch handhabbar. Neben Belegen fir eine viel-
faltige Wirkung ist dies eine wichtige Voraussetzung fur
einen erfolgreichen Einsatz im biologischen Pflanzen-
schutz.

Ziel unserer Untersuchungen war die Selektion von
effektiven Bakterien-Stdimmen insbesondere der Ba-
cillus-Gruppe mit krankheitsunterdriickender Wirkung
gegen FORL an der Tomate in erdeloser Kultur.
Nach Funck JENseEN (1995) sind die 6kologischen
Bedingungen, in denen ein biologisches Agenz ein-
gesetzt werden soll, von groRBer Bedeutung fir deren
Etablierung und Wirksamkeit. Bei Mikroorganismen,
die aus erdeloser Kultur isoliert werden, ist davon aus-
zugehen, dal3 sie an die speziellen Bedingungen in
solchen Systemen angepasst sind. Es wurden daher
neben bereits charakterisierten Bacillus-Stammen gram-
positive Bakterien aus erdeloser Kultur isoliert und ge-
testet.
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Material und Methoden

Isolierung und Charakterisierung von Bakterien

Isolierung

Die Isolierung von Bakterien insbesondere der Bacillus-
Gruppe erfolgte von Tomatenwurzeln der Sorten
‘Counter’ und ‘Pronto’ nach flinfmonatiger erdeloser
Kulturhaltung im Gewdchshaus. Vergleichbar der
Methode nach KrLoerper et al. (1991) wurden die
Bakterien von der Wurzeloberflache mittels Tryptic-
Soy-Agar (TSA, SERVA 48080) und des selektiven
Mediums Nahragar | (Merck 7881) unter Zusatz von
Nystatin (30mg/l, Cycloheximid 100mg/l und Ka-
liumdichromat (100 mg/I) isoliert. Letzt genanntes Me-
dium ist selektiv fUr gram-positive Bakterien.

Antagonistische Aktivitat in vitro

Alle isolierten Bakterien (mit E gekennzeichnet) als
auch die Bacillus subtilis-1solate der Firma FZB Biotech-
nik GmbH (FZB24, 37, 38, 42 und 44) wurden auf ihre
antagonistische Wirkung in vitro gegenuber Isolaten
verschiedener formae speciales von Fusarium oxysporum
(F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici FORL, F. oxysporum
f.sp. callistephi FOC, F. oxysporum f.sp. cyclaminis
FOCY) in Dualkultur auf Kartoffel-Dextrose-Agar
(PDA, Merck 1.10130) und Standard II-Nahragar
(Merck 7883) in Anlehnung an die Methode nach
FiLippi et al (1984) geprift. Der Standard I1-Né&hragar
wurde in der Halfte der angegebenen Konzentration
verwendet (/> N II). Die Prifung erfolgte in vier
Wiederholungen je Medium und Isolat. Als MaR fir
die antagonistische Aktivitdt wurde die Breite der
Hemmzone ermittelt.

Fettsdureanalyse

Mikroorganismen, die in vitro eine antifungale Wirkung
zeigten, wurden mittels Fettsdureanalyse charakterisiert.
Die Extraktion der Lipide und Separation der Phospho-
lipide erfolgte nach der Methode von Sasser (1990).

Bestimmung des Lysotyps

Als weiterer Parameter der Charakterisierung der iso-
lierten Stamme wurde der Lysotyp bestimmt. Der Test,
durchgefuhrt nach Kress et al. (1998), erlaubt, anhand
der Reaktion gegentiber Bakteriophagen, eine Differen-
zierung zwischen Stdmmen. Die verwendeten Bakterio-
phagen (PZA, PZE, Pta, PZF, PA2, PC1, Phi3T, Ps40,
SPP1, Ppt und Pp2) wurden von der FZB Biotechnik
GmbH zur Verfligung gestellt.

Priifung der antagonistischen Wirkung in vivo

Die antagonistische Wirkung gegen FORL wurde unter
Gewdchshausbedingungen an der anféalligen Tomaten-
sorte ‘Hildares’ geprift. Die mittlere Tages- und Nacht-
temperatur betrug 20 bzw. 18 °C. Kultiviert wurden die
Tomaten in inertem Substrat (Quarzsand), wobei jede
Variante 8 Wiederholungen umfasste, die randomisiert
angeordnet waren.
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Tab. 1. Durchschnittliche antifungale Wirkung (Hemmhof, HH) verschiedener Bakterien-Stdmme gegen Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (FORL), F. oxysporum f. sp. cyclaminis (FOCY) und F. oxysporum f. sp. callistephi (FOC) auf Kartoffeldextrose-Agar
(PDA) und Standard-Nahragar 11 (/2 N 11) nach zweiwdchiger Inkubation bei 25 °C in vitro

Awverage antifungal activity (inhibition zone, HH) of different bacteria-strains against Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(FORL), F. oxysporum f. sp. cyclaminis (FOCY) und F. oxysporum f. sp. callistephi (FOC) on potato dextrose agar medium (PDA) and

standard nutrient agar medium 11 (¥/2 N 11) after incubation time of two weeks at 25°C in vitro

Bakterien- HH [mm] auf PDA HH [mm] auf /2 N 11

Stamm FORL FOCY FOC FORL FOCY FOC
E6 9,0 8,0 13 0 0 0
E21 0 0 0 6,0 3,0 3,0
E22 9,3 8,7 9,7 14,0 50 5,0
E23 25 1,0 0 0 0 0
E26 1,0 0 0 0 0 0
E28 5,0 0 0 8,0 0 3,0
E44 0 0 0 8,0 15,0 0
E61 0 0 0 0 0 5,0
E75 13,0 70 2,0 0 50 3,0
FZB24 10,5 8,5 8,5 0 0 5,0
FZB37 0 0 0 3,0 0 10,0
FZB38 10,0 8,5 11,0 0 0 0
FZB42 11,0 10,0 11,0 3,0 4,0 3,0
FZB44 9,5 8,5 10,0 0 0 0

Die Aussaat der Tomaten erfolgte ebenfalls in Quarz-
sand. Im 2-Blattstadium wurden jeweils drei Keimlinge
in die Versuchsgefale (& 9cm?2) gepflanzt. Sechs (Ver-
such 1) bzw. neun (Versuch 2) Wochen nach der Inoku-
lation mit FORL wurden die Frisch- und Trockenmas-
sen von Spross und Wurzeln der Tomatenpflanzen be-
stimmt.

Inokulation mit F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici

Einen Tag vor der Pflanzung wurde das Substrat mit
FORL inokuliert, wobei eine Dichte von 105 Mikroko-
nidien/g Quarzsand eingestellt wurde. Der Einfluss der
Konidiendichte (104; 105, 108; 107 Konidien/g Quarz-
sand) auf das Pflanzenwachstum wurde zuvor gepriift.

Die Mikrokonidien wurden in Kartoffel-Dextrose-
Brihe (PDB, SIGMA P-6685) produziert. Zur Erhal-
tung der Pathogenitat wurde das FORL-Isolat (F 48)
eine Woche vor der Inokulation der PD-Brihe auf Was-
seragar bei 8°C angezogen. Die Inokulation der PD-
Briihe erfolgte mit Myzelmaterial der Wasseragarplatte.
Fur eine Woche wurde die beimpfte PD-Bruhe bei
25°C im Schittelinkubator kultiviert.

Zur Herstellung der Mikrokonidiensuspension wurde
das Myzel aus der PD-Briihe abgesiebt und die
Konidien einmal mit steriler physiologischer Kochsalz-
I6sung (0,3 %) gewaschen. Die Bestimmung der Anzahl
der Mikrokonidien erfolgte anschlielfend mikrosko-
pisch mittels eines Haemocytometers.

Bakterisierung

Nach der Pflanzung wurde jede Tomatenpflanze
(2-Blattstadium) mit 20 ml der zu testenden Bakterien-
suspension (107cfu/ml) angegossen. Die Anzucht der
Bakterien erfolgte zuvor fir 48h in Nahrbouillon

(Merck 1.05443) im Schittelinkubator bei 28°C. Die
Suspensionen wurden mit physiologischer Kochsalz-
16sung (0,3 %) gewaschen und durch Ausplattieren die
Keimzahl bestimmt, die auf jeweils 107 cfu/ml in der
Suspension eingestellt wurde. Die FZB-Stamme stan-
den als Granulat zur Verfugung, was eine einfache
Handhabung bei der Herstellung der Suspensionen er-
laubte. Die Bacillus subtilis-Stdmme wurden ebenfalls in
der Keimdichte von 107 cfu/ml appliziert.

Folgende Bakterien-Stdmme wurden in vivo im Jung-
pflanzentest gegen FORL gepruft: E6; E21; E22; E23;
E26; E28; FZB24, FZB37; FZB38; FZB42 und FZB44.
Die Stdmme, die eine krankheitsunterdriickende Wir-
kung gegen FORL zeigten, wurden in einem weiteren
Versuch nochmals getestet.

Ergebnisse

Charakterisierung der Bakterien in vitro

In Tabelle 1 sind von den insgesamt 145 aus erdeloser
Kultur isolierten Bakterien nur die Ergebnisse der
Stdmme, einschlieRlich der B. subtilis-Stdimme der FZB
Biotechnik GmbH, aufgefihrt, die gegenliber einer der
formae speciales von F. oxysporum eine antifungale Wir-
kung zeigten.

\Von den gepriften Bakterien-lsolaten zeigten ledig-
lich die Stamme E22 und FZB42 auf beiden Medien
gegenuber allen gepruften formae speciales von F. oxy-
sporum eine antagonistische Wirkung. Die Hemmung
des Myzelwachstums von FORL durch den Stamm E22
auf /2 N I1-Agar war im Vergleich zu FOCY und FOC
deutlich héher. Auf PDA zeigten die drei F. oxysporum-
Isolate gegenliber den antagonistisch wirkenden Meta-
boliten von FZB42 eine hohere Sensitivitdt im
Vergleich zu dem néhrstoffairmeren Medium /2 N II.
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In der Empfindlichkeit zwischen den formae speciales
waren auf beiden Medien keine deutlichen Unterschie-
de zu beobachten.

Die Hemmung des Myzelwachstums der einzelnen
Fusarium-lIsolate durch die antagonistisch wirkenden
Metabolite eines Bakterien-Stammes erfolgte in ver-
schiedener Intensitdt. Auffallende Sensitivitatsunter-
schiede zeigten sich bei den Isolaten FORL und FOC
gegeniiber den Metaboliten von E6 und E75 auf PDA
bzw. FZB37 und E22 auf /2 N |1 (Tab. 1). FORL wur-
de stérker von den lsolaten E6 und E75 auf PDA im
Vergleich zu FOC gehemmt. Sehr empfindlich gegen-
Uber den Metaboliten von E44 reagierte FOCY auf
1/2 N I1. Im Gegensatz dazu wurde das Myzelwachstum
von FOC durch den Stamm E44 nicht unterdrtickt.

Das Wachstum von FORL auf PDA wurde bei Auf-
treten einer Hemmwirkung durch die gepruften Bakte-
rien am starksten gehemmt.

Die Bakterien E21, E44, E61 und FZB37 verursach-
ten eine Reduktion des Myzelwachstum von Fusarium
zwar auf 1/2 N II-Agar jedoch nicht auf PDA. Umge-
kehrt gilt dies fir die Stamme E6, E23, E26, FZB38 und
FZB44.

Die Bakterien E23, E26 und E61 zeigten insgesamt
nur eine schwache antagonistische Wirkung auf den
Testmedien.

Anhand der Fettsdureanalyse war der Stamm E75
Pseudomonas aeruginosa und der Stamm E44 P. putida

Tab. 2. Charakterisierung von Bakterien mittels Fettsdureanalyse
Characterization of bacteria by fatty acid analysis

Bakterien-  Vorschlag der taxonomischen Similaritats-
stamm Zuordnung koeffizient*
E6 Paenibacillus alvei 0,188
E21 Bacillus pumilus 0,310
E22 Paenibacillus macerans 0,506
E23 Paenibacillus macerans 0,288
E26 Paenibacillus macerans 0,251
E28 Bacillus subtilis 0,658
E44 Pseudomonas putida 0,764
E61 Bacillus subtilis 0,687
E75 Pseudomonas aeruginosa 0,942

*Der Similaritatskoeffizient gibt die Ubereinstimmung zu den
in der Datenbank vorhandenen charakterisierten Mikroorga-
nismen an. Bei einem Wert von > 0,5 ist von einer guten Uber-
einstimmung auszugehen.

zuzuordnen. Die Similaritatskoeffizienten von 0,94
und 0,76 zeigten eine gute Ubereinstimmung zu den in
der Datenbank charakterisierten Bakterien (Tab. 2). Bei
den Stammen E6, E21, E22, E23, E26, E28 und E61
handelt es sich um gram-positive sporenbildende Bak-
terien, deren Zuordnung zur Bacillus-Gruppe durch die
Fettsaureanalyse bestatigt wurde. Der Similaritatskoeffi-
zient des ermittelten Fettsduremusters zu den gegebe-
nen taxonomischen Vorschlagen zeigte keine hohe
Ubereinstimmung fir die Stamme E6, E21, E23 und
E26, so dal? mit dieser Methode keine Artbestimmung
moglich war. Zur genauen taxonomischen Charakte-
risierung mdussten weitere Untersuchungen vorge-
nommen werden. Die Stdimme E28 und E61 konnten
mit relativ hoher Sicherheit der Species B. subtilis zu-
geordnet werden.

Die Bestimmung des Lysotyps erlaubt eine Differen-
zierung von Stammen und wurde daher fir die Bakte-
rien E6, E21, E22, E23, E26 und E28 durchgefihrt. Die
Reaktionen der B. subtilis-Stimme FzZB24, 37, 38, 42
und 44 gegenuber den Bakteriophagen wurden bereits
beschrieben (Kress et al. 1998).

Die Stimme E21 und E28 sowie E23 und E26 zeigten
gegeniiber den gepruften Bakteriophagen identische
Muster an Lysiszonen (Tab. 3). Im Vergleich zum
Stamm E21 oder E28 unterscheidet sich der Stamm
E22 in der Empfindlichkeit gegentiber den Bakterio-
phagen Phi3T und Pp2. Der Stamm E6 weicht nur in
der Reaktion gegentber dem Phagen Ps40 von den Ly-
sisreaktionen der Stdamme E23 und E26 ab.

Prifung der antagonistischen Wirkung in vivo

Einfluss der Inokulumdichte von F. oxysporum f. sp. radi-
cis-lycopersici auf das Wachstum der Tomate

Fur die Prufung der Wirksamkeit von Bakterien gegen
FORL an Tomatenjungpflanzen ist die Wahl einer
geeigneten Inokulumdichte des Erregers eine wichtige
Voraussetzung. Bei einer zu hohen Inokulumdichte ist
keine Wirksamkeit der Antagonisten zu erwarten. Vor
der Prufung der Mikroorganismen wurde daher der
Einfluss der Konidiendichte von FORL (lIsolat F 48) auf
das Pflanzenwachstum der Tomatensorte ‘Hildares’ ge-
pruft (Tab. 4).

In der Variante, inokuliert mit 104 Konidien/g Quarz-
sand war bei einer Gesamttrockenmasse von 2,019/
Pflanze eine Verminderung um 16 Prozent und in der
Variante, inokuliert mit 105 Konidien/g Quarzsand, mit

Tab. 3. Charakterisierung von Stdmmen der Bacillus-Gruppe als Lysotypen mit Hilfe von Bakteriophagen
Characterization of strains of Bacillus-group as lysotypes by bacteriophages

Bakterien-

Bakteriophagen

Stamm

PZA PZE Pta PZF PA2

PC1  Phi3T Ps40  SPP1  Ppt Pp2

E6

E21
E22
E23
E26
E28 X

X 00 X X0

OO0 X X0
X 00 X X0
X OO0 X XO0
O X X OO0 X

O

OO0OO0O0OO0O0
O0O0OXO00
X X X X X
O0OO0OO0O0O0
O0OO0OO0O0O0
O X X X 0O X

(X = Reaktion; O = keine Reaktion)
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Relative Sprosstrockenmasse [%40]

Abb. 1. Relative Sprosstrockenmasse
der Tomate ‘Hildares’ 6 Wochen nach
Inokulation mit Fusarium oxysporum
f.sp. radicis-lycopersici (FORL, Isolat F
48) und Bakterisierung mit verschiede-
nen Bakterien-Stdmmen (*Signifikanz
im Vergleich zur Kontrolle, Newman-
Keuls-Test, p< 0,1)

Relative shoot dry mass of tomato
‘Hildares’ six weeks after inoculation with
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-ly-
copersici (FORL, isolate F 48) and bac-
terization by different bacteria-strains
(*significant in comparison to control,
Newman-Keuls-test, p <0,1)

100 120

1,95g/Pflanze eine Reduktion von nahezu 18 Prozent
zu verzeichnen. In diesen Varianten war mit 1,55 und
1,56 g/Pflanze jedoch signifikant nur die Spross-
trockenmasse um 22 bzw. 21 Prozent reduziert. Das
Wurzelwachstum war signifikant erst nach Inokulation
von 106 bzw. 107 Konidien/g Quarzsand beeinflusst. In
diesen Varianten (4 und 5) wurde eine Biomasse von
1,04 und 0,11g/Pflanze ermittelt, die damit im Ver-
gleich zur Kontrolle um 56 bzw. 95 Prozent vermindert
war (Tab. 4).

Tab. 4. Trockenmasse von Spross (STM), Wurzel (WTM) und
Gesamttrockenmasse (BTM) der Tomate ‘Hildares’ in Abhén-
gigkeit von der Inokulumdichte von Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (F 48) sieben Wochen nach der Inokulation
Shoot (STM), root dry mass (WTM) and biomass (BTM) of tomato
‘Hildares’ in dependent of inoculum density of Fusarium oxyspo-
rum f. sp. radicis-lycopersici (F 48) seven weeks after inoculation

Inokulumdichte

" STM WTM BTM
glj’a”r'zdsfr? d/)9 (o/Pfl.) (o/Pfl.) (o/Pfl.)
1 Kontrolle 1,97 0,42 2,39
2 FORL 10¢ 1,55+ 0,46 2,01
3 FORL 105 1,56 0,39 1,95
4 FORL 106 0,85 0,19% 1,04%
5 FORL 107 0,09% 0,02% 0,11%

* Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle (Newman-Keuls-Test,
p<01)

Fir die Prifung der Wirkung der Bakterien gegen
FORL wurde eine Inokulumdichte von 105 Konidien/g
Quarzsand gewéhlt.

Wirkung der Bakterien gegen F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici in vivo

Die Untersuchungen konzentrierten sich insbesondere
auf die Selektion von antagonistisch wirkenden Bacil-
lus-Stdmmen, so dafd in die Prifung in vivo die Pseudo-
monas-Stdmme E44 und E75 nicht mit einbezogen wur-

den. Der Stamm E75 (P. aeruginosa) war auf3erdem als
humanpathogenes Isolat von weiteren Anwendungen
auszuschlieBen. Der Stamm E61 zeigte in vitro keine
antagonistische Wirkung gegen FORL und wurde eben-
falls nicht in vivo getestet.

Im ersten Versuch war die Sprosstrockenmasse der To-
mate durch die Infektion mit FORL nach ca. sechs Wo-
chen Kulturdauer im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle signifikant um 21 Prozent reduziert (Abb. 1).
Durch die Behandlung der Tomatenjungpflanzen mit
den Bakterien-Stdmmen E22, E23, E26, E28, FZB24
und FZB44 konnte die Wachstumsdepression, ver-
ursacht durch FORL, vermindert bzw. vollstdndig
kompensiert werden. In diesen Behandlungsvarianten
zeigten sich im Vergleich zur Kontrolle in der Spross-
trockenmasse  keine  signifikanten  Unterschiede
(Abb. 1). Nach Bakterisierung mit den Stdmmen EB6,
E21, FZB37, FZB38 und FZB42 war keine krankheits-
unterdriickende Wirkung gegen FORL zu beobachten.

Bakterien mit einer krankheitsunterdriickenden Wir-
kung wurden nochmals gegen FORL an Tomatenjung-
pflanzen geprift. Nach einer Kulturdauer von neun
Wochen war die Sprosstrockenmasse in diesem Versuch
durch FORL signifikant um 76 Prozent vermindert
(Abb. 2). Im Vergleich zum Versuch 1 war damit ein
sehr hoher Befallsdruck gegeben. In allen bakterisierten
Varianten (E22, E23, E26, E28, FZB24 und FZB44)
konnte der Pathogeneinfluss auf das Tomatenwachstum
deutlich reduziert werden. Der Stamm FZB24 zeigte im
Vergleich zu den anderen Bakterienstdmmen in diesem
Versuch die geringste Effektivitat.

Nach Behandlung der Pflanzen mit den Isolaten E28
oder FZB44 waren insgesamt die besten krankheitsun-
terdriickenden Effekte zu beobachten.

Diskussion

In der Literatur wurden bereits Ergebnisse zur biologi-
schen Bek&mpfung von FORL durch Einsatz von
pilzlichen Mikroorganismen wie apathogene Fusarium-
Isolate oder Trichoderma harzianum vorgestellt (VAN
STEEKELENBURG 1990, LEMANCEAU und ALABOUVETTE
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Abb. 2. Relative Sprosstrockenmasse
der Tomate ‘Hildares’ 9 Wochen nach
Inokulation mit Fusarium oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici und Bakterisie-
rung mit verschiedenen Bakterien-
Stdmmen (*Signifikanz im Vergleich
zur Kontrolle, Newman-Keuls-Test,
p<0,1)

Relative shoot dry mass of tomato
‘Hildares’ nine weeks after inoculation
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with Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (FORL, isolate F 48) and
bacterization by different bacteria-strains
(*significant in comparison to control,
Newman-Keuls-test, p < 0,1)
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1991). Erdelose Kulturverfahren bieten in bezug auf
Applikation und Verbreitung glinstige Voraussetzungen
fur den Einsatz von Bakterien.

Untersuchungen zur Mikroflora von BERKELMANN
(1991) und VAN Peer und ScHippeRs (1989) zeigten,
dal in Hydroponik insbesondere Pseudomonaden vor-
kommen. Aus den von uns untersuchten Zufallsproben
aus erdeloser Kultur wurden auch Bakterien der Bacil-
lus-Gruppe isoliert (Tab. 2), die in vitro gegenuber
verschiedenen formae speciales von F. oxysporum eine
antifungale Wirkung aufwiesen (Tab. 1). Die Untersu-
chungen erlauben keine Aussagen dazu, ob die isolier-
ten Bakterien charakteristisch bzw. von Bedeutung sind
fur erdelose Systeme. Es ist jedoch davon auszugehen,
dafl} die Bedingungen in Hydroponik auch fiir Bakte-
rien der Bacillus-Gruppe nicht unglnstig sind.

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen zeigten
eine unterschiedliche Sensitivitat der gepruften formae
speciales von F. oxysporum gegeniiber den antago-
nistisch wirkenden Metaboliten eines Bakterium-Stam-
mes. Vergleichbare Ergebnisse waren nach Prufung der
antifungalen Wirkung gegenuber verschiedenen Py-
thium spp. zu beobachten (GroscH et al. 2001). Far
den praktischen Einsatz eines biologischen Agenz ist
eine Wirkung gegen mehrere Zielpathogene vorteilhaft,
doch eine optimale Wirkung wird nicht in gleicher Wei-
se gegenuber einer Vielzahl pilzlicher Erregerarten zu
erreichen sein.

Ebenfalls war zu beobachten, dal? das Ausmald der
Hemmung des Myzelwachstums in vitro deutlich vom
gewahlten Medium und damit vom Nahrstoffangebot
bestimmt wurde (Tab. 1). GupTA und UTKHEDE (1987)
wiesen bereits darauf hin, daf3 die Bildung antifungaler
Metabolite durch B. subtilis von bestimmten Nahrstoff-
kombinationen beeinflusst werden kann.

In der Rhizosphéare von erdelosen Kulturen sind die
Wurzelexsudate die Hauptnahrstoffquelle fur Mikro-
organismen und beeinflussen somit die Bildung von
antagonistisch wirkenden Metaboliten. Die Selektion
von wirksamen Stammen der Bacillus-Gruppe kénnte
verbessert werden, wenn zum einen Kenntnisse dartber
vorhanden waéren, welche antifungalen Metabolite flr
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die krankheitsunterdriickende Wirkung in vivo von Be-
deutung sind und zum anderen welche Nahrstoffe fur
deren Bildung essentiell sind. Bei effektiven Pseudomo-
nas-Stammen hat sich gezeigt, dal z.B. 2,4-Diacetyl-
phloroglucinol fiir die krankheitsunterdriickende Wir-
kung gegen bodenbiirtige Pathogene verantwortlich ist
(ZALA et al. 1997). Ein Peptid, &hnlich dem Bacillomy-
cin-D, konnte bei in vitro antifungal wirkenden B. sub-
tilis-Stdmmen isoliert werden, doch deren Nachweis in
vivo war bisher nicht moglich (Kress et al. 1996).

Die Bildung bestimmter Peptidmetabolite ist sowohl
qualitativ als auch quantitativ eine stammspezifische
Eigenschaft. Der Lysotyp der Stdmme E2lund E28
entsprach dem Lysotyp der B. subtilis-Stdmme FZB24
und FZB42 (KRress et al. 1998). Insgesamt zeigten diese
Stamme jedoch sowohl in vitro als auch in vivo eine un-
terschiedliche antifungale Wirkung gegeniiber FORL.
Im Gegensatz dazu war die Reaktion der Stdimme E6
und FZB38 mit gleichem Lysotyp sowohl in vitro als
auch in vivo gegenliber FORL vergleichbar. Schlussfol-
gernd kann anhand des Lysotyps nicht auf eine ver-
gleichbare antifungale Wirkung weder in vitro noch in
vivo gegenuber FORL geschlossen werden. Ein effekti-
ves Screening von antifungal wirkenden Mikroorganis-
men kann nur erfolgen, wenn die direkten Wirkme-
chanismen in vivo bekannt sind und Korrelationen zu
Ergebnissen von in vitro Versuchen bestehen.

Fur die Prifung von Bakterien-Stdmmen in vivo ist
die Wahl einer geeigneten Inokulumdichte des Erregers
von Bedeutung. Unter Praxisbedingungen baut sich das
Infektionspotential, ausgehend von tberdauerndem In-
okulum, zu Beginn der Kultur erst auf. Durch den Ein-
satz von Antagonisten soll dies verhindert werden. Der
Einfluss von FORL auf das Pflanzenwachstum der
Tomate war von der Inokulumdichte abhéngig (Tab. 4),
wobei Spross- und Wurzelmasse nicht in gleicher Weise
beeinflusst waren. Die Sprossmasse wurde vor der Wur-
zelmasse signifikant reduziert. Dies weist darauf hin,
daR durch die Infektion mit FORL die Funktion der
Wurzel in bezug auf Nahrstoff- oder Wasseraufnahme
primdr beeinflusst wird und nicht das Wurzelwachstum
selbst. Es ist jedoch auch mdglich, dal die mit FORL
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infizierte Wurzel zunéchst einen grofl3eren ’sink’ fur As-
similate darstellt und daher fur das Sprosswachstum
weniger Assimilate zur Verfligung stehen. Untersuchun-
gen zur Assimilatverteilung nach Infektion mit FORL
konnten diese Fragen beantworten.

Die Versuchsergebnisse bestatigen, daf durch Be-
handlung von Tomatenjungpflanzen mit geeigneten
Bakterienstdmmen eine krankheitsunterdriickende Wir-
kung gegen FORL erreicht werden kann (Abb. 1 und
2). Es kénnen jedoch keine Aussagen dazu gemacht
werden, ob die Effekte der eingesetzten Bakterien auf
eine direkte antagonistische Wirkung gegen FORL, auf
induzierte Abwehrreaktionen der Pflanze oder eine
Stimulation des Pflanzenwachstums durch die Bakte-
rien zuriickzufuhren sind. Eine Forderung des Pflan-
zenwachstums war in bereits durchgefiihrten Versuchen
nur nach Bakterisierung der Tomaten mit den Stdammen
E22 und FZB44 in erdeloser Kultur zu beobachten und
nicht nach Behandlung mit den Stammen E23, E26,
E28 und FZB24, so dal3 die Wirkung dieser Stdmme auf
einer antagonistischen Aktivitdt gegen FORL in der
Rhizosphére beruhen kdnnte (GroscH et al. 1999).

In beiden Versuchen wurde nicht geprift, ob durch
die Bakterisierung die Infektion der Wurzeln mit FORL
verhindert werden konnte. Es ist jedoch davon aus-
zugehen, daR infolge der antifungalen Wirkung der
Bakterien das Krankheitspotential vermindert und der
Infektionsprozess, einschlieRlich der Ausbreitung des
Erregers in der Wurzel, insgesamt verzogert wurde.
Dafur sprechen die Ergebnisse des Versuches 2, in
welchem in allen bakterisierten Varianten eine reduzier-
te Biomasse zu beobachten war (Abb. 2). In diesem Ver-
such konnte der Erregereinfluss, infolge des hohen Be-
fallsdruckes, durch die Bakterisierung nicht vollstandig
kompensiert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Anwendung eines
effektiven lsolates der Bacillus-Gruppe Teil der Be-
kadmpfungsstrategie von Wurzelpathogenen in erde-
loser Kultur sein kann. Stdmme der Bacillus-Gruppe
sind, aufgrund ihrer Fahigkeit Sporen zu bilden, gut zu
formulieren. Von der FZB Biotechnik wurde ein
Verfahren zur Formulierung von Bacillus-Stdmmen
entwickelt, so daR geeignete Stdimme gegen Pathogene
wie FORL als formulierte Produkte zur Verflgung ge-
stellt werden kénnten.

Die Untersuchungen wurden durch das Bundesministe-
rium fur Bildung und Forschung (Forderkennzeichen
0311047) unterstitzt.

Fur die sorgféltige Durchfiihrung der Versuche danken
wir Kerstin Fischer und Uwe Rieckmann.
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