UNIVERSITAT FUR BODENKULTUR WIEN

Serendipita indica: Wirkung auf Sojabohne
(Glycine max (L.) Merr.) und Sclerotinia
sclerotiorum

Masterarbeit

Katharina Heiderer

November 2016

Betreuung durch Univ. Prof. DI Dr. Siegrid Steinkellner und
DI Dr. Karin Hage-Ahmed
Department fiir Nutzpflanzenwissenschaften

Abteilung Pflanzenschutz



INHALT

1 ABSEIACT. e 1
B T o 1= 1 (U o = PP USSR 2
2.1 Zieldefinition und FragestelluNg .......cccuiiiiiiiiieiiiiieie ettt e e e 3

T o174 1ol o Y=l =X Te [T o] 4 1Y T PO PRSP 4
Y Y T o [T T = 1 [ Vo Lo SRR PPPRRRPPPSPN 8
4.1  Morphologie VON S. iNGICA ........ccoecuuveiiiiiiiiieieee sttt saaeee s 8
41.1 [ 170 =1 o RO PP PURRTTPRRN: 8
4.1.2 IVIYZE ettt e e st e e st e e e e e e st e e e e e bae e e e aabeeeeeearaaeeennns 8
4.1.3 (001 -0 41T [o T o Yo o =T o USRI 9

4.2 Wurzelkolonisation VON S. iNdiCQ..........ccoouuiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 10
421 Interaktion mit Mykorrhiza-bildenden Pflanzen........cccccovevviiiiiiiiieii e 11

4.3  Positive Effekte durch die Wurzelkolonisation von S. indica ...........ccccccueevcvenniennnee. 12
43.1 Verbesserung der Nahrstoffversorgung.......cccoccveeveeciieecieciiee e 12
4.3.2 Verbesserung des Pflanzenwachstums.........ccoccveeiiiiiieii e 13
4.3.3 Mechanismen gegen SalZStreSS. ....cuuiviiieiiiiiiie et aee e 14
43.4 Toleranz gegen PathOZENE.........uuvii it 15

5 Sojabohne (Glycing Max (L.) MEIT.) wuuii ettt saee e e e 17
5.1 Standortanspriiche der Sojabohne in Osterreich........ccccevvveeieieieieeeceeeeees 17
5.1.1 B 1T ={<T = = PO PPRRIN 17
5.1.2 =] 0] o L= = X RS RSN 18
5.1.3 2] Te =T o U PR PSP 18
514 W aSSEIE ittt e 18
5.1.5 DIV ] oF={U] o T - SO OO U PP PPPPRPIRt 19
5.1.6 [T o | USSP PR PPRTN 19

5.2 Wichtigsten Schaderreger in OSterr@ich .........cooeeveiviveeieiceeeeececeee e 19
5.3  verwendete Sojabohnensorte ,Gallec” ... 20

6 Sclerotinia SCIErOtiorUM .....coouiiiiiei e e 21
0 R = o 1T 0 1 A LU USSR 21
6.2  Symptome an SOJaboRNeN .........ooeiiiii e 22
6.3 BEKAMPIUNG oo e e e aaaaeean 23

7 Material und MethOden ..........coouiiiiiiiii e 24

7.1 GlaSAUSVEISUCK ...ttt e et e s et e s et e e s eraaessenernesesnans 24



7.1.1 RV E U ol 0 1o= 10T o Y= 1 TR 24

7.1.2 Pilzliches Versuchsmaterial ...........ccooiiiiiiiiiiiii e 25
7.1.3 VersUChSVEIIAUS ......oieee e 29
7.1.4 VErSUChSAUSWEITUNE ..evieiiieieiieeee ettt trre e e e e e e st e e e e e s e nnraneeeas 34

7.2 DUALKUITUL e s 39
7.3 StatistisChe AUSWEITUNEG ... e e e e e e e e ae e e e e e e as 40
T ==Y o | 1Y USSR 41
8.1  WachSTUMSEfEKEE . ..cueiiiieieeeee e 41
8.1.1 EntWicklUNgSStadiEn.......oeveiii i 41
8.1.2 Pflanzenlange und Internodienlange .........cccueeeeeiieeeieiiiie e 44
8.1.3 Blatt- und Seitensprossanzahl.........ccccciii i 46
8.1.4 TrOCKENMASSE ..t 48
8.1.5 LTS T2 - T SRR 51

8.2 Sclerotini@-Befall..........coui i 53
8.2.1 BefallsShBUTIGKEIT ...eeieieeeeeee e e 53
8.2.2 BefallSSTArKe ....eeeieieeeee e 55
8.2.3 Area under the disease-progress curve (AUDPC) ......ccceeeeiiieeeeciieee e 57

8.3  Wourzelkolonisation VON S. iNdiCa............coocueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceeccee e 58
8.4 DUAIKUITUL e 61

S B 1] (U £ o o TP PR PRSPPI 62
10 ZUSAMMENTASSUNEZ . .eeeeiieieieiiciiiieeee et eeeeictrereeeeeeeesestrraeeeeeeeesessssssseaseeseessassrseseeeeessannnnes 68
11 VerZ@ICANISSE .. et 69
11.1  AbbildUuNGSVErzZEIChNIS ......uvviiieieie e e e e e e e 69
11.2  TabelleNVerzeiChNis ........ocuiiiiiiiiiie e e 72
12 LIteraturVerzeiChNIS ... .cooueiiieeee e 73
13 PN o] o= o = SO PURRT 88
13.1 Kéafer Medium (Hill & Kafer, 2001) verandert nach Johnson, et al. (2011)................ 88



DANKSAGUNG

Ein besonderer Dank geht an Univ. Prof. Dipl.-Ing. Dr. Siegrid Steinkellner fir die
Bereitstellung dieses spannenden Themas und die hilfreichen Ratschlage wahrend der
Versuchsdurchfihrung.

Ein herzliches Dankeschon mochte ich Dipl.-Ing. Dr. Karin Hage-Ahmed aussprechen fiir die
fachliche und personliche Unterstiitzung wahrend meiner Versuche und bei so manchen
statistischen Fragen.

AuBerdem danke ich Ing. Karin Baumgartner und Sabine Daxbock-Horvath fir die Hilfe bei
den Versuchen und bei der Losung von diversen Problemen.

Ein groBer Dank geht an Dipl.-Ing. Kathrin Rosner, Negar Ghezel Sefloo MSc. und Dipl.-Ing.
Christina Schonhuber fir die aufbauenden und motivierenden Worte und die Unterstiitzung
beim Verfassen dieser Arbeit.

Besonders bedanken mdéchte ich mich bei meiner Familie fiir den starken Riickhalt wahrend
meiner gesamten Studienzeit und fiir ausnahmslose Unterstlitzung in dieser Zeit.



Abstract Seite 1

1 ABSTRACT

The root endophyte Serendipita indica colonizes the roots of many mono- and
dicotyledonous plants. Its positive effects include increasing plant growth and tolerances
against biotic and abiotic stress factors. In this work, the growth-enhancing potential of
S. indica on soybeans and the effect on the plant pathogen Sclerotinia sclerotiorum (Scl) was
tested. For this purpose, soybeans were inoculated directly with S. indica in the greenhouse
and infected with S. sclerotiorum by inflorescence inoculation. The plants were watered with
a nutrient solution with and without phosphorous (P). In addition, S. indica and the
Trichoderma strain T39 were tested for their growth-inhibiting potential against S.
sclerotiorum in a dual culture system. Significant effects due to root colonization with S.
indica could be seen in the root and shoot dry weight at +P+S. indica. +P +S. indica+Scl tend
to have an inhibitory effect on S. sclerotiorum infestation, while -P+S. indica+Scl resulted the
greatest infestation. The dual culture system showed no direct inhibitory effect of S. indica
on S. sclerotiorum. No influence of S. indica on root and plant length could be detected. In
summary, S. indica has potential for biomass increase and as a control agent against
S. sclerotiorum. Based on this study it can be assumed that S. indica has no direct effects on
S. sclerotiorum. The potential to reduce S. sclerotiorum via should be elucidated in further
studies.
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2 EINLEITUNG

Der Pilz Serendipita indica (Sav. Verma, Aj. Varma, Rexer, G. Kost & P. Franken) M. WeiR,
Waller, A. Zuccaro & Selosse (WeiB, et al., 2016) ist ein Wurzelendophyt, der 1998 aus einer
Funneliformis mosseae Spore aus einem sandigen Wistenboden in Nordwestindien isoliert
wurde. Taxonomisch zdhlt er zu den Basidiomycota, aber bisher wurden weder Basidien
noch andere sexuelle Fortpflanzungsorgane gefunden. Die Vermehrung erfolgt tber das
Myzel oder birnenférmige Chlamydosporen (Verma, et al., 1998). Als Endophyt besiedelt der
Pilz die Wurzeln seiner Wirtspflanzen, wobei die Besiedelung nur auf die Wurzelcortex
beschrankt ist. Er fligt dabei der Pflanze keinen Schaden zu (Wilson, 1995; Verma, et al.,
1998).

Zuerst wurde S. indica fur einen arbuskularen Mykorrhiza (AM)-Pilz gehalten, doch bei
genauerer morphologischer Untersuchung wurden Unterschiede sichtbar. Der groRte
Unterschied zu den AMP besteht darin, dass S. indica auf verschiedensten synthetischen
Medien kultiviert werden kann (Verma, et al., 1998). Weiters hat der Pilz einen groRen
Wirtspflanzenkreis zu dem auch Brassicaceae-Arten zahlen (Peskan-Berghofer, et al., 2004),
die von Ektomykorrhiza- und AM-Pilzen nicht besiedelt werden (Newman & Reddell, 1987).
Auch diverse Kulturpflanzen, wie Sojabohnen (Glycine max (L.) Merr.), Gerste (Hordeum
sativum Pers.) und Mais (Zea mays L.) werden kolonisiert (Varma, et al., 2013).

Bei verschiedenen Studien, wurden die vielfdltigen Vorteile durch die Kolonisation mit
S. indica fur die Wirtspflanzen entdeckt. Diese reichen von Steigerung der Wurzel- und
Sprossbiomasse (Varma, et al., 2013), zu verbesserter Nahrstoffversorgung, vor allem mit
Phosphor und Stickstoff (Gosal, et al., 2013), bis hin zu Toleranzen gegen biotische und
abiotische Stressfaktoren (Varma, et al., 2013). Aufgrund des vergleichsweise ,jungen” Alters
von S. indica sind die Mechanismen und Wirkungsweisen hinter den positiven Effekten noch
unergrindet.



Einleitung Seite 3

2.1 ZIELDEFINITION UND FRAGESTELLUNG

Weltweit stieg die Sojabohnenproduktion in den letzten Jahren von rund 115 Millionen
Tonnen 1993 auf 308 Millionen Tonnen 2014. Die grofSten Produzenten sind dabei die USA,
Brasilien, Argentinien, China und Indien (FAO, 2015). Das am Weltmarkt gehandelte Soja
besteht fast zur Ginze aus gentechnisch verdnderten Sojabohnen. Osterreich steht dem als
eines der wenigen Lander, die sich bewusst gegen gentechnisch veranderte Organsimen
(GVO) entschieden haben, gegeniber. Die Bevolkerung in der Europadischen Union und vor
allem in Osterreich ist gegen GVO-Soja insbesondere bei Lebensmitteln (Pistrich, et al.,
2014). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Sojaproduktion in Osterreich in den letzten
Jahren deutlich zugenommen hat (Bundesministerium flir Land- und Forstwirtschaft, Umwelt
und Wasserwirtschaft, 2015).

Durch den steigenden Sojabohnenanbau treten aber auch verstarkt Krankheiten auf. Eine
der wichtigsten ist die sogenannte WeiRRstangeligkeit, ausgelost vom Pilz Sclerotinia
sclerotiorum (Lembacher, et al., 2009). Dieses Pathogen ist schwer zu bekdampfen, weil es
einen groBen Wirtspflanzenkreis hat, zu dem wichtige Kulturpflanzen, wie Raps (Brassica
napus) und Sonnenblume (Helianthus annuus) und dariiberhinaus viele Unkrdautern gehoren
(Boland & Hall, 1994). Die Ertragsverluste variieren, kdonnen jedoch bei glinstigen
Bedingungen 100 % erreichen (Purdy, 1979). Aufgrund dessen wird stark nach
wirkungsvollen Bekampfungsmoglichkeiten gesucht.

Da S. indica bekannt dafir ist Toleranzen gegen Pathogene zu induzieren und das Wachstum
seiner Wirtspflanzen, zu denen auch Sojabohnen gehoren, zu verbessern (Varma, et al.,
2013), ware der Pilz eine gute Bekampfungsoption. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit
das wachstumsverbesserende Potential von S. indica und dessen Wirkung auf die Infektion
mit S. sclerotiorum getestet.

Die Forschungsfragen, die in dieser Arbeit beantwortet werden sollten, lauteten wie folgt:

1. FUOhrt die Wurzelkolonisation von S. indica zu einer schnelleren Entwicklung bei
Sojabohnen?
Fiihrt die Wurzelkolonisation von S. indica bei Sojabohnen zu mehr Biomasse?

3. Kann die Wurzelkolonisation von S. indica die Infektion mit S. sclerotiorum
reduzieren?
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3 PiLZLICHE ENDOPHYTEN

Endophytische Organismen, wie zum Beispiel S. indica sind hauptsachlich Pilze und
Bakterien, die im Pflanzengewebe leben und ihren Wirtspflanzen keinen Schaden zufiigen
(Wilson, 1995). Rodriguez et al. (2009) haben 4 Endophyten-Klassen fir Pilze definiert. Klasse
1 sind Clavicipitaceous Endophyten (C-Endophyten) und innerhalb der Nonclavicipitaceous
Endophyten (NC-Endophyten) gibt es 3 Klassen, die sich im Wirtsbesiedelungsmuster, in den
Ubertragungsmechanismen zwischen den Wirtsgenerationen, in der in planta Artenvielfalt
und ihren 6kologischen Funktionen unterscheiden.

C-Endophyten zahlen zur Familie der Clavicipitaceae und sind ausschliellich auf StiRgraser
(Poaceae) und Sauergrasern (Cyperaceae) zu finden (Diehl, 1950). Sie konnen in 3 Typen
unterteilt werden (White, 1988). Typ | sind pathogene Pilze, die Symptome hervorrufen, sich
sexuell Gber Ascosporen vermehren und horizontal Gbertragen werden. Typ Il wird vertikal
Uber Samen Ubertragen und vermehrt sich klonal. Sie interagieren mutualistisch mit ihren
Wirtsgrasern und bilden typische Gras-Endophyten-Verbdande. Die Typ II-Pilze sind ein Mix
aus Typ | und Typ lll, da sie Symptome verursachen, aber auch symptomlos bleiben kénnen.
AulRerdem kdnnen sie sich sexuell oder klonal vermehren und vertikal oder horizontal tGber
Ascosporen oder Samen verbreiten (Clay & Schardl, 2002). Im Gegensatz zu Typ | bildet
Typ lll keine Stromata an den Blitenanlagen aus (Sampson, 1933). Bei Typ | bildet zuerst das
Myzel an den Blutenanlagen auf einem Paarungstyp Stromata mit Konidien aus. Durch
Insekten werden diese Konidien auf den anderen Paarungstyp mit Stroma transferiert
(Bultman & White, 1988). Erst danach werden Perithecien gebildet, die Ascosporen zur
Vermehrung ausbilden (Sampson, 1933). Man vermutet, dass Typ Illl die Fahigkeit zur
sexuellen Vermehrung verloren hat (Clay & Schardl, 2002) und deshalb dringen Typ llI-Pilze
beim Beginn der Blite in den Bliitenstand ein und gelangen so in die Samen (Philipson &
Christey, 1986). Die meisten Typ llI-Endophyten bilden zudem Alkaloide, die eine grol3e Rolle
im Verteidigungssystem ihrer Wirtspflanzen spielen, aber fir die Landwirtschaft ein Problem
darstellen (Clay & Schardl, 2002). Abbildung 1 gibt einen Uberblick tiber die Vermehrung von
Typ Il mit dem asexuellen Zyklus, den auch Typ Il benutzt und dem sexuellen Zyklus von

Typ I.
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Abbildung 1: Typ Il C-Endophyten Lebenszyklus von Epichloé festucae mit sexuellen und asexuellen
Entwicklungszyklus (aus Clay & Schardl, 2002).

Zur Klasse 2 der Endophyten zdhlen Mitglieder aus dem Unterreich der Dikarya, wobei die
meisten Spezies zu den Ascomycota zdhlen, genauer gesagt zur Unterabteilung
Pezizomycotina, und nur ein kleiner Teil zu den Basidiomycota. Bei den Basidiomycota
zahlen die Klasse 2-Endophyten zur Unterabteilung Agaricomycotina und Pucciniomycotina.
Die Unterschiede zu den anderen NC-Endophyten bestehen darin, dass Klasse 2-Endophyten
Wurzeln, Stamm und Blatter kolonisieren konnen, umfangreiche Infektionen innerhalb der
Pflanze verursachen, liber Samenschalen oder Rhizome (ibertragen werden, aber nur in
geringer Menge in der Rhizosphdare verkommen. AuBerdem verursachen sie
lebensraumspezifische Vorteile gemeinsam mit anderen Vorteilen und treten stark bei
gestressten Pflanzen auf (Rodriguez, et al., 2009). Von Klasse 2-Endophyten induzierte
Effekte sind gesteigerte Pflanzen- und/oder Wurzelbiomasse durch die Bildung von
Pflanzenhormonen durch den Wirt oder durch Biosynthese von Pflanzenhormonen von den
Endophyten (Tudzynski & Sharon, 2002). Weiters kénnen sie ihre Wirtspflanzen zu einem
gewissen Grad vor Pilzkrankheiten schiitzen (Danielsen & Jensen, 1999; Narisawa, et al.,
2002 & Campanile, et al., 2007) mit Hilfe von sekundaren Metaboliten (Schulz, et al., 1999),
Pilzparasitismus (Samuels, et al., 2000) und der Induktion von systemischen Resistenzen (Vu,
et al., 2006). Die Infektion der Pflanzen erfolgt Gber Hyphen oder Hyphopodien (Gao &
Mendgen, 2006) und nachfolgendem endophytischen Wachstum (Ernst, et al., 2003) ohne
sichtbare Symptome. Das durch Pflanzenabwehrmechanismen geregelte Wachstum verlauft
hauptsachlich interzellular zwischen Epidermis und Cortex (Gao & Mendgen, 2006) und mit
fortschreitender Wachstumsperiode sind Klasse 2-Endophyten in allen Organen ihrer
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Wirtspflanzen zu finden (Ernst, et al., 2003). Schnelles Wachstum auf alternden
Pflanzenteilen und Sporulation auf diesen deuten darauf hin, dass einige der Pilze, wie zum
Beispiel Phoma medicaginis, fahig sind ihre Lebensweise von endophytisch auf saprophytisch
zu andern (Weber, et al.,, 2004), wahrend andere nicht fahig sind aullerhalb ihrer
Wirtspflanzen zu konkurrieren. Sicher ist jedoch, dass Klasse 2-Endophyten horizontal Gber
Sporen im Boden (Rodriguez, et al., 2009), aber auch vertikal Gber die Samenschale
Ubertragen werden kdnnen (Ernst, et al., 2003).

Im Gegensatz zu den anderen NC-Endophyten kommen Klasse 3-Endophyten nur im
oberirdischen Pflanzengewebe vor, werden horizontal (ibertragen, bilden lokale Infektionen,
kdnnen Vorteile fir ihre Wirtspflanzen hervorrufen und haben eine extrem hohe in planta
Artenvielfalt (Rodriguez, et al.,, 2009). Sie kommen in Blattern von tropischen Baumen
(Lodge, et al., 1996), aber auch im oberirdischen Gewebe von nichtvaskuldren Pflanzen,
samenlosen GefalRpflanzen, Koniferen sowie holzigen und krautigen Angiospermen vor,
deren Lebensrdume von tropischen Regenwadldern bis hin zu borealen und arktischen
Gegenden reichen (Carroll & Carroll, 1978; Fisher, et al., 1995; Dauvis, et al., 2003; Higgins, et
al., 2007; Murali, et al., 2007; Davis & Shaw, 2008 & Del Olmo Ruiz, 2012). Klasse 3-
Endophyten kommen nicht nur in Blattern vor, sondern auch in Bliten, der inneren Rinde
und im Xylem-Gewebe (Kumar & Hyde, 2004 & Tejesvi, et al., 2005). Ein weiteres Phdnomen
der Klasse 3-Endophyten ist ihre hohe Diversitdt innerhalb ihres Wirtsgewebes und ihrer
Wirtspflanzen (Lodge, et al.,, 1996). Das bedeutet, dass eine Pflanze von bis zu hundert
Endophyten besiedelt sein kann. Vorteile, die durch sie hervorgerufen werden reichen von
erhéhter Krankheitsresistenz und Abschreckung von Pflanzenfressern bis hin zu Anderungen
in der Empfindlichkeit gegeniiber Trockenheit und anderen abiotischen Stressfaktoren
(Rodriguez, et al., 2009). Systematisch zadhlen die Klasse 3-Endophyten zu den Dikarya
(Rodriguez, et al., 2009), mit einer starken Konzentration von Ascomycota. Der GroRteil zahlt
zu den Pezizomycotina und nur ein kleiner Teil zu den Saccharomycotina (Higgins, et al.,
2007). Bei den Basidiomycota zdhlen die Spezies zu den Agaricomycotina, den
Pucciniomycotina und den Ustilaginomycotina, die generell mehr im holzigen Gewebe
auftreten (Arnold, 2007). Die Verbreitung der Klasse 3-Endophyten erfolgt U{ber
Hyphenfragmentierung und bzw. oder Uber die Produktion von sexuellen oder asexuellen
Sporen auf totem oder alternden Gewebe (Herre, et al., 2005). Hyphenfragmente und
Sporen kénnen entweder (iber den Frald von Pflanzenfressern oder Gber Wind und Regen
freigesetzt werden (Monk & Samuels, 1990). Eine schnelle Kolonisation findet nur dann statt,
wenn sich Sporen in der Luft befinden und eine hohe relative Luftfeuchtigkeit herrscht bzw.
wenn die Blattoberflache durch Tau, Regen oder Dunst benetzt ist (Arnold & Herre, 2003).

Zur Klasse 4 der Endophyten zdhlen die ,dark sepateted endophytes” (DSE), die nur
Pflanzenwurzeln kolonisieren und mit hoher Wahrscheinlichkeit zu den Ascomycota zahlen.
Definiert sind sie als dunkle, septierte, konidiale oder sterile Pilze, die weltweit vor allem in
Umwelten mit hohem Stresspotential vorkommen. Sie haben eine groflen Wirtspflanzenkreis
bzw. keine Wirtsspezifizierung und kolonisieren die Wurzeln von knapp 600 Pflanzenspezies.
Bisher wurden nur 5 anamorphe DSE-Spezies beschrieben, zu denen zahlen: Chloridium
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paucisporum, Leptodontidium orchidicola, Phialocephala dimorphosphora, Phialocephala
fortinii and Phialophora finlandia. Die DSE sind eine heterogene Gruppe, die sich mit
anderen Bodenpilzen, wie Saprophyten, fakultativen und obligaten Pathogenen und
Mykorrhizapilzen, Gberschneiden (Jumpponen & Trappe, 1998). Die Kolonisierung beginnt
mit oberflachlichen Hyphen, die ein lockeres Netzwerk an der Wurzeloberflache bilden
(Stoyke & Currah, 1993). Einzelne Hyphen wachsen dann entlang der Hauptachse der Wurzel
zwischen die Rindenzellen und epidermalen Zellen (Currah, et al., 1993). Es ist auch
interzellulares Wachstum moglich, wobei die DSE innerhalb der kortikalen Zellen einen
Haufen aus dicht gepackten, dickwandigen Zellen bilden, die dann als ,dicke
pseudoparenchymatische Masse, Sklerotien oder Mikrosklerotien” bezeichnet werden
(Stoyke & Currah, 1993). Weiters kénnen DSE Hartig-artige Netze oder labyrinthartiges
Gewebe bilden (O'Dell, et al., 1993). Die DSE sind bis jetzt weder taxonomisch noch
Okologisch gut untersucht sind, eine sexuelle Fortpflanzung kann nicht ausgeschlossen
werden (Rodriguez, et al., 2009).



Qu
Serendipita Indica Seite 8

4 SERENDIPITA INDICA

4.1 MORPHOLOGIE VON S. INDICA
4.1.1 HYPHEN

Die diinnwandigen Hyphen von S. indica sind immer hyalin und nicht pigmentiert. Die GroRRe
der Hyphen hangt stark vom verwendeten Medium ab. Bei geringem Nahrstoffgehalt sind
die Hyphenzellen lang und schmal, wahrend bei komplexen Medien der Hyphendurchschnitt
von 0,6 bis 3,5 um reicht. Die Form der Hyphen ist schlauchférmig, doch treten sie auch oft
moniliform auf. Die Septierung der Hyphen ist regelmaRig mit mehrkernigen Hyphenzellen
jedoch ohne Klemmverbindungen an den Septen. Meistens sind zwischen 2 und 6 Nuclei pro
Zelle zu finden, die innerhalb der Zelle regelmaRig verteilt sind. Manchmal sind die Hyphen
in mehreren Schichten gewunden und durch verschiedene Anastomosen miteinander
verbunden. Da bisher keine konjungierten Nuclei entdeckt wurden, wird davon
ausgegangen, dass die Hyphenzellen haploid sind (Kost & Rexer, 2013).

4.1.2 MyzeL

S. indica kann auf verschiedenen synthetischen und komplexen Medien kultiviert werden,
ebenso wie auf festem und in flissigen Medien. Die Morphologie des Myzels hangt dabei
stark von der Zusammensetzung des Mediums, was die Nahrstoffe anbelangt, ab und auch
ob flussiges oder festes Medium verwendet wird. Auf festem Agar wachst das Myzel
hauptsachlich in konzentrischen Kreisen und bedeckt das Medium homogen. Das Wachstum
findet unter der Oberflache statt mit nur wenigen Lufthypen. Junge Myzelkulturen sind weil}
(Abbildung 2), doch mit zunehmendem Alter dndert sich die Farbe in cremegelb (Abbildung
3). Die Struktur des Myzels ist homogen, das heildt es werden keine spezialisierten Hyphen
gebildet, dennoch sind manche in Spiralen angeordnet. Die Hyphen-Verastelungen sind
regelmaRig mit abrupten Verzweigungen von bis zu 90°. In flissigen Medien, sammelt sich
das Myzel zu kleinen watteartigen, kugeligen Ballen an (Kost & Rexer, 2013).

Abbildung 2: S. indica auf Kartoffeldextroseagar nach Abbildung 3: S. indica auf Kartoffeldextroseagar
10 Tagen. nach 25 Tagen.
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S. indica wachst in einem Temperaturbereich von 20-35 °C wobei die optimale Temperatur
fir das Pilzwachstum 30 °C bei einem pH Wert von 5,8 betragt (Varma, et al., 2013). Das
beste Medium fiir eine reichliche Myzelproduktion ist Kafer Medium (Kumar, et al., 2011).

Bisher sind alle Tests, um Basidien zu induzieren, fehlgeschlagen, deshalb gibt es nur eine
anamorphe Phase von S. indica und kein Teleomorph. Die Vermehrung von S. indica erfolgt
daher tiber Chlamydosporen oder Myzel (Kost & Rexer, 2013).

4.1.3 CHLAMYDOSPOREN

Die Chlamydosporen entstehen an den terminalen Hyphenspitzen (Abbildung 4). Am Beginn
ihrer Entwicklung treten sie als geschwollene, diinnwandige Vesikel auf, die durch eine
Zellwand abgetrennt sind. Oft werden am Ende von kurzen Verzweigungshyphen mehrere
Sporen gebildet, die dann, in Gruppen angeordnet, zu finden sind. Wahrend des
Reifeprozesses verandert sich die Form der Sporen von keulenférmig zu birnenformig
(Abbildung 5). Ihre GréRe variiert zwischen 14 und 33 um in der Lange und 9 bis 20 um in der
Breite (Kost & Rexer, 2013).

Die Oberflache der Chlamydosporen ist glatt und die Farbe adndert sich wahrend des
Reifeprozesses von farblos zu gelblich. AuBerdem verdickt sich die Sporenwand mit
zunehmendem Alter bis zu einem Maximum von 1,5 um. Das Zytoplasma der Sporen ist
komplett mit stark brechenden lipoiden Kornern gefillt. Darliber hinaus enthalten die
Chlamydosporen mehrere Nuclei (8-25) (Kost & Rexer, 2013).

10 pm }]}
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Abbildung 5: Chlamydosporen von S. indica (aus
(Skala: 10 um) (aus Kost & Rexer, 2013). Verma, et al., 1998).
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4.2 WURZELKOLONISATION VON S. INDICA

S. indica kann mit den Wurzeln verschiedenster Spezies, wie Moose, Farne, Gymnospermen
und Angiospermen, interagieren, wobei die Morphologie der Interaktionsstrukturen von den
involvierten Partnern abhdngt. Bei den Angiospermen kann jede Pflanzenspezies, die eine
der verschiedenen Mykorrhiza-Typen bilden kann, von S. indica kolonisiert werden. Der Pilz
kann mit AM-bildenden Pflanzen genauso wie mit Ektomykorrhiza-bildenden Pflanzen, sowie
mit Orchideen in Wechselbeziehung treten. Dabei sind die morphologischen Strukturen bei
der Interaktion mit S. indica, den Strukturen bei einer Mykorrhizasymbiose sehr dhnlich.
Prinzipiell kann S. indica entweder endophytisch und nekrotroph leben oder mit lebenden
Pflanzenzellen biotroph interagieren (Kost & Rexer, 2013).

Biotroph interagiert S. indica mit den Wurzelzellen von Orchideen und Lebermoosen. In
diesem Fall startet der Lebenszyklus mit der Keimung von Chlamydosporen im Boden.
Danach wird ein Hyphennetz an der Wurzeloberfliche gebildet, aber im Gegensatz zur
endophytisch und nekrotrophen Lebensweise werden die befallenen Zellen nicht von den
Hyphen zerstért sondern der Pilz bildet nach der Penetration eine typische Mykorrhiza mit
Orchideen oder einen Mycothallus mit Moosen. Diese Art von Interaktion kann als biotroph
oder mutualistisch interpretiert werden (Kost & Rexer, 2013).

Die endophytisch und nekrotrophe Lebensweise beginnt ebenfalls mit der Keimung von
Chlamydosporen im Boden. Danach wird ein Hyphennetz an der Wurzeloberflache gebildet.
Durch Hyphenverzweigungen startet das subepidermale, interzellulare Wachstum, das an
den antiklinalen Schnittstellen der Wurzel beginnt. Um intrazelluldar wachsen zu kénnen,
kann der Pilz zellwandauflésende Enzyme bilden und den Zellinhalt saprophytisch auflosen.
Junge, differenzierte Zellen werden zuerst komplett ausgefiillt bevor die Hyphen die
Nachbarzellen besiedeln, wdhrend bei &lteren Wurzelteilen eine uneingeschrankte,
netzartige inter- und intrazelluldre Kolonisation erfolgt. Intrazellulire Hyphen zeigen
Verengungen (Halse) an den Stellen, wo der Pilz die Zellwand durchwachst. Die
Pilzbesiedelung steigt mit inter- und intrazellularen Befall des umliegenden Gewebes und
steigt schrittweise mit der Gewebereifung. Eine starke Verbreitung von S. indica fihrt zur
Bildung von Hyphen-,,Matten”. In diesen Bereichen ist das Wurzelgewebe abgestorben, das
durch das Fehlen von Nuclei nachweisbar ist. In den Wurzelbereichen mit weniger
Myzelwachstum enthalten die Hyphenzellen Nuclei, was darauf hindeutet, dass sie noch
leben. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass starkes Wachstum von S. indica
Wirtszellen umprogrammiert und zum Zelltod beitragt. AuRerdem findet das invasive
Wachstum des Pilzes nur im alteren Gewebe der Wurzelkappe und im Rindengewebe der
Differenzierungszone statt, da in jungem Gewebe die Gene fir den programmierten Zelltod
nur in geringer Menge vorhanden sind. Auch die basalen Teile der Wurzelhaarzellen werden
befallen und stark verzweigte Hyphen bilden in diesen Bereichen eine grolRe Anzahl an
Chlamydosporen, die die Wurzelhaare von der Basis her komplett ausfillen.
Chlamydosporen werden sonst Ublicherweise in den abgestorbenen Wurzelbereichen
gebildet, aber auch in den Myzel-,Matten” an der Wourzeloberfliche. Das zentrale
meristematische Gewebe ist immer frei von S. indica (Abbildung 6) (Deshmukh, et al., 2006),
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ebenso die oberflachlichen Pflanzenteile, wie Stamm und Blatter (Waller, et al., 2005). Da
S. indica ein Endophyt ist, kommt es nach der Penetration zu einem starkem
Wachstumsanstieg, danach zu einem Riickgang des Pilzwachstums und schlussendlich einem
Gleichgewichtszustand zwischen Wurzelwachstum und Pilzvermehrung (Deshmukh, et al.,
2006).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer mit S.
indica befallenen Wurzel mit den verschiedenen
Geweben-Arten und dem damit verbunden
Kolonisationsmuster. Hyphen sind rot dargestellt und
die noch lebenden Nuclei blau (aus Deshmukh, et al.,
2006).

4.2.1 INTERAKTION MIT MYKORRHIZA-BILDENDEN PFLANZEN

Bei der Interaktion mit Ektomykorrhiza-bildenden Pflanzen, zu denen viele Waldbdaume
zahlen (Haselwandter, 1986), bildet S. indica an der Wurzeloberflache ein Hyphennetz, aber
keine flir Ektomykorrhiza typischen Hyphenstrukturen, wie ein Hartig-Netz oder Palmetti-
Strukturen. AuRBerdem wachsen nur wenige Hyphen interzelluldr und die Wurzelzellen
bekommen verdickte Zellwande als Reaktion auf den Pilz (Kost & Rexer, 2013).

Bei Mykorrhiza mit Orchideen ist die Morphologie und die Anatomie des
Entwicklungsprotocorms bei der Interaktion mit S. indica ident mit dem Protocorm bei
Mycorrhizapilzen. Die Orchideenzellen sind vollstandig mit Hyphen gefiillt, doch der Kern
bleibt erhalten und dehnt sich wahrend der hoheren Zellaktivitdit aus. An den
Invasionsstellen bilden sich kleine verholzte Knollen (Lignotuber), die nur dann gebildet
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werden, wenn die infizierte Pflanzenzelle lebt und aktiv ist wahrend der ersten Phase der
Invasion (Kost & Rexer, 2013).

S. indica kann mit AM-bildenden Pflanzen interagieren (Kost & Rexer, 2013), zu denen
wichtige Nutzpflanzen wie Mais (Zea mays L.), Sojabohne (Glycine max (L.) Merr.) und Gerste
(Hordeum sativum Pers.) zahlen (Vogt-Kaute, 2011). Die Hyphen des Pilzes innerhalb und
auBerhalb der Wurzel erinnern dabei an die typischen Arbuskeln von AMP (Abbildung 7).
Weiters sterben die meisten befallenen Wurzelzellen ab, aber der zentrale Zylinder der
Wourzel bleibt vom Pilz unberihrt (Kost & Rexer, 2013).

Abbildung 7:Typische Arbuskeln
von vesikular-arbuskuldren
Mykorrhizapilzen (aus Smith &
Smith, 1997).

4.3 POSITIVE EFFEKTE DURCH DIE WURZELKOLONISATION VON S. INDICA

Pflanzen, deren Wurzeln von S. indica kolonisiert wurden, zeigen eine erhohte
Nahrstoffaufnahme, ein verbessertes Pflanzenwachstum, eine friihere Bliite, einen hoheren
Ertrag sowie Anderungen in den sekundiren Metaboliten. AuBerdem kénnen die Pflanzen
unter Wasser-, Temperatur- und Salzstress Uberleben und es werden Resistenzen gegen
Toxine, Schwermetalle und Pathogene induziert (Varma, et al., 2013).

4.3.1 VERBESSERUNG DER NAHRSTOFFVERSORGUNG

Wie auch AMP kann S. indica die wichtigsten zwei Makronahrstoffe, Stickstoff und Phosphor,
und einige Mikronadhrstoffe aus dem Boden extrahieren, mobilisieren und transportieren,
sowie diese aktiv zu den kolonisierten Wirtspflanzen transferieren (Gosal, et al., 2013).

4.3.1.1 MAKRONAHRSTOFFE

S. indica produziert groBe Mengen an saurer Phosphatase, um unléslichen, kondensierten
oder komplexen Phosphor zu mobilisieren und fiir die Wirtspflanze verfligbar zu machen
(Singh, et al.,, 2000). AulRerdem erreichen die Hyphen Bereiche des Bodens, in die
Pflanzenwurzeln nicht vordringen (Gosal, et al., 2010). Weiters werden Phosphorreserven
indirekt (ber die Interaktion mit Rhizobakterien mobilisiert (Singh, et al., 2009), die
anorganischen Phosphor durch organische Sauren 16slich machen (Archana, et al., 2012). Die
Fahigkeit des Pilzes auf verschiedenen Phosphorquellen, wie anorganischer, organischer
Phosphor oder Polyphosphate, wachsen zu kénnen, deutet daraufhin, dass er aktiv Phosphor
[6slich machen kann (Gosal, et al., 2013).
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Der S. indica-spezifische Phosphattransporter zahlt zur Familie der hochaffinen
Phosphattransporter, der an den externen Hyphen bei S. indica-kolonisierten
Wirtspflanzenwurzeln sitzt. Er bildet den ersten Schritt bei der Phosphataufnahme aus dem
Boden. Wie der Phosphortransfer vom Pilz in die Pflanze ablauft, wurde bisher noch nicht
untersucht, aber es wird spekuliert, dass Pflanzen-Pilz-Schnittstellen darin involviert sind
(Yadav, et al., 2010). Bei aktuellen Studien an Zea mays L., Solanum lycopersicum L. und
Chlorophytum sp. fanden Yadav et al. (2010), Andrade-Linares et al. (2013) und Gosal et al.
(2010), dass die Verbesserung des Pflanzenwachstums am besten bei geringen
Phosphorkonzentrationen stattfindet.

S. indica kann Stickstoff vom Boden in Form von Nitrat in die Pflanze transferieren
(Sherameti, et al., 2005), was im Gegensatz zu AMP steht, denn diese absorbieren Stickstoff
hauptsachlich als Ammonium (Boukcim & Plassard, 2003). Die Vorteile von S. indica
gegeniliber AM sind, dass die Stickstoffaufnahme durch S. indica effizienter ist und nicht vom
Phosphorgehalt oder dem Grad der Wurzelkolonisation beeinflusst wird (Cruz, et al., 2013).
Desweiteren stimuliert der Pilz die NADH-abhangige Nitratreduktase indem die Transkription
der korrespondieren Pflanzengene erhoht wird (Sherameti, et al., 2005) und somit die
Stickstoffversorgung ebenfalls verbessert wird.

4.3.1.2 MIKRONAHRSTOFFE

S. indica verbessert die Versorgung seiner Wirtspflanzen mit Mikronahrstoffen, vor allem mit
Zink, Eisen, Mangan und Kupfer entweder durch die Interaktion mit Rhizobakterien oder
indem die Hyphen des Pilzes in Bereiche des Bodens vordringen, die von den
Pflanzenwurzeln nicht erreicht werden (Gosal, et al., 2010).

4.3.2 VERBESSERUNG DES PFLANZENWACHSTUMS

S. indica verbessert das Pflanzenwachstum schon bevor er die Wirtspflanzenwurzeln
besiedelt, was auf die verbesserte Nahrstoffverfiigbarkeit, vor allem von Phosphor,
zuriickzufiihren ist und den daraus resultierenden massiven Transfer dieser Nahrstoffe in die
oberflachlichen Teile der Wirtspflanzen. Bisher ist noch nicht klar, wie die frihe Erkennung
ohne physikalischen Kontakt zwischen Wirtspflanze und dem Pilz erfolgt (Shahollari, et al.,
2005).

Das verbesserte Pflanzenwachstum zeigt sich als stimulierte Samenkeimung bei Nicotiana
attenuata Steud. (Barazani, et al., 2005), gesteigerte Spross- und Wurzellange und mehr
Spross- und Wurzelbiomasse bei Coleus forskohlii Briq. (Das, et al., 2012), Spilanthes calva
DC., Withania somnifera (L.) Dunal (Rai, et al., 2001), Solanum lycopersicum L. (Fakhro, et al.,
2010), Nicotiana tabacum L., Artemisia annua L. oder Bacopa monnieri (L.) Pennell (Varma,
et al., 1999). Bei Coleus forskohlii Briq. sahen Das et al. (2012) an den mit S. indica infizierten
Pflanzen eine um zumindest 7 Tage frihere und krafitgere Bliite, ebenso wie eine hoéhere
Anzahl und Lange der Bliutenanlagen. Genauso fanden Bajaj et al. (2015) um 75% mehr
BlUten bei ihrem Experiment mit Glycine max (L.) Merr.
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Diese Wachstumseffekte konnen bei Nicotiana attenuata Steud. nicht mit der verbesserten
Nahrstoffversorgung erklart werden, sondern haben andere Griinde (Barazani, et al., 2005).
Einer dieser Griinde ist die Bildung von Phytohormonen von S. indica selbst oder die
gesteigerte Synthese von Phytohormonen durch die Wirtspflanzen. S. indica produziert das
Auxin Indolessigsaure (Sirrenberg, et al., 2007) und auch die Auxin-regulierenden Gene
wurden in Chinakohl (Brassica rapa L. subsp. pekinensis) (Lee, et al., 2011) und Hordeum
sativum Pers. durch die Wurzelkolonisation induziert (Schafer, et al., 2009), was somit das
Wachstum fordert (Franken, 2012). AuBerdem scheint der Pilz die Ethylensignalisierung zu
hemmen, was ebenfalls das Pflanzenwachstum fordern kann (Barazani, et al., 2007). Andere
Phytohormone, wie Cytokine, Gibbereline, Abscisinsdure (Vadassery, et al., 2008) oder
Brassinosteroide konnen ebenfalls durch den Wurzelendophyten manipuliert und
synthetisiert werden (Schéfer, et al., 2009).

Ferner kann das Pflanzenwachstum durch die Coinokulation von S. indica mit
Pflanzenwachstum-fordernden Rhizobakterien verbessert werden. Prajapati et al. (2008)
fanden bei ihrem Versuch mit Azotobacter chroococcum und Reis, dass die Coinokulation
signifikante Effekte bei der Spross- und Wurzelldnge, der Spross- und Wurzelfrischmasse
sowie der Trockenmasse und der Anzahl der Rispen verursacht.

4.3.3 MECHANISMEN GEGEN SALZSTRESS

Salinitat ist die Konzentration von gel6sten Mineralsalzen, also Elektrolyte von Anionen und
Kationen in der Bodenlosung und in Gewadssern. In salinen Bdoden treten an Kationen
hauptsichlich Na*, Ca**, Mg* und K" auf wihrend an Anionen CI, SO,*, HCO5, COs* und
NO; auftreten. B, Sr,*, Si0,, Mo, Ba** und AP** tragen ebenfalls zur Salinitit in hypersalinen
Boden und Gewadssern bei (Hu & Schmidhalter, 2002). Salzstress beeinflusst das
Pflanzenwachstum indem auf der einen Seite ein osmotische Unausgewogenheit entsteht
und auf der anderen Seite die lonen in hoher Konzentration physiologisch toxisch wirken
konnen. Durch osmotischen Stress brauchen Pflanzen mehr Energie fiir die Wasseraufnahme
und das fuhrt zu reduziertem Wachstum (Ben-Gal, et al., 2009). AuBerdem kann Salzstress zu
Nahrstoffmangel fihren, da zum Beispiel die Mobilitat und der Transport von Kalium in die
Pflanze behindert wird (Kohler, et al., 2009) oder die Phosphortranslokation reduziert wird
(Martinez & Lachli, 1991). Weiters sind die nichtstrukturellen Kohlenhydrate in den Blattern
reduziert (Kohler, et al.,, 2009), was darauf hindeutet, dass der Kohlehydratstoffwechsel
durch Salzstress beeintrachtigt ist (Sharma, et al., 1990) und als Konsequenz daraus sinkt die
Photosyntheseaktivitdt (Goicoechea, et al., 2005). Die Mechanismen von S. indica gegen
Salzstress werden im Folgenden beschreiben.

S. indica unterstitzt die Pflanzen bei der Biosynthese-Aktivierung von Prolin (Zarea, et al.,
2012) und antioxidativen Enzymen, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) abfangen (Kumar, et
al., 2009). Superoxid-Dismutase (SOD), Peroxidasen (POXs) und Katalase (CAT) sind Enzyme,
die hauptsachlich fir die Entgiftung von ROS beitragen (Mittler, 2002) und die SOD- und
CAT-Aktivitat steigt signifikant in S. indica-kolonisierten Pflanzen (Kumar, et al., 2009).
AuBerdem verhindert die gesteigert Enzymaktivitdit die Bildung von ROS, die
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Gewebeschaden hervorrufen kénnen indem der Abbau von mehrfach ungesattigten
Fettsduren verhindert wird (Sun, et al., 2010).

Da Salinitat zu einem niedrigen Wasserpotential fiihrt (Parida & Das, 2005), muss die Pflanze
geloste organische Stoffe, wie Prolin und geloste Zucker, einlagern (Khatkar & Kuhad, 2000).
Durch S. indica wird die Prolin-Konzentration in den Blattern erhdht (Zarea, et al., 2012), was
der Pflanze ermdoglicht die osmotische Balance, trotz niedrigem Wasserpotential, zu erhalten
(Stewart & Lee, 1974).

Desweiteren greift S. indica in die Synthese von Phytohormonen ein, vor allem von Ethylen
und Auxin. Ethylen ist involviert in der Ubertragung von Salinitat-induziertem Stress und wird
durch seinen Vorldufer 1- Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC) und dem Enzym ACC-
Oxidase gebildet (O'Donnell, et al., 1996). Der Pilz steigert die Menge an Methionin-Synthase
(Peskan-Berghofer, et al., 2004), das eine wichtige Rolle bei Biosynthese von Polyaminen und
Ethylen spielt (Ravanel, et al., 1998). Ebenso kann S. indica Indolessigsdaure abgeben
(Sirrenberg, et al.,, 2007), die entweder von der Pflanze aufgenommen wird und zur
Zellstreckung und Zellvermehrung beitrdgt oder sie induziert die Synthese von ACC-
Synthase, das aus Methionin ACC bildet, welches dann mit ACC-Oxidase zu Ethylen
umgewandelt wird (Yu & Yang, 1979).

Salzstress kann zu einer Reduktion der Photosynthese fiihren (Downton, 1977), da hohe
Salzkonzentrationen Anderungen der Chlorophyll-Fluoreszenz verursachen (Belkhodja, et al.,
1994). Mit S. indica kolonisierte Pflanzen weisen einen verzogerten Rickgang der
Photosynthese und des Abbaus von Chlorophyll und Thylakoid-Proteinen auf, weil mit Hilfe
von S. indica die Verringerung des Protein-Levels von Thylakoid-Membran-Komponenten
und Enzymen im Plastid-Stroma vermindert wird (Sun, et al., 2010).

4.3.4 TOLERANZ GEGEN PATHOGENE

S. indica induziert Resistenzen oder Toleranzen vor allem gegen bodenbiirtige Pilzpathogene
(Ghahfarokhi & Goltapeh, 2010), aber auch gegen Blattpathogene (Waller, et al., 2005) und
Nematoden (Bajaj, et al.,, 2015). Um das zu erreichen, hat der Pilz verschiedene
Mechanismen, die im Folgenden beschrieben werden.

S. indica kann systemische Resistenzen vermitteln indem er, wie zum Beispiel bei Hordeum
sativum Pers. die Expression von speziellen Abwehrgenen steigert und sich dadurch in
diesem Fall Blumeria graminis f. sp. hordei nicht entwickeln konnte (Waller, et al., 2008).
AuBerdem kann der Pilz den Oberflaichen-pH-Wert der kolonisierten primaren Wurzeln
andern, was Auswirkungen auf den pH-Wert in den Apoplasten der Blatter hat. Bei einer
Attacke durch Blumeria graminis f. sp. hordei an Hordeum sativum Pers. kam es zu Anstieg
des pH-Wertes um 2,0. Dieselbe Reaktion wurde an resistenten Gerstenbldttern oder bei
Behandlung mit chemischen Resistenzinduktoren gesehen. Das deutet darauf hin, dass der
pH-Anstieg die systemische Reaktion auf Blumeria graminis f. sp. hordei durch S. indica
unterstitzt und verstarkt hat (Felle, et al., 2009). AulRerdem kann der Pilz einen
unspezifischen physikalischen Weg nehmen, um seine Wirtspflanzen zu schiitzen, indem bei
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starker Infektion des Wurzelgewebes die Rezeptoren fiir die Bindung und die Adsorption des
Pflanzenschadlings blockiert werden (Gosal, et al., 2013).

Desweiteren wird durch die Inokulation mit S. indica der Gehalt an pflanzeneigenen
antimikrobiellen Komponenten erhéht, wie Rai, et al. (2004) bei Spilanthes calva DC. gegen
Fusarium oxysporum und Trichophyton mentagrophytes entdeckt haben. Waller, et al.
(2005) fanden bei ihrem Experiment mit dem nekrotrophen Pathogen Fusarium culmorum,
dass der Pilz in den Gluthation-Ascorbat-Zyklus eingreift und dadurch mehr Antioxidantien
(Ascorbinsdure) in den Wurzeln vorhanden sind, die die Pflanze schitzen.

Der Wurzelendophyt kann auch in die Synthese von Pflanzenhormonen eingreifen, um somit
die Signalisierung innerhalb der Pflanze und die Pflanzenabwehr zu manipulieren (Gosal, et
al.,, 2013). Bei Penetration durch Pathogene wird die Synthese von Gibberelinen induziert,
wahrend die Ublichen stressbedingten Molekiile, wie zum Beispiel Salicylsaure, kaum
beeinflusst werden (Schéfer, et al., 2009).
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5 S0JABOHNE (GLYCINE MAX (L.) MERR.)

Sojabohnen (Glycine max (L.) Merr.) zdhlen zu den Leguminosen (Geisler, 1988) und sind
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aufgrund der an den Wurzeln haftenden Knéllchenbakterien nahezu stickstoffautark (Vest,
et al., 1973; Diepenbrock et al., 1999). Eigentlich zidhlt die Pflanze zu den Olsaaten
(Krumphuber, et al., 2013), jedoch ist der Olgehalt mit rund 20 % relativ gering. Dennoch ist
die Bedeutung der Sojabohne sehr hoch, da sie mit einem durchschnittlichen Eiweillgehalt
von 30 bis 40 % eine gute EiweiR-Fett-Kombination darstellt (Salunkhe, et al., 1983;
Lembacher, et al., 2009).

Da Osterreich eines der wenigen Linder mit einem Anbauverbot fiir GVO ist, ist es nicht
verwunderlich das die Osterreichischen Sojabohnenanbauflachen stetig steigen. Allein von
2010 bis 2014 hat sich die Anbauflache um 27,5 % gesteigert (Bundesministerium fur Land-
und Forstwirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft, 2015) von ca. 6.000 ha 2010 auf 56.000
ha 2015 (Agrar Markt Austria, 2016).

5.1 STANDORTANSPRUCHE DER SOJABOHNE IN OSTERREICH

Sojabohnen sind einjahrige Kulturpflanzen, die bis zu ca. 200 cm groR werden kénnen, je
nach Standort und Sorte. Der Stangel ist diinn und stark behaart mit langstieligen,
dreiteiligen Blattern (Abbildung 8). Die vorherrschend selbstbefruchtenden Bliten sind weil3
oder lila (Abbildung 9) und aus ihnen entwickeln sich borstig behaarte 3 bis 7 cm lange
Hilsen mit 1 bis 6 Samen (Abbildung 10) (Diepenbrock, et al., 1999).

Abbildung 8: Langstielige, dreiteilige Sojabohnen-  Abbildung 9: Sojabohnen-Bliite (aus  apbildung 10: Hiilsen der

Blatter (aus Bauer Willi, 2016). Delley Samen und Pflanzen AG, 2016). ggjabohnen (aus

Hausgarten.net, 2011).

5.1.1 TAGESLANGE

Ein groBes Problem fiir den Sojabohnenanbau in Osterreich ist die Tageslinge, da
Sojabohnen Kurztagpflanzen sind (Pistrich, et al., 2014). Die kritische Tageslange, die
unterschritten werden muss, damit die Pflanzen bliihen, hangt von der Reifegruppe ab, liegt
aber durchschnittlich zwischen 13 und 14 Stunden (Board & Hall, 1984). Bei 12 Stunden ist
die Zeit vom Anbau bis zur Blite bei allen Reifegruppen ungefahr gleich (Majo, et al., 1975).
Umso mehr die kritische Lange Uberschritten wird, desto langer dauert die Zeit bis zur Bllte
bzw. bis zur Hulsenbildung. Ebenso steigt die Pflanzenlange mit langerer Photoperiode. Im
Allgemeinen sind friihreife Sorten weniger anfillig auf photoperiodische Effekte als Spatreife
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(Criswell & Hume, 1972). Insgesamt gibt es 13 Reifegruppen bei den Sojabohnen von 000
(sehr friih) bis X (tropisch) (von Beesten, 2014a), wobei in Osterreich nur 000 bis O Sorten
angebaut werden kdnnen. Die 000-Sorten werden hauptsachlich in Oberdsterreich, im
Westbahngebiet und in den Grenzlagen des Sojaanbaus angebaut, wahrend 00-Sorten im
Burgenland, Weinviertel, Karnten und der Steiermark vorkommen. 0-Sorten kdnnen nur in
begiinstigten Gebieten angebaut werden und haben daher wenig Bedeutung in Osterreich.
Ublicherweise werden Sojabohnen in Osterreich von Mitte April bis Anfang Mai angebaut,
um die kritische Tageslange fiir die Bliutenbildung zu unterschreiten (Krumphuber, et al.,
2013). Die Vegetationszeit betragt 150 bis 180 Tage (Kolbe, et al., 2002).

5.1.2 TEMPERATUR

Da Sojabohnen warmeliebend und frostempfindlich sind, sollten Standorte, wo haufig
Spatfrosten auftreten, vermieden werden. Wahrend der Keimphase tolerieren die Pflanzen
Temperaturen von -2 bis -4 °C (Diepenbrock, et al.,, 1999), doch in spateren
Entwicklungsstadien kdnnen Nachtemperaturen von weniger als 8 °C zum Abwerfen der
Bluten fihren (Schafer, 2011). Fir ein rasches Auflaufen sollte die Bodentemperatur in 5 cm
Tiefe ungefdhr 10 °C betragen (Krumphuber, et al.,, 2013) und die optimale
Wachstumstemperatur liegt zwischen 20 und 25°C (Soldati, 1999). Die hochste
Blutenbildung wird bei Temperaturen zwischen 24 und 28°C erreicht, sinkt aber bei
Temperaturen Gber 32 °C und unter 20 °C (Robacker, et al., 1983). Prinzipiell sind feucht-
warme Standorte geeignet fiir den Sojaanbau. In Osterreich wiren das der feucht-warme
Stdosten und der warme Osten sowie die Gunstlagen des niederésterreichischen
Westbahngebietes und der Zentralraum Oberdsterreichs (Lembacher, et al., 2009).

5.1.3 BODEN

Am besten geeignet fir den Sojabohnenanbau sind tiefgriindige, mittelschwere, humose
Boden mit guter Wasserflihrung, damit sich schnell ein grolRes Wurzelsystem entwickeln und
die Kndllchenbildung stattfinden kann (Soldati, 1999; Diepenbrock, et al., 1999). Auch auf
seichtgriindigen Béden wachsen die Pflanzen, erfordert aber aus wirtschaftlichen Griinden
eine Beregnung (Lembacher, et al., 2009). Staundsse, verdichtete, steinige oder
flachgriindige Boden sind wenig geeignet, weil die Wurzelbildung und die Ausbildung der
Knollchen zur Stickstofffixierung behindert werden. Aullerdem sind Verschlammungen oder
Verkrustungen in den obersten Bodenschichten zu vermeiden, da sie sich negativ auf das
Wachstum und die Ertragsfahigkeit auswirken (Schafer, 2011; Soldati, 1999). Beim Anbau ist
es wichtig, dass die Samen einen guten Anschluss an die feuchten Bodenschichten haben,
das eventuell durch Anwalzen erreicht werden kann, aber die Samen sollten nicht zu tief im
Boden sein (max. 5 cm), da die Sojabohne epigdisch keimt (KeShun, 1997; Krumphuber, et
al., 2013). Die Boden sollten einen schwach sauren bis neutralen Reaktionsbereich haben mit
einem pH-Wert von 6,5 bis 7,5 (Diepenbrock, et al., 1999; Soldati, 1999).

5.1.4 WASSER

Sojabohnen haben eine relativ hohe Trockenresistenz und konnen deshalb kurze
Trockenperioden gut Gberstehen (Kolbe, et al., 2002). Insgesamt haben die Pflanzen einen
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Wasserbedarf von etwa 500 mm, wobei ca. 300 mm wahrend der Blite und der
Kornausfiillung benétigt werden. Aus diesem Grund muss gerade in diesen
Entwicklungsstadien flr reichlich Wasserversorgung gesorgt sein, um verminderten
Kornansatz, geringe Tausendkornmasse sowie reduzierten Proteingehalt zu vermindern
(Diepenbrock, et al., 1999; Hoeft, et al., 2000). Im Gegenzug dazu fihrt langer anhaltende
Staundsse zu verminderten Wurzel- und Sprosswachstum und kann in den frihen
Entwicklungsstadien die Knollchenbildung komplett verhindern (Sallam & Scott, 1987).

5.1.5 DUNGUNG

Normalerweise brauchen Sojabohnen keine Stickstoffdliingung, da ihr Stickstoffbedarf durch
Knollchenbakterien, die Luftstickstoff binden, gedeckt wird. Auf schlechten Béden oder nach
hohen Niederschlagen, wenn der Bodenstickstoff ausgewaschen wurde, kann eine
Startdiingung von ca. 30 kg Reinstickstoff aufgebracht werden, um den Stickstoffbedarf bis
zur Wurzelknéllchenbildung zu decken. Dabei ist darauf zu achten, die die Stickstoffgabe
nicht zu hoch ist, denn ansonsten wird die Tatigkeit der Kndllchenbakterien beeintrachtigt.
Damit die Stickstofffixierung erfolgreich ist, sollte man ,gebeiztes” Saatgut verwenden, bei
dem die Rhizobien am Saatgut aufgebracht sind. Phosphor- und Kaliumdiingung sollten sich
nach dem Bodenvorrat richten und hangen auch von Ertragslage ab (Krumphuber, et al.,
2013) (Tabelle 1).

Tabelle 1: Diingeempfehlung fiir Sojabohnen abhangig von der Ertragslage in Anlehnung an die ,,Richtlinien
fiir die sachgerechte Diingung, 6. Auflage” (aus Bundesministerium fiir Land- und Forstwirtschaft, Umwelt
und Wasserwirtschaft, 2006).

Ertragslage [t/ha]

ons* [kg/ha]

K,O" [kg/ha]

<15 60 80
1,5-2,5 65 90
>2,5 75 100

*bei Versorgungsstufe C

5.1.6 LicHT

Da Sojabohnen Ublicherweise im Freiland angebaut werden, ist das Licht kaum steuerbar.
Dennoch kann der Ertrag durch engere Reihenabstande verbessert werden, weil die
Lichtaufnahme gesteigert wird. Dieser Effekt hat nur Wirkung in den vegetativen und friihen
generativen Entwicklungsstadien (Board, et al., 1992). Desweiteren bendtigen Sojabohnen,
vor allem bei Glashausversuchen, eine gewisse Menge an UV-Licht von bis zu 30 pmol/m?/s
im Lichtspektrum, da es sonst zu abnormalen Langenwachstum kommt. Problematisch sind
Hochdruck-Natrium-Lampen oder andere Lampen, die wenig UV-Licht im Spektrum haben
und meistens in Glashdausern verwendet werden. Diese verursachen bei niedrigen bis
moderaten Photonenfluss dieses abnormalen Wachstum (Wheeler, et al., 1991). UV-Licht
hemmt die Zellteilung und fiihrt zu kirzeren Internodien (Dougher & Bugbee, 2004).

5.2 WICHTIGSTEN SCHADERREGER IN OSTERREICH

Prinzipiell ist die Sojabohne selbstvertraglich, aber es werden trotzdem Anbaupausen von 4
bis 5 Jahren empfohlen, wegen der Pilzkrankheit Sclerotinia-Weil3stiangeligkeit. Da der
Erreger Sclerotinia sclerotiorum auch andere Kulturpflanzen, wie Raps (Brassica napus L.)
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oder Sonnenblume (Helianthus annuus L.), beféllt, missen auch zu diesen Kulturen
entsprechende Anbaupausen eingehalten werden (Schafer, 2011; Soldati, 1999). Weiters
konnen Falscher Mehltau (Peronospora manshurica) (Krumphuber, et al.,, 2013),
Bakterienflecken durch Pseudomonas syringae pv. glycinea und Xanthomonas axonopodis
(syn. campestris) pv. glycines (Giesler, 2011) oder Virosen (Sojabohnenmosaikvirus und
Gelber Bohnenmosaikvirus) auftreten (Proplanta GmbH & Co. KG, 2016). Diese sind jedoch in
den meisten Fallen nicht ertragsrelevant (Krumphuber, et al., 2013). Bei kihl, feuchten
Bedingungen konnen auch Wurzelerkrankungen durch Pythium sp., Fusarium sp., Phomopsis
sp., Phytophthora sojae und Rhizoctonia solani vorkommen (OMAFRA Staff, 2009).

Als tierischen Schaderregern treten neben Bodenschddlingen, wie Drahtwirmer oder
Engerlingen, vermehrt Blattrandkafer, Blattlduse, Spinnmilben und die Raupen des
Distelfalters auf. Letztere konnen in Befallsjahren einen betrachtlichen Schaden verursachen
(Lembacher, et al., 2009). In der Jugendphase kénnen Tauben, Rehe und Hasen den Keimling
bzw. die jungen Blatter abfressen. Dieses Problem spielt aber nur regional eine Rolle (Soldati,
1999; Diepenbrock, et al., 1999).

5.3 VERWENDETE SOJABOHNENSORTE ,,GALLEC”

Fiir den Versuch wurde die Sojabohnensorte ,Gallec” verwendet. Die in der Schweiz
geziichtete Sorte ist seit 2003 in Osterreich zugelassen und zahlt zur Reifegruppe 000. Das
bedeutet, dass die Sojabohnen sehr frih bis frih reifen (Bundesamt fir
Erndhrungssicherheit, 2016) und dass die Sorte flir das gesamte Osterreichische
Sojaanbaugebiet geeignet ist ("Unser Lagerhaus" Warenhandelsgesellschaft m.b.H., 2014).
Die Pflanzen haben eine rasche Jugendentwicklung und erreichen eine mittlere Wuchshdhe.
Gallec hat eine mittlere Lagerneigung mit einem sehr geringen bis geringen Kornausfall. Die
Samen haben eine hohe Tausendkornmasse (Bundesamt fiir Erndhrungssicherheit, 2016)
und einen hohen Kornertrag jedoch nur einen mittleren Olgehalt ("Unser Lagerhaus"
Warenhandelsgesellschaft m.b.H., 2014). Die Anfalligkeit flir Peronospora und Bakteriosen
ist mittel, wohingegen die Anfilligkeit fiir Sclerotinia sehr gering bis gering ausfallt. Virosen
spielen eine geringe bis mittlere Rolle. Samenflecken treten nur gering auf (Bundesamt fir
Erndahrungssicherheit, 2016), spielen aber eine groRe Rolle fiir die Sorte, da Flecken die
Asthetik der Samen stéren und sie deshalb fiir die Lebensmittelindustrie nicht mehr zu
verwenden sind (Schori, et al., 2003). AuBerdem sind Samenflecken ein Symptom des
Sojabohnenmosaikvirus (SMV) (Hobbs, et al., 2003).

Laut Sortenpass ("Unser Lagerhaus" Warenhandelsgesellschaft m.b.H., 2014) sollten der
Sorte Gallec ca. 65 kg/ha P,0s und 90 kg/ha K,O im Boden zu Verfliigung stehen. Das
entspricht bei 600.000 Pflanzen pro Hektar 0,11 g P,0s pro Pflanze und 0,15 g K,O pro
Pflanze. Eine Stickstoffdlingung ist liblicherweise nicht no6tig, da das Saatgut mit Rhizobien
inokuliert ist und Uber die Symbiose mit den Rhizobien wird die Pflanze mit Stickstoff
versorgt. In diesem Versuch ist dennoch eine Stickstoffdlingung notwendig, da Saatgut ohne
Rhizobienbehandlung verwendet wurde.
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6 SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

Der Pilz Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ist ein wichtiges und unspezifisches
Pflanzenpathogen, das weltweit und unter verschiedensten Bedingungen vorkommt. Der
Wirtspflanzenkreis umfasst tGber 360 Pflanzenarten in 64 Pflanzenfamilien (Purdy, 1979) zu
denen wichtige Kulturpflanzen wie Sojabohne (Glycine max (L.) Merr.), Raps (Brassica napus
L.) oder Sonnenblume (Helianthus annuus L.) zdhlen (Boland & Hall, 1994). Prinzipiell
bevorzugt S. sclerotiorum kiihle, feuchte Klimabedingungen, dennoch ist der Pilz in nahezu
allen Landern zu finden, da er in den heieren und trockeneren Jahreszeiten seine Aktivitat
vermindert und so Uberlebt, bis bessere klimatische Bedingungen eintreten (Purdy, 1979).

Ertragsverluste durch S. sclerotiorum variieren zwischen 0 und 100 % und hdangen von den
vorherrschenden Bedingungen ab (Purdy, 1979). Der weltweite Schaden, der durch den Pilz
verursacht wird, betragt Gber 100 Millionen Dollar jahrlich (Saharan & Mehta, 2008). Der
Schaden entsteht einerseits durch die Ertragsreduktion und andererseits durch die
schlechtere Qualitat des Erntegutes, da durch befallenen Samen Lagerinfektionen entstehen
kénnen (Purdy, 1979). Die Sklerotien — die Uberdauerungsform von S. sclerotiorum — kénnen
bis zu 10 Jahren im Boden (iberleben (Saharan & Mehta, 2008) und stellen daher fir andere
Wirtspflanzen eine potentielle Befallsgefahr und damit ein 6konomisches Risiko dar.

6.1 LEBENSZYKLUS

Erlduterung zu Abbildung 11: (A) Sklerotien
von S. sclerotiorum (iberleben im Boden. (B)
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Abbildung 11: Lebenszyklus von S. sclerotiorum an der
Sojabohne (aus Peltier, et al., 2012).

Der Lebenszyklus von S. sclerotiorum (Abbildung 11) beginnt mit der Keimung von Sklerotien
im Boden unter kihlen bis warmen Bedingungen. Danach sind zwei verschiedene
Infektionswege moglich. Entweder bilden Sklerotien ein Myzel, das die Pflanzen direkt
penetriert oder die Infektion erfolgt tGber Apothezien und Ascosporen. Apothezien sind
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fleischfarbene, pilzartige Strukturen, die aus Keimschlauchen an die Oberfliche wachsen
(Abbildung 12). Die in den Apothezien gebildeten Ascosporen werden regelmaRig freigesetzt
und benétigen ebenso, wie das Myzel zur Besiedelung bendtigen totes oder alterndes
Pflanzengewebe bzw. Bliiten (Schwartz, et al., 2011) als Energiequelle, um danach in
gesundes Gewebe eindringen zu kdnnen (Saharan & Mehta, 2008). Bei einer gegliickten
Infektion ist als typisches Symptom weiRes Myzel an den infizierten Pflanzenteilen sichtbar
(Abbildung 13), in dem sich Sklerotien fir den Start eines neuen Zyklus bilden (Peltier, et al.,
2012). Innerhalb eines Feldes bzw. von Feld zu Feld kdénnen sich Sporen, Myzel und
Sklerotien durch ablaufendes Oberflachenwasser verbreiten (Schwartz, et al., 2011).

Abbildung 13: Symptome einer
Infektion mit S. sclerotiorum
(aus Peltier, et al., 2012).

Abbildung 12: Apothezien, die aus Sklerotien
entstehen (aus Peltier, et al., 2012).

Prinzipiell kann S. sclerotiorum durch Myzel auf Ernteriickstanden, durch Samen am Feld und
durch Sklerotien (berleben. Durch Sklerotien sichert der Pilz sein Uberleben unter
unginstigen Umweltbedingungen. Die schwarzen, circa 0,3 cm groflen, aus gehartetem
Myzel bestehenden Uberdauerungsformen werden auf infiziertem Pflanzengewebe gebildet
und enthalten Nahrungsreserven, um ungiinstige Perioden liberdauern zu kdnnen (Schwartz,
et al., 2011). Die Uberlebensfihigkeit der Sklerotien hdngt von duReren Einfliissen ab und
kann unter optimalen Temperatur- und Feuchtebedingungen (Cosi¢, et al., 2012) bis zu 10
Jahre erreichen (Saharan & Mehta, 2008).

6.2 SYMPTOME AN SOJABOHNEN

Bei Sojabohnen l6st S. sclerotiorum die sogenannte WeiRstingeligkeit aus. Ublicherweise
sind die ersten Blattsymptome wéahrend der frithen Hilsenentwicklungsstadien sichtbar.
Chlorosen, Welkeerscheinungen und grau-griines Gewebe zwischen den Blattadern,
wahrend die Adern griin bleiben sind die ersten Infektionszeichen. Im Laufe der Zeit werden
die Blatter vollig nekrotisch, zerfetzt und gekrauselt, fallen aber dennoch bis zur Reife nicht
ab. Mit fortschreitender Infektion bilden sich an den Nodien Lasionen, die zuerst grau und
wassergetrankt erscheinen. Der Pilz breitet sich dann weiter im Stdngelgewebe (iber und
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unter den Nodien aus, sodass die Lasionen 6 bis 30 cm lang werden und den kompletten
Stangel umfassen konnen. Weilles, flauschiges Myzel bedeckt die Lasionen, vor allem bei
hoher relativer Luftfeuchtigkeit und Sklerotien werden an der Oberflaiche gebildet. Die
Lasionen werden nach und nach weiR und bilden einen scharfen Kontrast zum sonst griinen
Gewebe (Saharan & Mehta, 2008). Durch die Stdngelschadigung kénnen die Pflanzen
umknicken (von Beesten, 2014b). Zum Zeitpunkt der Fruchtreife ist das befallene
Stangelgewebe weil}, zerfetzt und zum Teil sind die Lasionen am Rand rétlich verfarbt
ebenso das Innere des befallenen Gewebes. Bei der Ernte kdnnen die infizierten Pflanzen
durch schlechte Hilsenentwicklung und eine weille Markréhre mit Sklerotien charakterisiert
werden. Erkrankte Hilsen sind auflen wei und innen koénnen Myzel und Sklerotien
beobachtet werden. Die befallenen Samen erscheinen weilf und schimmlig. Sklerotien
konnen im Erntegut beobachtet werden und kénnen Samen-Faulnis bei feuchter Lagerung
verursachen. Samen von befallenen Pflanzen sind ca. ein Viertel kleiner als normale, gesunde
Samen und zum Teil ist die Samenschale faltig oder rissig (Saharan & Mehta, 2008).

6.3 BEKAMPFUNG

Zur Bekampfung von S. sclerotiorum gibt es verschiedene Moglichkeiten. Fungizide kénnen
das Wachstum oder eine Infektion durch den Pilz auf unterschiedliche Weise hemmen, je
nach Art des Fungizids (Peltier, et al., 2012). Eine Fruchtfolge, bei der mindestens 2 bis 3
Jahre keine Wirtspflanze angebaut wird, bewirkt einen Riickgang an Sklerotien im Boden
(Gracia-Garza, et al., 2002) wahrend durch leichten Trockenstress die Apothezienproduktion
verhindert wird (Grogan & Abawi, 1975).

Durch Pfligen werden Sklerotien in tieferen Bodenschicht vergraben, allerdings sind sie in 20
bis 25 cm Tiefe bis zu drei Jahre lebensfahig. AuRerdem gelangen sie durch erneutes Pfliigen
wieder in die Krumenschicht und konnen keimen (Peltier, et al., 2012). Bei
Minimalbodenbearbeitung werden weniger Apothezien gebildet (Gracia-Garza, et al., 2002),
da die Sklerotien in Oberflichenndhe bleiben (Peltier, et al., 2012) und leichter von
Mikroorganismen abgebaut werden (Gracia-Garza, et al., 2002). Ein wichtiges Mittel zur
Bekdampfung von S. sclerotiorum ist die Unkrautkontrolle, da viele Unkrdauter zum
Wirtspflanzekreis zahlen (Saharan & Mehta, 2008).

Eine weitere Bekdampfungsmoglichkeit ist der Anbau von resistenten Wirtspflanzensorten
(Grau, et al.,, 1982). Das Problem dabei besteht darin, dass es laut Osterreichischer
beschreibender Sortenliste bei Sojabohnen derzeit keine ganzlich resistente Sorte gibt
(Bundesamt flr Ernahrungssicherheit, 2016).

Biologische Kontrolle ist ebenfalls eine Moglichkeit zur Bekdampfung von S. sclerotiorum.
Antagonistische Pilze, wie Paraconiothyrium minitans, Talaromyces flavus oder Pythium
oligandrum wurden schon erfolgreich auf ihre unterdriickende Wirkung getestet (MclLaren,
et al., 1994 & Madsen & de Neergaard, 1999). Ebenso kdnnen diverse Bodenbakterien zum
Abbau von Sklerotien im Boden eingesetzt werden (Duncan, et al., 2006). Die Larven von
Bradysia coprophila konnten ebenfalls wirksam auf Kontrolle von S. sclerotiorum getestet
werden, da sie Sklerotien fressen (Anas & Reeleder, 1988).
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7 MATERIAL UND MEETHODEN

7.1 GLASHAUSVERSUCH

Der Versuch wurde im Zeitraum von 4. Marz 2015 bis 30. April 2015 und von 1. Marz 2016
bis 21. April 2016 am Department fir Nutzpflanzenwissenschaften, Abteilung Pflanzenschutz
im Universitats- und Forschungszentrum Tulln (UFT) der Universitat fur Bodenkultur
durchgefiihrt.

7.1.1 VERSUCHSAUFBAU

Der Versuch wurde als Spaltanlage angelegt und enthielt dabei folgende Faktoren: Diingung
(-P; +P), Endosymbiont (+S. indica; -S. indica) und Pathogen (+S. sclerotiorum;
-S. sclerotiorum). Fiir die Dingung wurde einerseits eine Nahrldsung mit wenig Phosphor (-P)
und andererseits eine Nahrlosung mit mehr Phosphor (+P) verwendet (genaue
Zusammensetzung der Dingelosungen siehe Tabelle 10 im Anhang). Pro Diingung wurde
eine Variante mit S. indica, eine mit S. sclerotiorum und eine mit beiden Pilzen, sowie eine
Kontrollvariante angelegt. Insgesamt wurden je Variante wurden 15 Topfe vorbereitet. Einen
besseren Uberblick tiber die Varianten und deren Abkiirzungen gibt Tabelle 2.

Tabelle 2: Uberblick iiber die Varianten

e +P +S. indica e -P + S. indica

e +P + S. indica+Scl e -P +S. indica+Scl
® +P + Scl e -P+ Scl

¢ +P-Kontrolle e -P-Kontrolle

Um das GieRen zu erleichtern wurden die Topfe in 2 Blocke geteilt. Ein Block mit allen +P-
Varianten und der andere mit den —P-Varianten. Innerhalb dieser Blécke wurden die Topfe
randomisiert und in drei Reihen zu je 20 Topfen aufgestellt. Um Randeffekte und Pflanzen-
Pflanzen-Interaktionen zu vermeiden wurden wochentlich die oberste und unterste Reihe
um einen Topf nach rechts verschoben und die mittlere Reihe nach links.
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7.1.2 PILZLICHES VERSUCHSMATERIAL

Fir die Herstellung der Ndahrmedien wurden zuerst Stocklésungen hergestellt. Fir die
Makronahrstoffmix Stocklésung wurden 12 g NaNO3, 10,4 g KClI (Merck, Darmstadt,
Deutschland), 10,4 g MgS04*7H20 (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) und
30,4 g KH2PO4 (AppliChem. GmbH, Darmstadt, Deutschland) in 1 Liter destilliertem Wasser
aufgelost und anschlieRend autoklaviert. Die Mikronahrstoffmix Stocklosung wurdet aus
2,2 g ZnSO4*7H20, 0,16 g CuSO4*5H20 (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
0,5 g MnSO4*4H20, 0,11 g (NH4)6M07024*4H20, 0,16 g CoCl2*5H20 (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 1,1 g H3BO3 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
hergestellt, die ebenfalls in einem Liter destilliertem Wasser aufgelost und autoklaviert
wurden. Fir die Fe-EDTA Stockkultur wurde 2,5 g FeSO4*7H20 (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in 400 ml destilliertem Wasser aufgelost. Danach wurden 3,36 g
Na2EDTA*2H20 (Duchefa, Haarlem, Niederlande) hinzugefiigt und die Lésung wurde in einer
Mikrowelle zum Kochen gebracht. Dann wurde ca. 30 min gerihrt bis die Lésung abgekiihlt
war und das Volumen wurde auf 450 ml eingestellt. Alle drei Stockkulturen wurden nach der
Vorbereitung bei 4°C gelagert. Fir 100 ml Vitaminmix Stocklésung wurden 0,1 g Thiamin,
0,01 g Nikotinsaure (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz), 0,01 g Pyridoxin (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 0,04 g Glycin (Carl Roth GmbH & Co. KG) in
100 ml sterilem Wasser aufgeldst und danach Filter-sterilisiert. Die Stocklésung wurde dann
in Portionen von 1 ml in 1,5-ml-Eppendorf-Tubes bei -20°C gelagert.

Fiir das S. indica-Inokulum wurde modifiziertes Kafer Medium-Bouillon (Hill & K&fer, 2001)
nach Johnson, et al. (2011) in 2-Liter-Erlenmeyerkolben hergestellt (siehe Tabelle 9 im
Anhang). Fiir einen Liter Boullion wurden 20 g D-Glucose, 2 g Pepton (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland), 1 g Hefe-Extrakt (Duchefa, Haarlem, Niederlande) und 1 g
Casein Hydrolysat (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) eingewogen. Danach wurden 50 ml
Makronadhrstoffmix, 10 ml Mikronahrstoffmix und 1 ml Fe-EDTA unter dem Abzug
hinzugefligt. Im nachsten Schritt wurde der pH-Wert mit 10N KOH (Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) auf 6,5 adjustiert und die Losung anschlieRend autoklaviert (20
min, 121°C, 1,2 bar, Varioklav Dampfsterilisator, Herstellnr. 56790295). Nachdem die L6sung
abgekiihlt war, wurde 1 ml Vitaminmix hinzugefigt.

Nach der Herstellung der Boullion wurde in jeden der Erlenmeyerkolben 10 S. indica-Myzel-
Stiicke mit einem Durchmesser von 1 cm gegeben. Die Kafer Medium Platten, von denen die
Myzel-Plugs entnommen wurden, konnten zuvor 2 Wochen lang im Klimaschrank bei 24°C
und Dunkelheit wachsen. Die Kafer Medium Platten wurden nach derselben Anleitung, wie
die Boullion hergestellt mit der Ausnahme, dass zu Beginn 10 g Agar (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) hinzugefiigt wurden, damit das Medium fest wird. Nachdem
das Inokulum in den Erlenmeyerkolben vorbereitet worden war, hatte S. indica 3 Wochen
lang Zeit im Klimaraum bei 24°C und Dunkelheit am Schiittler bei ca. 150 Umdrehungen/min
zu wachsen (Abbildung 14). Nach drei Wochen wurde das Myzel mittels Wasserstrahlpumpe
(Abbildung 15) durch 3 Lagen autoklaviertem Kannenvlies-Filter von der (briggebliebenen
Bouillon getrennt (Abbildung 16). Das Myzel-Volumen wurde mit Hilfe eines 1000 ml-
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Becherglases bestimmt und danach wurde das Myzel 1:3 mit autoklaviertem Fugensand der
Firma , Casafino” (natur, feuergetrocknet; Kérnung: 0,5 — 2,0 mm) gemischt. Das bendétigte
Gesamt-Inokulum-Volumen betrug 360 ml, da pro Topf 3 ml Inokulum verwendet werden.
Die Halfte des fertigen Inokulum, also mindestens 180 ml, wurde fir die Varianten ohne S.

indica autoklaviert. Die Menge an S. indica pro 3 ml Inokulum betrug bei einem
Mischungsverhaltnis zwischen Pilz und Sand von 1:3 25 Prozent.

e
VWRi214-1176

"WR

BOROSILCATE GLESS 3.3 2000m!

Abbildung 14: S. indica-Myzel nach 3 Abbildung 15: Wasserstrahlpumpe A.bb.lldung 16: 5. indica-Myzel beim
Wochen in Kaefers Medium zum Myzel-Filtrieren. Filtrieren d.urch.3 Lagen
Boullion. Kannnenvlies-Filter.
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Fir die Herstellung des Inokulums wurden 200 ml Myzel (Abbildung 17) mit den Handen mit
600 ml Sand gemischt. Das ergab ein Inokulum von insgesamt 800 ml (Abbildung 18). Die
Halfte (400 ml) wurde in einem Becherglas autoklaviert (20 min, 125°C, 2 bar, Certoklav
Sterilizer GmbH, Typ: CV-EL 18L).

Abbildung 17: Gesamtes S. indica-Myzel Abbildung 18 Fertiges S. indica-Inokulum.
nach dem Filtrieren.

Fir das S. sclerotiorum-Inokulum wurde eine Methode von Bastien, et al. (2012)
herangezogen, die aufgrund gednderten Bedingungen modifiziert wurde. Fir den Versuch
wurde eine S. sclerotiorum-Stammkultur von der Sojabohne verwendet, von der zuerst ein
0,8 cm-groRer Myzelplug auf eine Kartoffelextrakt-Dextrose-Agar (PDA)-Platte gesetzt
wurde. Danach wurde die Platte bei 24°C und Dunkelheit im Klimaschrank fir 6 Tage
aufbewahrt. Fur die Herstellung des Agars wurden 39 g PDA (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) in einem Liter destilliertem Wasser geldst, autoklaviert und in 9 cm-
Durchmesser-Platten gegossen. Nach 6 Tagen wurde in zwei 2-Liter-Erlenmeyerkolben
jeweils 1 Liter Kartoffel-Dextrose-Boullion (PDB) hergestellt indem 39 g PDB (Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in einem Liter destilliertem Wasser geldst und autoklaviert
wurde. Einer der Kolben wurde mit einem 0,8 cm grolRen S. sclerotiorum-Myzelplug
inokuliert, wahrend der andere nur mit reinem PDB verblieb. Der 2. Kolben wurde als
,Kontroll-Inokulum® fiir die Varianten ohne S. sclerotiorum (+P+S. indica, -P+S. indica,
+P-Kontrolle und —P-Kontrolle) verwendet und wurde daher nicht inokuliert. Beide Kolben
wurden dann im Klimaraum bei 24°C und Dunkelheit am Schittler bei ca. 100 U/min
gelagert.
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8 Tage nach Herstellung des Inokulums wurden die Pflanzen am inokuliert. Zum Zeitpunkt
der Infektion befand sich der GroRteil der Pflanzen im BBCH-Stadium 59 (Erste Blitenblatter
sichtbar; Blite noch geschlossen). Vor der Inokulation wurde das Inokulum 30 sec im
»pbibrand Sterilmixer” (VWR, Seriennr. 66693) homogenisiert (Abbildung 19). Danach wurde
die Blite am 4. Nodium mit einem scharfen Skalpell entfernt (Abbildung 20) und ein im
Inokulum getranktes, halbes Wattepad wurde mit Hilfe einer Pinzette an der Schnittstelle
mit einem Tacker fixiert (Abbildung 21). Fir die Kontrollpflanzen wurden die Wattepads in
reinem PDB getrankt.

Abbildung 19: S. sclerotiorum- Abbildung 20: Am 4. Nodium Abbildung 21: Im Inokulat
Inokulum nach dem Mixen. abgeschnittene Bliite. getranktes halbes Wattepad,
am 4. Nodium fixiert.

In den Kontroll-Varianten wurde autoklaviertes S. indica- und S. sclerotiorum—Inokulum
verwendet. Autoklaviertes S. sclerotiorum-Inokulum wurde ebenso in den Varianten nur mit
S. indica verwendet genauso wie autoklaviertes S. indica-Inokulum in den Varianten nur mit
S. sclerotiorum verwendet wurde.
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7.1.3 VERSUCHSVERLAUF

7.1.3.1 ANBAU

Der Versuch wurde im Glashaus in Topfen mit 14 cm Durchmesser und Untersetzern, die ca.
bis zur Mitte der Topfe reichten, durchgefiihrt. Bei der ersten Wiederholung dieses Versuchs
wurden die Topfe auf Saatkistchen angeordnet, fiir die Wiederholung des Versuchs wurden
Untersetzer verwendet.

Am Tag vor dem Anbau wurden die Topfe mit einem 1:1:1 gemischten Substrat aus
,Gramoflor Sondermischung”“-Kultursubstrat (Gramoflor GmbH & Co. KG) zweifach
autoklaviert im , Varioklav” fiir jeweils 20 min, Fugensand (natur, feuergetrocknet, Kérnung:
0,5 — 2,0 mm) und Blihton fiir Ausgleichsschiittung (Kérnung: 1-4 mm; Lias Osterreich
GmbH) befullt. Danach wurde das Substrat mit Leitungswasser eingegossen.

Beim Anbau wurden zuerst mit einem Pikierstab Pflanzl6cher mit ca. zwei cm Tiefe gemacht
(Abbildung 22). Das Inokulum wurde mit einem Falcon Tube, welches bei 3 ml abgeschnitten
und autoklaviert wurde, in die Lécher gefillt (Abbildung 23). Danach wurden pro Topf zwei
oberflachendesinfizierte Sojabohnensamen auf das Inokulum gelegt (Abbildung 24). Fiur die
Samendesinfektion wurden die Sojabohnen zuerst fiir 5 min in 50 % verdiinntem ,,DanKlorix
Hygiene Reiniger” eingelegt und danach dreimal 20 sec mit sterilem Wasser gespiilt. Als
nachster Schritt wurden die Pflanzlocher wieder mit Substrat bedeckt und jeder Topf wurde
mit 200 ml Phosphor-Diinger eingegossen. Um Kontaminationen zu vermeiden wurden als
erstes die Varianten ohne S. indica, bei denen das autoklavierte Inokulum verwendet wurde,
angebaut.

\ ' " fl' LR

Abbildung 22: Topf mit Untersetzer und Abbildung 23: Bei 3 ml Abbildung 24: Topf mit 3 ml S.
1:1:1 gemischtem Substrat sowie einem 2 abgeschnittenes Falcon Tube. indica-Inokulum und 2
cm tiefen Pflanzloch. oberflachendesinfizierten

Sojabohnen-Samen.
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7.1.3.2 KULTIVIERUNGSMARNAHMEN

2 Wochen nach dem Anbau wurden die Pflanzen vereinzelt, sodass in jedem Topf nur mehr
eine gesunde Sojapflanze Ubrig war. Daflir wurden alle deformierten oder im Wachstum
zuriickgebliebenen Pflanzen aus den Topfen entfernt. (Abbildung 25 bis Abbildung 27).

Abbildung 25: Sojabohnen-  Abbildung 26: Sojabohnen-Keimling  Abbildung 27: Sojabohnen-Keimling
Keimling mit deformiertem  mit nur einem Keimblatt. mit 3 ersten Blattern.
Keimblatt.

Ebenfalls 2 Wochen nach dem Anbau wurden die Pflanzen auf Holzstdbe mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 0,5 cm und einer Lange von rund 60 cm hochgebunden.
Zum Fixieren wurden Nelkenringe mit einem Durchmesser von 25 mm verwendet. Uber den
gesamten Versuchsverlauf hinweg wurden die Sojapflanzen immer wieder mit den Ringen
auf den Staben fixiert, um Umknicken und Ineinanderwachsen der Pflanzen zu vermeiden.

Zu Beginn des Versuchs wurde zweimal wochentlich mit 200 ml Nahrlésung gediingt und
gegossen. Da sich herausgestellt hat, dass diese Menge zu viel ist, wurde nach 3 Wochen die
Dingermenge auf 100 ml Nahrlésung reduziert. Auflerdem wurde die Uberschissige
Nahrlésung, die sich im Ubertopf gesammelt hat, noch am selben Tag ca. 4 Stunden nach
dem GieBen abgegossen, um Staundsse zu vermeiden. Aufgrund der geringen
Dingermengen in den beiden Nahrlésungen +P und —P konnten beide unbedenklich zum
Giellen verwendet werden.

Die verwendeten Nahrlésungen unterscheiden sich im Phosphorgehalt. Eine genaue
Zusammensetzung der Nahrlésungen, sowie die Reinndhrstoffgehalte befinden sich im
Anhang in Tabelle 10 und Tabelle 11. Fir die Nahrlosungen wurden zuerst Stammlosungen
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hergestellt. Diese wurden dann in der angegebenen Reihenfolge von Tabelle 10 im Anhang
in 100 | Vollentsalztem (VE) Wasser geldst und dazwischen wurde gut durchgemischt. Die
jeweils 100 | Nahrlésungen wurden in Tonnen im Glashaus des UFT Tulln, Abteilung
Pflanzenschutz gelagert und bei Bedarf wiederhergestellt. Vor dem GieRen wurden die
Loésungen nochmals umgerihrt, um eine gleichmadllige Verteilung der lonen zu
gewadhrleisten.

1 Woche vor Versuchsende wurden die Pflanzen bei Bedarf zusatzlich mit Leitungswasser
gegossen, da sie aufgrund ihrer Grofe mehr Wasser bendtigten.

7.1.3.3 BEDINGUNGEN IM GLASHAUS

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Tageslange
im Glashaus konstant gehalten. Der Temperatur-Soll-Wert betrug 23,6 °C und die relative
Luftfeuchtigkeit sollte konstant auf 60 % gehalten werden indem VE-Wasser in der Luft
zerstaubt wurde. Die zusatzliche Beschattung im Glashaus hatte einen Schaltpunkt von 30
klux, damit die Temperatur im Glashaus nicht zu hoch wird und die Lichteinstrahlung auf die
Pflanzen nicht zu stark.

Aus Abbildung 28 geht hervor, dass die Temperatur im Glashaus im Durchschnitt iber die
komplette Versuchsdauer hinweg nur 21 °C betragen hat anstatt der gewollten 23,6 °C.
Wahrend der Nachtstunden sank die Temperatur bis auf ein Minimum von 17,6 °C und am
Tag stieg die Temperatur im Glashaus auf ein Maximum von 27 °C. Wie aus Abbildung 28
hervorgeht stieg die Temperatur kontinuierlich mit fortschreitendem Jahresverlauf. Die
Ausreiller nach unten sind Tage mit schlechtem Wetter und wenig Sonnenschein, die Peaks
nach oben waren Tage mit starkem Sonnenschein.

Temperaturverlauf im Glashaus von 1.3.2016 bis
21.4.2016
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Abbildung 28: Temperaturverlauf im Glashaus wahrend des Versuchs (Mittelwert) von 1. Marz 2016 bis 21. April
2016.
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Abbildung 29 zeigt den Verlauf der relativen Luftfeuchtigkeit wahrend des Versuchs und
auch hier ist zu sehen, dass die relative Luftfeucht im Mittel (ber den gesamten Versuch
hinweg nur rund 57 % betrug. An heiBen Tagen war die Luftfeuchtigkeit geringer, als an
Tagen mit schlechtem Wetter. Generell war die Luftfeuchtigkeit in der Nacht héher im
Vergleich zum Tag.
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Abbildung 29: Verlauf der relativen Luftfeuchtigkeit im Glashaus wadhrend des Versuchs (Mittelwert) von 1. Mdrz 2016
bis 21. April 2016.
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Die Tageslange betrug 14 Stunden von 7:00 Uhr morgens bis 21:00 Uhr abends. Um die
Tageslange zu regulieren und um fir geniigend Licht fiir die Sojapflanzen zu sorgen wurden 4
Philips IP65 Strahler verwendet, die genau in der Mitte des Tisches, auf dem die Sojabohnen
standen, hingen. Der Schaltpunkt der Strahler lag in den ersten 3 Wochen nach dem Anbau
bei einer Beleuchtungsstiarke von 20 klux, danach liefen die Strahler durchgehend 14
Stunden am Tag, da die Sojabohnen mit der bisherige Einstellung zu wenig Licht fiir ein
rasches Wachstum hatten.

2 verschieden Leuchten wurden fir die 4 Strahler verwendet. In 2 Strahlern wurden Metall-
Halogen Leuchten (Philips MASTER HPI-T Plus 400W/645 E40 1SL/12) verwendet und in den
anderen beiden Hochdruck-Natriumdampf-Leuchten (Philips MASTER Agro 400W E40
1SL/12). Die beiden Leuchten waren abwechselnd in den Strahlern eingebaut. Das blaulich-
weille Licht der MASTER HPI-T Plus Leuchte hat eine Wellenldange von 520 bis 600 nm
(Abbildung 30) wahrend das orange-gelbe Licht der MASTER Agro Leuchte eine Wellenlange
von 560 bis 640 nm hat (Abbildung 31). Die Hochdruck-Natriumdampf-Lampe hat einen PPF
Wert von 660 umol/s und die Metall-Halogen-Lampe einen PPF-Wert von 530 umol/s. PPF
gibt die Menge an Photonen im Wellenlangen-Spektrum von 400 bis 700 nm an. Je hoher der
Wert umso besser unterstiitzt das Licht das Pflanzenwachstum (Philips Lighting Holding B.V.,
2010).

MASTER HPI-T Plus 400 W 230 V

&0

2w
2w

Abbildung 30: Wellenlange-Spektrum der Philips MASTER HPI-T
Plus 400W/645 E40 1SL/12 Leuchte (aus Philips Lighting Holding
B.V., 2010).

MASTER Agro 400W EM 230V

‘00

TO
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Abbildung 31: Wellenlangen-Spektrum der Philips MASTER Agro
400W EA40 1SL Leuchte (aus Philips Lighting Holding B.V., 2010).
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7.1.4 VERSUCHSAUSWERTUNG

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde zweimal wéchentlich das BBCH-Stadium der
Pflanzen nach Munger et al. (1997) bestimmt. AuBerdem wurde 3 Wochen nach dem Anbau
damit begonnen die Gesamtpflanzenlange, die Epikotyl-Lange und die Internodien-Lange der
einzelnen Pflanzen zu messen. Dazu wurde ein handelsiibliches MaRband verwendet. Die
Gesamtpflanzenlange wurde von der Substratoberflache bis zur obersten Knospe gemessen
wahrend die Internodien-Lange zwischen allen voll entfalteten Blattern gemessen wurde.

7.1.4.1 ERHEBUNG DES SCLEROTINIA-BEFALLS

Nach der Inokulation wurde eine Woche lang taglich der Befall der einzelnen Pflanzen mit
einer Skala von 0 bis 4 bewertet (siehe Tabelle 3). AuRerdem wurde die Lasionslange der
einzelnen Pflanzen mit einem MaRband gemessen.

Tabelle 3: Bewertungsskala S. sclerotiorum-Infektion.

Bewertungsskala

Pflanze gesund

Leichte Lasion aber Pflanze gesund (Ldsion max. 5 cm)

Lasionen 25 cm

Welk, aber untere 2 Blatter griin (unterhalb der Inokulationsstelle griin)

AWML |O

Pflanze abgestorben

Mit den erhobenen Daten wurden pro Tag die Befallshaufigkeit (BH) fiir alle Pflanzen einer
Variante im Bestand, also der %-Anteil der befallenen Pflanzen im Bestand, und die
Befallstarke in Prozent (BS) pro Tag fir jede Pflanze mit folgenden Formeln berechnet. Fir
die Befallstarke wurde der Prozentanteil der Lasionslange an der Gesamtpflanzenlange
kalkuliert.

Anzahl der erkrankten Pflanzen

BH % = 1
% Anzahl aller Pflanzen i

100
BS 04 — Lisionsl
% Gesamtpflanzenlange * Lastonstange

Um die Starke des S. sclerotiorum-Befalls darzustellen wurde die , Area under the disease-
progress curve” (AUDPC) berechnet. Dazu wurde eine Formel von Shaner & Finney (1977)
verwendet.

L

[(Yign1 + Y /2][Xi11 — Xi]

Y; ist die Befallstarke von S. sclerotiorum bei der i-ten Beobachtung, X; die Tage bei der i-ten
Beobachtung und n die Gesamtanzahl an Beobachtungen. In diesem Falle konnte der 2. Teil
der Formel [X+1-Xi] mit der Berechnung der Zeit vernachldssigt werden, da eine Woche lang
taglich bonitiert wurde.
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7.1.4.2 ERNTE

Die Ernte fand am 30. April und 1. Mai 2015, sowie am 20. und 21. April 2016 statt. Von
insgesamt 120 Topfen wurden nur 96 geerntet, um gleiche GruppengrofRen der
unterschiedlichen Varianten zu erhalten-P + S. indica + S. sclerotiorum (Topf 11),
-P + S. indica (Topf 13), +P + S. sclerotiorum (Topf 2) und +P-Kontrolle (Topf 2) wurden
ausgeschieden, da sie deformierte Blatter hatten und daher eine Infektion (iber das Saatgut
sehr wahrscheinlich war. —P + S. indica + S. sclerotiorum (Topf 15) wurde bei der S.
sclerotiorum-Infektion verletzt und konnte daher bei der Ernte nicht verwendet werden. Pro
Variante wurden insgesamt 12 Topfe geerntet.

Bei der Ernte selbst wurden zuerst die Wurzeln von Substratresten befreit und danach
gewaschen. Danach wurden Spross und Wurzel mit einer Schere auseinandergeschnitten
und Spross-Frischmasse und Wurzelfrischmasse separat gewogen. Aullerdem wurde die
Wurzellange mit einem Malband bestimmt. Fir die Wurzelfarbung wurde aus der Mitte
jeder Wurzel ein ca. 2 cm breites Stlck herausgeschnitten und in einem 50-ml-Falcon Tube
in 30%igen Ethanol bei 3 °C gelagert. Der Spross und die restlichen Wurzeln wurden getrennt
in Papiersacke verpackt und bei 105 °C 24 h getrocknet. Danach wurden die Spross- und
Wourzeltrockenmasse bestimmt.

7.1.4.3 WURZELKOLONISATION MIT S. INDICA

Die Wurzeln wurden mit einer Methode von Koske & Gemma (1989) gefarbt, die auf die
Wourzelstruktur der Sojabohnen angepasst wurde. Zuerst wurde der 30%ige Ethanol entfernt
und die Wurzeln wurden mit Hilfe eines feinen Siebes mit Leitungswasser gesplt. Danach
wurden die Wurzeln mit 10%iger KOH (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
bedeckt und fiir 8 min bei 90 °C im Wasserbad gekocht, um das Gewebe zu klaren. Im
nachsten Schritt wurden die Wurzeln dreimal mit Leitungswasser gespliilt bevor sie mit
1%iger HCI (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) bedeckt wurden und fiir 1 h
bei Raumtemperatur gelagert wurden. Dann wurde die HCl abgegossen und die Wurzeln
wurden mit Trypan Blau bedeckt und 5 min bei 90 °C im Wasserbad gekocht. 1 Liter Trypan
Blau wurde aus einem Liter Sdureglycerol und 0,5 g Trypan Blau (Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Schweiz) hergestellt. Fiir einen Liter Saureglycerol wurden 500 ml Glyerin (Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) mit 450 ml VE-Wasser und 50 ml 1%iger HCl vermischt. Nach
den 5 min wurden die Wurzeln 3-mal mit Leitungswasser gesplilt und danach wieder in
30%igen Ethanol gelagert. Aufgrund der Sicherheitseinstufung von Trypan Blau wurde das
Farben und auch die spatere Auswertung unter dem Abzug vorgenommen, sowie die Abfille
gesondert gesammelt.
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Die Wurzeln wurden nach einer Methode fiir AMP von Trouvelot et al. (1986) ausgewertet.
Die Methode wurde modifiziert, um sie fir S. indica anwenden zu kbnnen. Zuerst wurden die
gefarbten Wurzeln mit einem scharfen Skalpell in ca. 1 cm grofRe Stiicke geschnitten
(Abbildung 32). 15 Sticke wurden auf einen Objekttrager gelegt und dann wurden sie mit
dem Deckglas leicht gequetscht, um das Mikroskopieren zu erleichtern (Abbildung 33). Mit
einem Olympus BX 53 Forschungsmikroskop (Olympus Coperation, Tokio) wurden die blau
gefarbten Chlamydosporen ausgezahlt. Es wurden nur jene Chlamydosporen gezahlt, die
unter dem Mikroskop komplett sichtbar waren und einen Durchmesser von 7 bis 15 um
aufwiesen. Mikroskopiert wurde mit 20- und 40-facher VergrofRerung und von jeder
gezahlten Chlamydospore wurde mittels ,cellSens Standard“-Programm der Durchmesser
bestimmt und ein Foto gemacht (Abbildung 34 bis Abbildung 37).

evf - ey gy
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e B ——

Abbildung 32: Mit Trypanblau gefarbte Abbildung 33: Fertige vorbereiteter Objekttrager zum Auszdhlen
Sojabohnenwurzeln nach dem Kleinschneiden. von S. indica Chlamydosporen.

Abbildung 34: Chlamydosporen in Pflanze 9, Wurzel 10
+P+S. indica+Scl.

Abbildung 35: Chlamydosporen in Pflanze 7, Wurzel 9 +P+S. indica.
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Abbildung 37: Chlamydospore in Pflanze 1, Wurzel 15 —P+S. indica+Scl.

Nach dem Auszdhlen wurden die Wurzelfragmente je nach Anzahl an Chlamydosporen in
Klassen unterteilt (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Skala fiir die Einteilung der Chlamydosporen in Klassen, verdndert nach Trouvelot et al. (1986).

Anzahl der Chlamydosporen im Wurzelstiick | Klasse

1

2-9

<50

50-90

GV WIN| -

>90
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Mit den erhobenen Daten wurde die Frequenz (F%) von S. indica im Wurzelsystem in Prozent
berechnet. AuBerdem wurde die Intensitdt (I1%) der S. indica-Kolonisation im Wurzelsystem
in Prozent und die Intensitat (i%) der S. indica-Kolonisation in den Wurzelstiicken in Prozent
berechnet. Dazu wurden folgende Formeln von Trouvelot et al. (1986) verwendet.

Anzahl an Wurzelstiicken mit P.indica

F% = 100
% Gesamtanzahl an Wurzelstiicken *

95*n;+70*xn, +30*xn;+5*n, +ny
Gesamtanzahl an Wurzelsticken

1% =
Wobei n5 fir die Anzahl an Wurzelstlicken steht, die mit Klasse 5 bewertet wurden, n4 fir
die Anzahl an Wurzelstlicken, die mit Klasse 4 bewertet wurden usw.

] Gesamtanzahl an Wurzelstlicken
i% =M% *

Anzahl an Wurzelsticken mit P.indica
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7.2 DUALKULTUR

Um zu testen, ob S. indica eine antagonistische Wirkung auf S. sclerotiorum hat, wurden
Dual-Kulturen nach einer modifizierten Methode von Rahman et al. (2009) durchgefiihrt.
Dazu wurden in 3 Wiederholungen jeweils 5 PDA Platten mit S. indica und S. sclerotiorum
und jeweils 5 Platten mit S. sclerotiorum und Trichoderma harzianum (T39) angelegt. Als
Kontrollen wurden ebenfalls jeweils 5 PDA Platten nur mit S. indica, S. sclerotiorum und
Trichoderma T39 vorbereitet. Trichoderma T39 wurde in den Versuch miteinbezogen, da der
Pilz S. sclerotiorum bekampfen kann (Elad, 2000) und er daher als Vergleich zu den S. indica-
Dualkulturen herangezogen werden kann.

Zuerst wurden von den jeweiligen Stammkulturen 0,8 cm-groRe Myzelplugs auf PDA-Platten
gesetzt. Nach 2 Wochen bei 24 °C und Dunkelheit im Klimaschrank wurden von den
vorbereiteten Platten 0,8-cm grof’e Myzel-Plugs auf neue PDA Platten, 2 cm vom Rand weg,
gesetzt. Bei den Dualkulturen wurde der zweite Pilz genau auf der gegenliberliegenden Seite
ebenfalls 2 cm vom Rand auf die Platte gesetzt. Zuerst wurden die S. indica-Dualkultur-
Platten und S. indica-Kontroll-Platten vorbereitet und fiir eine Woche im Klimaschrank bei
24 °C und Dunkelheit gelagert, um S. indica Zeit fur die Entwicklung zu geben, da er langsam
wachst. Nach 1 Woche wurde S. sclerotiorum auf den S. indica-Dualkulturplatten gesetzt und
alle anderen Dualkulturen und Kontrollplatten wurden ebenfalls vorbereitet. Danach wurden
die Platten im Klimaschrank bei 24 °C und Dunkelheit aufbewahrt. Bevor S. sclerotiorum auf
die Dualkultur mit S. indica gesetzt wurde, wurde das radiale Wachstum der S. indica-

Kulturen in den Dualkulturen und in den Kontrollplatten gemessen (Abbildung 38 und
Abbildung 39).

Abbildung 38: Messung des Radialen Wachstums der Abbildung 39: Messung des Radialen Wachstums der
Pilz-Kolonien auf den Dual-Kulturen und das Aufbau- Kontroll-Varianten sowie das Aufbau-Schema. K =
Schema der Dualkulturen. A = Antagonisten S. indica Myzelplug der Kontrollvarianten S. indica, S.

oder Trichoderma T39, S = S. sclerotiorum, R2 = Radiales sclerotiorum oder Trichoderma T39, R1 = Radiales
Wachstum der Antagonisten, R3 = Radiales Wachstum Wachstum der Kontroll-Pilz-Kolonien

von S. sclerotiorum
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Nachdem die Dualkulturen und die Kontrollvarianten vorbereitet waren, wurde jeden Tag
das radiale Wachstum der Pilzkulturen gemessen, solange bis die Antagonisten - S. indica
und Trichoderma T39 - S. sclerotiorum Ulberwachsen haben bzw. umgekehrt. Die
Kontrollplatten wurden dann dazu verwendet, die Wiederholungen anzulegen.

Fir die Auswertung wurde die Prozentuale Hemmung des radialen Wachstums (PIRG) mit
folgender Formel von Rahman et al. (2009) berechnet.

Ry —R;
PIRG = —=% 100
Ry
R; ist das radiale Wachstum der S. sclerotiorum Kontrollkolonie wahrend R, der Radius der S.
sclerotiorum-Kolonie auf den Dualkulturen mit Trichoderma T39 und S. indica ist.

7.3 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel 2010 und dem Statistikprogramm ,SPSS“ bei einem Signifikanzniveau o=
0,05.

Zuerst wurde ein Levene’s Test durchgefiihrt, um die Homogenitat der Daten zu Gberprifen.
Wenn die Daten homogen waren, wurden sie mittels Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet.
Bei Spross- und Wurzeltrockenmasse, sowie der Wurzelldinge wurde dariiberhinaus auch
eine 2-faktorielle ANOVA durchgefiihrt. Die Dualkultur-Werte waren nicht homogen und
wurden daher mit dem nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test ausgewertet.

Fir die Auswertung der Blatt- und Seitensprossanzahl wurden die Daten in einer
Kreuztabelle dargestellt, um erwartete und beobachtete Haufigkeiten zu ermitteln. Diese
wurden danach mittels Chi-Quadrat-Test auf Unterschiede getestet.

Die  Entwicklungsstadien, Internodienldnge und Befallshdufigkeit wurden nur
grafisch/deskriptiv aufbereitet.
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8 ERGEBNISSE

8.1 WACHSTUMSEFFEKTE

8.1.1 ENTWICKLUNGSSTADIEN

Die folgenden Abbildung 40 und Abbildung 41 zeigen den Anteil der Entwicklungsstadien an
der Gesamtpflanzenanzahl von Beginn des Versuchs am 8. Marz 2016 bis zum Ende am 19.
April 2016. Fir die Darstellung wurden die Varianten mit S. indica und S. sclerotiorum mit
+P+S. indica bzw. —P+S. indica zusammengefasst und die S. sclerotiorum-Varianten mit den
Kontrollvarianten. Zu Beginn der Bonitur befanden sich beinahe alle Pflanzen im BBCH-
Stadium 9, also das Hypokotyl mit den Kotyledonen erreicht die Bodenoberflache. Am Ende
des Versuchs waren der GrofRteil der Pflanzen im BBCH-Stadium 69, also am Ende der Blite
mit ersten sichtbaren Hilsen und ein kleiner Teil im Stadium 70 (erste Hilsen haben
endgliltige Lange erreicht). Die Entwicklung der Pflanzen aller Varianten verlief nahezu ident.
Unterschiede sind nur bei der Bildung von Seitensprossen sichtbar (BBCH-Stadium 21). Die
+P-Varianten haben friiher Seitensprosse entwickelt als die Pflanzen, die —P-Diinger erhalten
haben. Bei den Pflanzen der —P-Kontrolle wurden 2 Tage spater Seitensprosse bonitiert und
die —P+S. indica-Pflanzen haben erst eine Woche nach den +P-Varianten Seitensprosse
gebildet. Insgesamt hat die +P+S. indica-Variante die meisten Seitensprosse entwickelt und
am Ende des Versuchs waren mehr Pflanzen im BBCH-Stadium 70 im Vergleich zu den
anderen Varianten. Die Entwicklung der +P+S. indica-Variante war dennoch nur geringfiigig
schneller als die Entwicklung aller anderen Varianten.

Innerhalb der gesamten Versuchsdauer konnten keine offenen Bliten im Bestand
beobachtet werden, daher der Sprung vom BBCH-Stadium 59 auf 69. Im Stadium 59 waren
erste Blutenblatter sichtbar, aber die Bliiten waren zu diesem Zeitpunkt noch geschlossen.



Seite 42

Ergebnisse

El

mi4
ml13
Bl
Ell
E 10

ma

| I

EIIPUL Shel-

EDIPUL Sl +

EY=NEIT= e

20 AU ]+

BIIPUL S

EIIPUL S+

A oI~

201U o+

EQIpUl "Std-

EDIPUL S+

=Y =N EITE= e

B0 IO o+

BIIPUL Sd-

BIIPUL Sk +

oAU -

20U -]+

EQIpUl "S-

EQ P Ul S+

EY =N EIT= e

2|0 IO ]+

BRI Sl

EIIPUL S+

A oUFU DY~

20U o+

EIIPUL S

EQIPp Ul S+

YOI O]

2O IAUO -+

= & & = =

—

= =

[2c] e euam ey pdiuesa s 13p UE UM pessTuny Magug 12 12y

15.03.2016 18.03.2016 2103.2016 503016 2903.2016

11032016

08032016

Abbildung 40: Anteil der BBCH-Stadien an der Gesamtpflanzenanzahl in % von 8.3.2016 bis 29.3.2016
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8.1.2 PFLANZENLANGE UND INTERNODIENLANGE

Abbildung 42 zeigt die Pflanzenlange jeder Variante. —P-Kontrolle und +P+S. indica weisen
die hochste Pflanzenlange auf wahrend —P+Scl die geringste zeigt. Die +P-Varianten sind
hoher als die —P mit Ausnahme der Kontroll-Varianten, wobei hier der Unterschied nur
geringfligig ist. Die geringste Pflanzenlange bei den +P-Varianten hatte +P+S. indica+Scl.
Zwischen den Varianten konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

120

100

E+P

E-P

Pflanzenkinge [cm]
S

20 A

kontrolie 5. indica scl 5. indica+5c|

Abbildung 42: Pflanzenldnge in cm (Mittelwert + Standardfehler), (ANOVA, F=1,608) Saulen mit gleichen
Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant Difference Test,
Alpha=0,05)
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Wie in Abbildung 43 zu sehen ist, sind Unterschiede in der Internodienlange erst zwischen

Ergebnisse

Blatt 5 und 6 sichtbar. Davor ist die Internodienlange bei allen Varianten fast gleich. Bei den
Varianten ohne S. sclerotiorum haben die —P-Varianten langere Internodien zwischen Blatt 5
und 6 als die +P-Varianten. Bei den Varianten mit S. sclerotiorum ist es genau umgekehrt und
auch zwischen Blatt 6 und 7 sind die +P-Varianten hoher. Ein Dlingeeffekt ist bei der Anzahl
der Blatter sichtbar. Die +P-Varianten hatten am Ende des Versuchs 8 Blatter wahrend die —
P-Varianten nur 7 bzw. —P+S. indica+Scl nur 6 Blatter hatten.

100

70 - : : : e Pflanzenignge
| m7-8
e ' =67
H5-6
N 4-5
a0 W 3-4
H2-3
30
mi-2
30 - mO1
10 -
0 - T T T T T T T

+P-Kontrolle -P-Kontrolle +P45. indica -P+5.indica +P+5c] -P+5cl +P45. -P45.
indica+3cl  indica+Scl

Pfanzenkinge und Internodienkinge [cm]
a

Abbildung 43: Pflanzenldnge und Internodienldnge in cm (Mittelwert); die Sdulen stellen die Pflanzenlange dar und die
jeweiligen Abschnitte die Internodienldange
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8.1.3 BLATT- UND SEITENSPROSSANZAHL

In der folgenden Abbildung 44 sind die erwarteten und beobachteten Haufigkeiten fiir die
BBCH-Stadien 11, 12, 13, 14 und 21 dargestellt. Stadium 11 bis 14 stehen fir die entfalteten
Laubblatter, wobei 11 fir das erste Laubblattpaar und 14 fiir das 4. Laubblatt steht. BBCH-
Stadium 21 reprasentiert die Bildung von ersten Seitensprossen. Der Einfachheit halber
wurden die Varianten, wie bei den Entwicklungsstadien, zusammengefasst.

Bei allen 3 Zeitpunkten konnte bei den +P-Varianten und bei den —P-Varianten kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Variante und der Anzahl an Pflanzen im
jeweiligen Entwicklungsstadium festgestellt werden. Die standardisierten Residuen zu den
jeweiligen Entwicklungsstadien sind in Tabelle 5 dargestellt, wo kein Wert >2 vorkommt. Erst
ab einem Wert von 2 kann ein signifikanter Zusammenhang bestatigt werden.

Die erwarteten und beobachteten Haufigkeiten sind bei den +P-Varianten nahezu ident, nur
beim 3. Zeitpunkt (29.3.2016) gibt es Abweichungen, da die +P+S. indica-Pflanzen mehr
Seitensprosse gebildet haben. Auch bei den —P-Varianten weichen die erwarteten und die
beobachteten Haufigkeiten kaum voneinander ab. Unterschiede zwischen +P- und —P-
Varianten bestehen in der Bildung und in der Anzahl ersten Seitensprossen. Die +P-Varianten
haben friiher und mehr Seitensprosse gebildet als die —P.

Tabelle 5: Darstellung der standardisierten Residuen fiir das jeweilige Entwicklungsstadium und die jeweilige
Variante zu allen 3 Zeitpunkten.

Entwicklungsstadien

Datum Variante 11 12 13 14 21
+P-Kontrolle 0,0 0,0 0,0
59 03.2016 -P-Kontrolle -0,6 0,5
+P+S. indica 0,0 0,0 0,0
-P+S. indica 0,6 -0,5
+P-Kontrolle 0,0 0,0 0,0
25.03.2016 -P-Kontrolle -1,0 -0,1 0,0 1,2
+P+S. indica 0,0 0,0 0,0
-P+S. indica 1,0 0,1 0,0 -1,2
+P-Kontrolle 0,8 0,4 -0,6
29.03.2016 -P-Kontrolle -0,7 -0,1 0,4
+P+S. indica -0,8 -0,4 0,6

-P+S. indica 0,7 0,1 -0,4
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Abbildung 44: Erwarteten und beobachteten Hiufigkeiten der BBCH-Stadien 11, 12, 13, 14 und 21 zu 3 Zeitpunkten (Chi-Quadrat-Test, x=0,000; 1,371; 0,000; 5,027;

2,283; 1,427)
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8.1.4 TROCKENMASSE

Die folgende Abbildung 45 zeigt die Sprosstrockenmasse in Gramm. Signifikante
Unterschiede sind zwischen +P+S. indica und +P+Scl und —P+S. indica+Scl zu sehen.
Tendenziell haben die Kontroll-Varianten und die Varianten nur mit S. indica eine héhere
Trockenmasse als die Varianten mit S. sclerotiorum. Abbildung 46 und Tabelle 6 zeigen
signifikante Wechselwirkungen zwischen Diingung und der Variante S. indica+Scl sowie der

Kontrolle.

H+P

E-P

Spross-Trockenmasse [g]

Kontrolle 5. indica Scl 5. indica+5cl

Abbildung 45: Spross-Trockenmasse in g (Mittelwert + Standardfehler), (ANOVA, F=9,618) Saulen mit
gleichen Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant Difference
Test, Alpha=0,05)

Tabelle 6: Ergebnisse der 2-faktoriellen ANOVA dargestellt als Freiheitsgrade (df), F-Werte, Signifikanzlevel
der Hauptfaktoren (Diingung und Variante) und ihre Interkation (Variante x Diingung) auf die Spross-
Trockenmasse.

df F p
Variante 3 17,326 0,000
Dingung 1 0,430 0,514
Variante x Dlingung 3 4,972 0,003
Fehler df 88

Signifikante p-Werte (p < 0,005) sind fett dargestellt
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Abbildung 46: Interaktionsdiagramm zwischen Diingung und Varianten der Spross-Trockenmasse in g
(Mittelwert); (2-faktorielle ANOVA, F=4,972) Linien, die sich liberschneiden weisen Wechselwirkungen auf
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In der Wurzeltrockenmasse gibt es signifikante Dlingeeffekte zwischen den +P- und
—P-Varianten bei S. indica, wie Tabelle 7 und Abbildung 47 zeigen. AuBerdem unterscheiden
sich die Kontrollvarianten und die S. sclerotiorum-Varianten signifikant von den S. indica-
Variante, wahrend S. indica+Scl keinen Unterschiede zu den anderen Varianten aufweist.

H+P

m-p

WurzelTrockenmasse [g]

Kontrolle 5. indica Scl S. indica+5cl

Abbildung 47: Wurzeltrockenmasse in g (Mittelwert * Standardfehler), (ANOVA, F=5,872) Sdulen mit gleichen
Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant Difference Test,
Alpha=0,05)

Tabelle 7: Ergebnisse der 2-faktoriellen ANOVA dargestellt als Freiheitsgrade (df), F-Werte, Signifikanzlevel
der Hauptfaktoren (Diingung und Variante) und ihre Interkation (Variante x Diingung) auf die Wurzel-
Trockenmasse.

df F p
Variante 3 0,948 0,000
Dlngung 1,508 0,001
Variante x Dingung 3 0,253 0,115
Fehler df 88

Signifikante p-Werte (p < 0,005) sind fett dargestellt
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8.1.5 WURZELLANGE

Signifikante Unterschiede aufgrund der Diingung sind zwischen der —P-Kontrolle und —P+Scl
zu sehen, die eine héhere Wurzellange aufweisen als +P+S. indica+Scl. Abbildung 49 zeigt die
Wechselwirkung zwischen Diingung und S. indica bei der S. indica-Variante.
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Abbildung 48: Wurzelldnge in cm (Mittelwert + Standardfehler), (ANOVA, F=3,384) Saulen mit gleichen
Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant Difference Test,
Alpha=0,05)

Tabelle 8: Ergebnisse der 2-faktoriellen ANOVA dargestellt als Freiheitsgrade (df), F-Werte, Signifikanzlevel
der Hauptfaktoren (Diingung und Variante) und ihre Interkation (Variante x Diingung) auf die Wurzel-Linge.

df F p
Variante 3 12,927 0,544
Dingung 1 168,010 0,003
Variante x Dingung 3 73,399 0,009
Fehler df 88

Signifikante p-Werte (p < 0,005) sind fett dargestellt
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Abbildung 49: Interaktionsdiagramm zwischen Diingung und Varianten Wurzelldnge in cm (Mittelwert); (2-
faktorielle ANOVA, F=4,072) Linien, die sich iiberschneiden weisen Wechselwirkungen auf
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8.2 SCLEROTINIA-BEFALL

8.2.1 BEFALLSHAUFIGKEIT

In der nachfolgenden Abbildung 50 ist der Verlauf der Befallshaufigkeit aller Varianten mit
S. sclerotiorum innerhalb einer Woche zu sehen. Am ersten Tag nach der Infektion
(13.4.2016) konnte bei keiner Pflanze ein Befall festgestellt werden. Erst am zweiten Tag
(14.4.2016) wurden bei +P+Scl-Pflanzen leichte Lasionen sichtbar, wahrend bei den anderen
Varianten noch keine Symptome sichtbar waren. 3 Tage nach der Infektion, am 15.4.2016,
war bei allen Varianten eine Infektion festellbar. Bei —P+S. indica+Scl war der Befall am
hochsten mit 91,7% und dieser hat sich vom Zeitpunkt der ersten sichtbaren Symptome bis
zum Ende der Bonitur nicht verandert. Bei +P+Scl entwickelte sich der Befall sehr rasch vom
14.4.2016 auf 15.4.2016. Dann ging die Entwicklung langsamer aber stetig weiter bis am 5.
Tag nach der Infektion (17.4.2016) der Hohepunkt erreicht war mit 83,3%. Danach gab es
keine Anderung der Befallshiufigkeit mehr. —P+Scl zeigte einen héheren Befall als +P+Scl am
3. und am 4. Tag nach der Infektion und erreichte seinen Hohepunkt schon am 4. Tag nach
der Infektion (16.4.2016) und verédnderte sich auch nicht mehr bis zum Ende des Versuchs.
Den langsamsten Befallsverlauf zeigte +P+S. indica+Scl. Der Befallshohepunkt war erst am 6.
Tag nach der Infektion erreicht (18.4.2016), aber die Befallshaufigkeit war ident mit den
Werte von +P+Scl und —P+Scl, die alle bei 83,3% lagen. Da die Befallshaufigkeit fur alle
Pflanze pro Variante berechnet wurde, konnte keine statistische Auswertung vorgenommen
werden.
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Abbildung 50:Befallshaufigkeit in % der Varianten, die mit S. sclerotiorum infiziert wurden.
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8.2.2 BEFALLSSTARKE

Die folgende Abbildung 51 zeigt die Befallsstarke aller Varianten mit S. sclerotiorum
innerhalb einer Woche. Statistisch konnte kein signifikanter Unterschied in der Befallsstarke
zwischen den Varianten zu den unterschiedlichen Zeitpunkten gefunden werden. Tendenziell
zeigt —P+S. indica+Scl einen hohere Befallsstarke als die anderen Varianten zu jedem
Boniturzeitpunkt wahrend +P+S. indica+Scl von allen Varianten den geringsten Befall
aufwies. Bei +P+Scl hat der Befall schon friiher begonnen als bei allen anderen.



Qu
Ergebnisse Seite 56

20

18

16

14

=
Fa

B +P+5c]

m -P+5cl

=t
=]

W +P+5. indica+5cl

Befalkstirke [%4]

oo

B -P+5. indica+sc]

14.04.2016 15.04.2016 16.04.2016 i7.04.2016 18.04.2016 19.04.2016

Abbildung 51: Befallsstadrke in % innerhalb einer Woche (Mittelwert + Standardfehler), (ANOVA, F=0,876; 1,492; 1,546; 1,678; 1,466) Sdulen mit gleichen
Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant Difference Test, Alpha=0,05)
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8.2.3 AREA UNDER THE DISEASE-PROGRESS CURVE (AUDPC)

Bei der Area under the disease-progress curve konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Varianten festgestellt werden. Tendenziell zeigt -P+S. indica+Scl einen héheren
Befall, also eine groRere Flache, als die anderen Varianten. +P+S. indica+Scl weist die kleinste
Flache auf. Zwischen +P+Scl und —P+Scl gibt es nur einen sehr geringen Unterschied in der
AUDPC.
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Abbildung 52: Area under the disease-progress curve (Mittelwert + Standardfehler), (ANOVA, F=1,467)
Sdulen mit gleichen Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant
Difference Test, Alpha=0,05)
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8.3 WURZELKOLONISATION VON S. INDICA

Die folgenden Daten zeigen nur die Varianten mit S. indica und S. indica und S. sclerotiorum,
da in den Kontrollvarianten und in den Varianten nur mit S. sclerotiorum keine
Chlamydosporen gefunden wurden.

Abbildung 53 zeigt die Frequenz an Chlamydosporen im Wurzelsystem in Prozent.
Tendenziell haben die S. indica-Varianten eine hohere Frequenz, aber statistisch konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten gefunden werden. —P+S. indica
weist die hochste Frequenz auf. Zwischen —P+S. indica+Scl und +P+S. indica+Scl konnte nur in
geringfligiger Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 53: Frequenz von S. indica-Chlamydosporen im Wurzelsystem in % (Mittelwert + Standardfehler),
(ANOVA, F=1,252) Saulen mit gleichen Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's
Honestly Significant Difference Test, Alpha=0,05)
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In Abbildung 54 ist die Intensitat der S. indica-Kolonisation im Wurzelsystem in Prozent
ersichtlich. —P+S. indica+Scl hat das am intensivsten kolonisierte Wurzelsystem wahrend
+P+S. indica am wenigsten besiedelt war. Die leichten Differenzen zwischen den Varianten
sind nicht signifikant, da die Variabilitat innerhalb der Daten vor allem bei den S. indica+Scl-
Varianten sehr hoch ist.
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Abbildung 54: Intensitat der S. indica-Wurzelkolonisation im Wurzelsystem in % (Mittelwert + Standardfehler),
(ANOVA, F=0,149) Sdulen mit gleichen Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Tukey's
Honestly Significant Difference Test, Alpha=0,05)
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Abbildung 55 zeigt die Intensitdt der Wurzelkolonisation in den Wurzelfragmenten in
Prozent. In den Wurzelfragmenten hat +P+S. indica+Scl die hochste Kolonisations-Intensitat
gefolgt von —P+S. indica. +P+S. indica weist die geringste Kolonisation in den
Wurzelfragmenten auf. Die Variabilitdit der Ergebnisse ist relativ hoch, daher konnte
zwischen den Varianten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden.
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Abbildung 55: Intensitat der S. indica-Wurzelkolonisation in den Wurzelfragmenten in % (Mittelwert +
Standardfehler), (ANOVA, F=0,915) Sdulen mit gleichen Buchstaben weisen keine signifikanten
Unterschiede auf (Tukey's Honestly Significant Difference Test, Alpha=0,05)
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8.4 DUALKULTUR

Abbildung 56 zeigt die Prozentuale Hemmung des radialen Wachstums (PIRG) am Beginn der
Dualkultur und am Ende, wenn Trichoderma T39 S. sclerotiorum Uberwachsen hat bzw.
S. sclerotiorum S. indica. 2 Tage und 9 Tage nach Beginn der Dualkultur sind signifikante
Unterschiede zwischen der Trichoderma T39- und der S. indica-Dualkultur zu sehen. S. indica
konnte S. sclerotiorum nur wenig im radialen Wachstum hemmen und wurde am Ende sogar
von S. sclerotiorum Uberwachsen. Trichoderma T39 weist einen Anstieg in der
Wachstumshemmung von Beginn zum Ende hin auf, wahrend die Wachstumshemmung von
S. indica sinkt.
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Abbildung 56: Prozentuale Hemmung des radialen Wachstums (PIRG) der Dualkulturen mit S. indica und
Trichoderma T39 (Mittelwert + Standardfehler), (Kruskal-Wallis-Test, x?=6,842; 21,872) Saulen mit gleichen
Buchstaben weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Alpha=0,05)
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9 DISKUSSION

S. indica kolonisiert als Endophyt die Wurzeln vieler Pflanzen (Wilson, 1995; Verma, et al.,
1998) und verursacht durch die Kolonisation vielfaltige Vorteile fiir die Wirtspflanzen.
Steigerung der Wurzel- und Sprossbiomasse (Varma, et al., 2013), verbesserte
Nahrstoffversorgung (Gosal, et al., 2013), Toleranzen gegen abiotische und biotische
Stressfaktoren (Varma, et al., 2013) oder verbessertes bzw. schnelleres Wachstum (Bajaj, et
al., 2015) zédhlen zu diesen Vorteilen.

Insgesamt betrachtet haben sich in diesem Versuch die +P-Varianten ein bisschen schneller
entwickelt und daher waren im Vergleich mehr Pflanzen in den nachsthéheren
Entwicklungsstadien als bei den —P- Varianten. Aullerdem haben die +P-Varianten mehr
Blatter gebildet. Dieses Ergebnis durch eine optimale Phosphorversorgung der +P-Varianten
und daraus resultierend einer optimalen Versorgung der Pflanze interpretiert werden.

In diesem Versuch konnte keine friihere Bliite bei den mit S. indica kolonisierten Pflanzen
beobachtet werden. Das widerspricht den Ergebnissen von Bajaj et al. (2015), Barazani et al.
(2005) und Das et al. (2012) die bei Glycine max (L.) Merr., Nicotiana attenuata Steud. und
Coleus forskohlii Briq. eine friher einsetzende Bllite gesehen haben. Der Grund, fir diese
Diskrepanzen liegt darin, dass in diesem Uberhaupt keine offenen Bliten im Bestand
beobachtet werden konnten Das kann durch die Nachttemperaturen, die teilweise auf rund
18 °C sanken, erklart werden. Nach Robacker et al. (1983) hangt die Offenheit der Bliiten von
den Nachttemperaturen ab und ist am hochsten bei 22-26 °C im Gegensatz zu 14-18 °C.

Ein weiterer Unterschied im Entwicklungsverlauf besteht in der Bildung und Anzahl von
Seitensprossen. +P+S. indica und +P-Kontrolle haben friiher und mehr Seitentriebe
angesetzt, was darauf hindeutet, dass es sich um einen Diingungseffekt handelt durch die
verbesserte Phosphorversorgung. Dieses Resultat stimmt mit den Ergebnissen von Shahid et
al. (2009) Uberein, die herausgefunden haben, dass eine bessere Phosphordiingung zu mehr
Seitensprossen fihrt.

+P+S. indica weist eine signifikant hohere Sprosstrockenmasse als +P+Scl und
—P+S. indica+Scl und ist im Gegensatz zu den anderen Varianten ebenso hoher. Da bei einer
2-faktoriellen ANOVA keine Wechselwirkungen gefunden wurden, ist die deutlich héhere
Sprosstrockenmasse bei +P+S. indica allein auf S. indica zurickzufihrend. Dieses Ergebnis
stimmt mit denen von Bajaj et al. (2015) und Rai et al. (2001) liberein, die bei mit S. indica
inokulierten Glycine max (L.) Merr., sowie bei Spilanthes calva DC. und Withania somnifera L.
Dunal eine hohere Spross-Trockenmasse beobachten konnten. Der starke Unterschied
zwischen +P+S. indica bzw. —P+S. indica und —P+S. indica+Scl ist auf den starken Befall von
—P+S. indica+Scl mit S. sclerotiorum zurickzufiihren. Diese Variante war von allen am
meisten befallen und war daher dem starksten Stress ausgesetzt. Da auBerdem nach der
S. sclerotiorum-Infektion kaum bzw. kein Wachstum mehr aufgetreten ist, erklart das den
Unterschied aller S. sclerotiorum-Varianten zu den Kontroll- und S. indica-Varianten. Ferner
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besteht eine Wechselwirkung zwischen Diingung und der Variante bei den S. indica+Scl-
Varianten, was ebenso fiir die Unterschiede verantwortlich ist.

Eine signifikante Steigerung der Wurzeltrockenmasse konnte bei +P+S. indica beobachtet
werden, die sich von allen anderen Varianten aufer +P+S. indica+Scl unterscheidet. Der
Unterschied zu den —P-Varianten kann durch einen signifkanten Diingeeffekt erklart werden.
Somit sind bei +P+S. indica signifikante und bei +P+S. indica+Scl tendenziell positive Effekte
von S. indica zu sehen. —P+S. indica und —P+S. indica+Scl sind ebenfalls tendenziell héher als
—P+Scl und —P-Kontrolle, auch durch die Kolonisation mit S. indica. In der Literatur konnte
eine signifikante Steigerung der Wurzeltrockenmasse durch die Wurzelkolonisation mit
S. indica nur von Rai et al. (2001) beobachtet werden. Gosal et al. (2010) konnte keine
signifikante Steigerung finden, wahrend Bajaj et al. (2015) und Das et al. (2012) eine
geringere Trockenmasse bei den mit S. indica kolonsierten Wurzeln vorfanden.

Die Wurzellange betreffend sind in diesem Versuch signifikant langere Wurzeln bei der
—P-Kontrolle und —P+Scl zu beobachten. Insgesamt ist ein Diingeeffekt zu sehen, da die
—P-Varianten hohere Wurzellangen gezeigt haben im Gegensatz zu den +P-Varianten. Einzige
Ausnahme ist —P+S. indica, da hier +P+S. indica langere Wurzeln hat. Diese Beobachtung ist
auf eine Wechselwirkung zwischen S. indica und der Diingung zuriickzufiihren, wie bei einer
2-faktoriellen ANOVA bestatigt wurde. Diese Beobachtung steht im Kontrast zu den
Ergebnissen von Rai et al. (2001), Gosal et al. (2010) und Das et al. (2012), die bei ihren
Versuchen langere Wurzeln bei den mit S. indica kolonisierten Pflanzen gefunden haben.

Die S. indica- und Kontrollvarianten haben in diesem Versuch dieselbe Pflanzenldange
aufgewiesen, wahrend die S. sclerotiorum-Varianten kiirzer waren. Dieses Resultat deutet
darauf hin, dass die Kolonisation mit S. indica keinen Einfluss auf die Pflanzenldnge der
Sojabohnen hat, was gegen den Versuch von Bajaj et al. (2015) spricht, die bei ihrem
Versuch mit Sojabohnen eine gesteigerte Pflanzenlange beobachten konnten. Die
Unterschiede zwischen dem Versuch von Bajaj et al. (2015) und diesem Versuch kommen
vom Versuchsaufbau. Laut Hicks et al. (1968) fuhrt geringer Pflanzenabstand zu einer
gesteigerten Pflanzenlange und bei Bajaj et al (2015) waren 5 Pflanzen pro Topf angebaut
und in diesem Versuch nur 1. Der Grund fir die kirzen Sclerotinia-Varianten hangt mit der S.
sclerotiorum-Infektion zusammen. Ab dem Zeitpunkt der Infektion haben sich Pflanzenlange
sowie Internodienldange der Varianten mit S. sclerotiorum kaum bis gar nicht mehr verandert.
Aufgrund des starken Befalls der infizierten Pflanzen und dem dadurch verursachten Stress
haben sie sich vermutlich nicht weiterentwickelt, was den Unterschied zu den anderen
Varianten erklart.

Die Kontroll- und S. indica-Varianten waren in diesem Versuch deutlich langer als 80 cm, wie
Vergara et al. (2013) im konventionellen Anbau beobachtet haben. Laut ,Osterreichischer
beschreibender Sortenliste” hat die Sorte Gallec eine mittlere Pflanzenhdhe (Bundesamt fiir
Erndhrungssicherheit, 2016). Diese kontraren Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Pflanzen in diesem Versuch unter Stress standen. Die Pflanzenhéhe hangt von der
Internodienldnge ab, die unter normalen Umstdanden <5 cm an den unteren Internodien und
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an den oberen Internodien rund 10 cm ist (Soldati, 1976). Die starksten Abweichungen von
den Normalwerten sind am untersten Internodium und zwischen Blatt 5 und 6 bzw. 6 und 7
zu sehen. Die Internodienldange ist hier bis zur Halfte hoher. Grund dafiir ist vermutlich die
falsche Lichtquelle. Wheeler et al. (1991) zufolge brauchen Sojabohnen UV-Licht fir ihr
Wachstum, ansonsten kommt es zu unnatirlichen Langenwachstum. Dougher & Bugbee
(2004) fanden bei ihrem Versuch, dass eine Steigerung des UV-Anteils im Lichtspektrum von
0,1% auf 26% die Zelldehnung und damit die Internodienlange deutlich verringern kann.
Daher sollte fir zuklnftige Versuche mit Sojabohnen zusatzliches UV-Licht mit einer Starke
von 30 pmol/m?/s eingesetzt werden, da die verwendeten Hochdruck-Natrium und Metall-
Halogen Lampen zu wenig davon in ihrem Lichtspektrum enthalten (Wheeler, et al., 1991).

In diesem Versuch war —P+S. indica+Scl von allen infizierten Varianten am meisten befallen.
Das beweisen die Daten der Befallshdufigkeit, mit 91,7% Befall im Bestand im Gegensatz zu
83,3 % bei den anderen Varianten. Auch Befallsstarke und AUDPC zeigen einen starken Befall
von —P+S. indica+Scl, wahrend +P+S. indica+Scl bei diesen beiden Kennwerten die geringste
Infektion aufweist. Da diese Beobachtung nur durch Kombination aus Dingung und
Pathogen entstanden sein kann, weil der Befall von —P+Scl ident mit dem Befall von +P+Scl
ist, sollten weitere Tests zur Bestatigung durchgefiihrt werden.

+P+Scl und —P+Scl zeigten sowohl bei der Befallshadufigkeit sowie bei der Befallsstarke und
AUDPC nahezu idente Werte, vor allem zum Ende der Bonitur hin. Das widerspricht dem
Ergebnis von Laughlin & Munro (1983), die eine starkere S. sclerotiorum-Infektion bei
besserer Phosphor-Versorgung gefunden haben. Das Resultat von Laughlin & Munro (1983)
erklart aber die friihere Infektion um einen Tag von +P+Scl, im Gegensatz zu allen anderen
Varianten.

Die AUDPC-Werte von +P+Scl und —P+Scl von rund 6,8 stimmen mit dem von Barros et al.
(2015) Uberein. Barros et al. (2015) berechneten fiir ihren Versuch mit Sojabohnen und
S. sclerotiorum eine AUDPC von 7,4. Aufgrund dieser Ubereinstimmung ist davon
auszugehen, dass optimale Bedingungen fir die Infektion geherrscht haben.

So wie bei +P+S. indica+Scl eine Befallsreduktion gesehen wurde, konnten auch Fakhro et al.
(2010) bei ihrem Versuch mit Tomaten und Verticillium dahliae eine 32%ige Symptom-
Reduktion durch die Kolonisation mit S. indica sehen. Ebenso wurden die Symptome des
typischen Blattpathogens Blumeria graminis f. sp. tritici, des Stammbasis-Krankheitserregers
Pseudocercosporella herpotrichoides und des Wourzelpathogens Fusarium culmorum
reduziert durch die Kolonisation mit S. indica (Serfling, et al., 2007). Doch die Ergebnisse der
Dualkultur, bei der keine direkten Effekte von S. indca auf S. sclerotiorum gesehen wurden,
deuten darauf hin, dass der Wurzelendophyt indirekten Einfluss auf S. sclerotiorum im
Glashausversuch genommen hat. Zu Beginn der Dualkultur konnte S. indica das Wachstum
von S. sclerotiorum noch hemmen, doch im Laufe des Versuchs hat sich S. sclerotiorum
durchgesetzt und zum Schluss S. indica tUberwachsen. AuBRerdem konnte kein Hemmhof
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beobachtet werden, der auf eine Reaktion von S. indica auf S. sclerotiorum hindeutet. Solche
indirekten Effekte konnen induzierte Resistetenzen und Toleranzen sein, welche durch die
erhohte Expression spezieller Abwehrgene sichtbar wird, wie Waller et al. (2008) bei
Hordeum sativum Pers. entdeckten. AuRerdem kann der Endophyt den Oberflachen-pH-
Wert der kolonisierten primaren Wurzeln andern und somit den pH-Wert in den Apoplasten.
Eine Reaktion, die auch bei resistenten Pflanzen oder bei der Behandlung mit chemischen
Resistenzinduktoren erkannt wurde (Felle, et al., 2009). Desweiteren haben Gosal et al.
(2013) bemerkt, dass der Pilz die Rezeptoren fir die Bindung und Adsorption von
Pflanzenschadlingen, bei starken Infektionen des Wurzelgewebes, blockieren und somit die
Wirtspflanzen schiitzen kann. Ferner wird durch die Inokulation mit S. indica der Gehalt an
pflanzeneigenen antimikrobielle Komponenten erhéht (Rai, et al., 2004) und die Pflanzen
produzieren mehr Antioxidantien in den Wurzeln, da der Pilz in den Gluthation-Ascorbat-
Zyklus eingreift (Waller, et al., 2005). Uberdies kann der Wurzelendophyt die Signalisierung
innerhalb der Pflanze und die Pflanzenabwehr manipulieren, durch Eingriff in die Synthese
von Pflanzenhormonen (Gosal, et al., 2013).

Fir die indirekten Effekte von S. indica gegen S. sclerotiorum spricht auch das Ergebnis von
Rai et al. (2004), die bei Spilanthes calva DC. eine Erh6hung der antimyzetischen Aktivitat
gegen Fusarium oxysporum nach der Kolonisation mit dem Wurzelendophyten gefunden
haben.

Bei der Frequenz von S. indica in den Wurzeln sind die Varianten nur mit S. indica tendenziell
hoher, wahrend bei der Intensitdt an S. indica im Wurzelsystem die Varianten mit S. indica
und S. sclerotiorum hohere Werte zeigen. Bei der Intensitdt an S. indica in den
Wurzelfragmenten zeigten —P+S. indica und +P+S. indica+Scl hoéhere Werte. Daraus
resultiert, dass die Pflanzen der S. indica-Varianten starker kolonisiert waren, als die anderen
Varianten, aber die Anzahl an gefundenen Chlamydosporen in den Varianten mit S. indica
und S. sclerotiorum hoher ist. Um die Beobachtung zu bestatigen, dass durch die
S. sclerotiorum-Infektion mehr Chlamydosporen in den Wurzeln zu finden sind, sollte ein
weiterer Versuch vorgenommen werden. Bei diesem sollten Proben vor und nach der
Sclerotinia-Infektion genommen, die dann miteinander verglichen werden.

In diesem Versuch konnte bei einer Versuchsdauer von 50 Tagen ein Frequenz an
Chlamydosporen im Wourzelsystem von 15 bis 23 % kalkuliert werden. Verglichen mit
anderen Versuchen ist das relativ wenig, denn Bajaj et al. (2015) fanden bei Glycine max (L.)
Merr. eine Kolonisation zwischen 45 und 60 %. Ein moglicher Grund fir die Unterschiede in
der Wurzelkolonisation konnen unterschiedliche Versuchszeitraume sein. Laut Deshmukh et
al. (2006) andert sich das S. indica/Pflanzen-DNA-Verhiltnis, also somit die Menge an
Pilzstrukturen in der Wurzel, im Laufe der Interaktion. Zu Beginn der Kolonisation kommt es
zu einem Anstieg in der Pilz/Pflanzen-Relation, gefolgt von einem Rickgang bis sich
schlussendlich ein Gleichgewichtszustand einstellt. Der Versuch von Bajaj et al. (2015)
dauerte 60 Tage. Gosal et al. (2010) fanden bei Chlorophytum sp. nach 30 Tagen 75 % und
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nach 90 Tagen 81 % kolonisierte Wurzeln, wahrend Rai et al. (2001) nach 90 Tagen eine
Wurzelkolonisation von 62 % bei Spilanthes calva DC. und 73 % bei Withania somnifera (L.)
Dunal gefunden haben. Das et al. (2012) berechneten eine dhnliche Wurzelkolonisation, wie
in diesem Versuch, von 26 % bei Coleus forskohlii Brig. nach 6 Monaten Versuchsdauer. Da
nur Das et al. (2012) ein dhnliches Ergebnis, wie in diesem Versuch erreichen konnten, bei
einer erheblich langern Versuchdauer von 6 Monaten und die Wurzelkolonisationen sowohl
bei geringeren als auch bei langeren Versuchszeitraumen gréRer sind als bei diesem Versuch,
konnen die Unterschiede nicht mit der Versuchsdauer begriindet werden. Eine mogliche
Erklarung fur die Diskrepanzen innerhalb der Wurzelkolonisation von S. indica kdnnten
unterschiedliche Pflanzenarten sein. Bis auf Bajaj et al. (2015) haben alle oben genannten
Autoren andere Pflanzen in ihren Versuchen verwendet, wodurch Unterschiede entstanden
sein kdonnten. Der Grund fur die Unterschiede zwischen Bajaj et al. (2015) und diesem
Versuch kénnen an der S. indica-Menge im Substrat liegen. In diesem Versuch wurde eine
Myzel-Sand-Mischung mit 0,2 % S. indica im Substrat verwendet und Bajaj et al. (2015) 2,5 %
bzw. 5 % Myzel im gesamten Substrat verwendeten.

Fiir die Unterschiede zwischen den Frequenzen kdonnten auch die Probleme beim Auszahlen
der Chlamydosporen verantwortlich sein. Da die Sojabohnenwurzeln unterschiedlich dick
sind, wurden die diinnen Stiicke zu stark gefarbt und dadurch waren die Sporen nicht gut zu
sehen und konnten daher nicht gezdhlt werden. Auf der anderen Seite waren die dicken
Wurzeln ebenso schwer auszuzihlen, da es trotz Anderung der Ebene am Mikroskop nicht
moglich war klare und scharfe Bilder zu bekommen. Auferdem waren in manchen
Wurzelfragmenten viele Chlamydosporen, die kleiner als 7 um im Durchmesser waren und
nicht gezahlt wurden. Somit besteht die Moglichkeit, dass mehr Chlamydosporen in den
Wurzeln vorhanden waren, die aufgrund der beschriebenen Probleme nicht ausgewertet
werden konnten. Deshalb sollten fiir zukiinftige Versuche andere Methode zur Farbung und
Bestimmung der Kolonisation verwendet werden. Aufgrund der kleinen Strukturen von
S. indica kénnte eine gPCR aufschlussreicher sein. Wie zum Beispiel Banhara, et al. (2015),
die die Pilzkolonisation mittels ,,Real-time gPCR” ermittelten.

Verglichen mit AM ist die Frequenz an S. indica in den Wurzeln deutlich geringer mit 15 %
bei —P+S. indica+Scl bis 23 % bei —P+S. indica. Schenck & Kinloch (1980) fanden bei ihrem
Versuch mit Sojabohnen eine Frequenz von rund 50 % an AMP. Die Diskrepanzen zwischen
S. indica und AMP kénnen durch Unterschiede in ihren Wurzelstrukturen entstanden sein.
Wahrend S. indica Hyphen und Chlamydosporen in den Wurzeln bildet (Deshmukh, et al.,
2006), konnen AMP neben Hyphen auch Arbuskeln entwickeln (Brundrett & Kendrick, 1988).
AuBerdem sind sowohl die Hyphen als auch die Sporen der AMP groBer als die Strukturen
von S. indica und sind somit unter dem Mikroskop besser zu sehen. Die Hyphen der AMP
sind 1 bis 10 Tausendstel mm breit (Soil Health, 2016) und die Sporen zwischen 30 und 400
um groR (Daniels, et al., 1981), wahrend die Chlamydosporen von S. indica 9 bis 20 um grof3
und die Hyphen 0,6 bis 3,5 um im Durchschnitt sind (Kost & Rexer, 2013).
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Trichoderma T39 hat bei der Dualkultur das Wachstum von S. sclerotiorum um 90 %
reduziert. Elad (2000) haben in ihrem Versuch eine 64%ige Wachstumsreduktion von
S. sclerotiorum entdeckt. Da Elad (2000) die hemmende Wirkung von Trichoderma T39 in
einem Glashausversuch getestet haben, erklart das den Unterschied zu diesem Versuch.
Diese hemmende Wirkung von Trichoderma spp. konnte auch in diversen anderen
Dualkulturversuchen mit verschiedensten Pilzen erfolgreich getestet werden (Ghahfarokhi &
Goltapeh, 2010)

Insgesamt betrachtet hat S. indica Potential im Sojabohnenanbau zur Biomassesteigerung
und als alternative Bekampfungsmoglichkeit gegen S. sclerotiorum eingesetzt zu werden. Es
konnte zwar kein schnelleres Wachstum durch die Kolonisation mit S. indica erreicht
werden. Die schnellere und vermehrte Bildung von Seitentrieben, sowie die etwas schnellere
Entwicklung von +P+S. indica und +P-Kontrolle sind einem Diingeeffekt der +P-Diingung
zuzuschreiben. Daflir konnten sowohl bei der Sprosstrockenmasse, als auch bei
Wourzeltrockenmasse durch die Kolonisation mit S. indica hohere Werte bei +P+S. indica
erzielt werden. AulRerdem war die Wurzeltrockenmasse bei +P+S. indica+Scl tendenziell
hoher. Wurzellange und Pflanzenlange wurden nicht durch S. indica beeinflusst.
+P+S. indica+Scl zeigte tendenziell eine bessere Hemmung der Sclerotinia-Infektion,
wahrend —P+S. indica+Scl den hochsten Befall zeigte. Aufgrund der Ergebnisse der
Dualkultur, bei der S. indica keine direkten hemmenden Effekte auf S. sclerotiorum zeigte, ist
davon auszugehen, dass bei +P+S. indica indirekte Effekte die Sclerotinia-Infektion gebremst
haben. Deshalb sollten die tendenziellen Effekte von S. indica auf die S. sclerotiorum-
Infektion in weiteren Versuchen naher untersucht werden.
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10 ZUSAMMENFASSUNG

Der Wurzelendophyt Serendipita indica kolonisiert die Wurzel vieler mono- und dikotyler
Pflanzen. Seine positiven Wirkungen beinhalten Steigerung des Pflanzenwachstums und
Toleranzen gegen biotische und abiotische Stressfaktoren. In dieser Arbeit wurde das
wachstumsteigernde Potential von S. indica bei Sojabohnen und die Wirkung auf das
Pflanzenpathogen Sclerotinia sclerotiorum (Scl) getestet. Daflir wurden im Glashaus
Sojabohnen direkt beim Anbau mit S. indica inokuliert und mittels Blitenansatzinokulation
mit S. sclerotiorum infiziert. Die Pflanzen wurden weiters mit einer Nahrlésung mit bzw.
ohne Phosphor (P) behandelt. AuRerdem wurden in einer Dualkultur S. indica und ein
Trichodermastamm (T39) auf ihr wachstumhemmendes Potential gegen S. sclerotiorum
getestet. Signifikante Effekte durch die Wurzelkolonisation mit S. indica konnten bei der
Wurzel- und Sprosstrockenmasse bei +P+S. indica erreicht werden. Die Variante
+P+S. indica+Scl zeigte tendenziell eine hemmende Wirkung auf den S. sclerotiorum-Befall,
wahrend —P+S. indica+Scl den groRten Befall aufwies. Die Dualkultur zeigte keine direkte
hemmende Wirkung von S. indica auf S. sclerotiorum. Es konnte weder ein schnelleres
Wachstum noch ein Einfluss von S. indica auf Wurzel- und Pflanzenlange nachgewiesen
werden. Zusammenfassend hat S. indica ein Potential zur Biomassesteigerung und als
Gegenspieler von S. sclerotiorum. Aufgrund der vorliegenden Studie ist davon auszugehen,
dass S. indica keine direkten Effekte auf S. sclerotiorum hat. Das Potential zur
Befallsverringerung aufgrund indirekter Effekte, sollte in weiterflihrenden Studien ndher
untersucht werden.
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13 ANHANG

13.1 KAFER MEDIUM (HILL & KAFER, 2001) VERANDERT NACH JOHNSON, ET

AL. (2011)
Tabelle 9: Anleitung modifiziertes Kifer Medium verandert nach Johnson, et al. (2011).
Komponenten fiir 1 Liter Mengen
D-Glucose 200¢g
Pepton/Trypton 2,0g
Hefeextrakt 10¢g
Casein Hydrolysat 10¢g
Makrondhrstoffmix 50,0 ml
Mikronahrstoffmix 10,0 ml
Fe-EDTA 1,0 ml
Agar 100g
. pH auf 6,5 mit 10N KOH adjustieren
. autoklavieren bei 121 °C fur 20 min
. 1 ml/l filtersterilisierten Vitaminmix hinzufiigen bevor das Medium (Temperatur 45 - 50 °C)

in Petrischalen gegossen wird

Makrondhrstoffmix in 1 Liter Stocklésung
12 g NaNO;; 10,4 g KCl; 10,4 g MgS0,x7H,0; 30,4 g KH,PO,. Alle Komponenten in sterilen H20 |6sen
und dann bei 4 °C lagern.

Mikrondhrstoffmix in 1 Liter Stocklosung

2,2 g ZnSO4x7H,0; 1,1 g H3BO3; 0,5 g MnSO4x4H,0; 0,16 g CoCl,x5H,0; 0,16 g CuSO4x5H,0; 0,11 g
(NH;)6Mo070,4x4H,0 (Ammoniummolybdat-Tetrahydrat). Alle Komponenten in sterilen H20 I6sen und
dann bei 4 °C lagern.

Fe-EDTA

. 2,5 g FeS04x7H20 zu 400 ml sterilem Wasser geben
o 3,36 g Na2EDTAx2H20 hinzufligen

. in der Mikrowelle zum Kochen bringen

. beim Abklhlen ungefahr 30 min rihren

. auf ein finales Volumen von 450 ml bringen

Vitaminmix in 100 ml Stockl6sung
0,11 g Thiamin; 0,04 g Glycin; 0,01 g Nikotinsaure; 0,01 g Pyridoxin. Alle Komponenten in sterilem
Wasser 16sen, dann filtersterilisieren und als Aliquoten von 1 ml bei -20 °C lagern.
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13.2 NAHRLOSUNGEN

Tabelle 10: Zusammensetzung der Diingung sowie die Mischanleitung und die Gehalte der einzelnen
Komponenten in 100 | sowie in Gramm pro Liter. Gelb hinterlegt ist die Komponente, die zusatzlich fiir die

+P-Nahrlosung verwendet wird.

g/l Stamm- ml Stammlésung pro g pro

Komponenten I6sung 100 ml Nahrlésung Liter
Calziumnitrat (Ca(NOs),+4H20 410,150 200 0,82030
Kaliumsulfat (K,SO,) 52,350 500 0,26175
Kalium-di-hydrogenphosphat (KH,PO,) 122,200 10 0,01222
Magnesiumsulfat (MgS0,) 246,480 150 0,36972
Ammoniumnitrat (NH;NOs) 40,020 20 0,00800
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,P0,)*2H20 129,500 100 0,12950
Fetrilon (FegHsO7x 3H,0) 100,000 50 0,05000
Natriumtetraborat (Na,Bo,0; x 10 H,0) 3,630 50 0,00182
Zinksulfat (ZnSO, x 7H,0) 1,200 50 0,00060
Kupfersulfat (CuSO, x 5H,0) 0,900 0,00045
Manganchlorid (MnCl, x 4 H,0) 1,500 50 0,00075
Molybdanoxid (MoO3) 0,140 50 0,00007

Tabelle 11: Gesamt-Reinnahrstoffgehalt der Diingel6sungen

in Gramm pro Liter und mMol pro Liter.

Makronihrstoffe Reinndhrstoff g/l mM/I
Stickstoff (N) 1,00 x 10" 3,57
Phosphor (P) -P 2,78 x10° 9,0x 107
Phosphor (P) +P 2,85x 107 9,2x10™
Kalium (K) 1,21x 10" 1,59
Schwefel (S) 1,47 x 10™ 1,47 x 10"
Calcium (Ca) 1,39x 10" 3,47
Magnesium (Mg) 7,46 x 107 3,07
Mikrondhrstoffe

Eisen (Fe) 3,31x 107 9,9x 10"
Zink (zn) 1,37 x10™ 2,08
Kupfer (Cu) 1,15x 10™ 1,80
Mangan (Mn) 2,08x10* 3,78
Molybdan (Mo) 4,67 x 10” 4,9x10"
Chlor (Cl) 2,69 x 10" 3,78
Bor (Bo) 2,87 x10™ 6,64




