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1. Einleitung

Die Tomate z&hlt zu den beliebtesten Gemisepflanzen und ist daher von groler,
wirtschaftlicher Bedeutung. Urspriinglich aus Sid- und Mittelamerika stammend, ist sie heute
weltweit verbreitet (Blancard, 2012).

Eines der wichtigsten Pathogene der Tomate ist Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)
welches vor allem in warmen Klimaregionen vorkommt und die Tomatenwelke hervorruft.
Der bodenblrtige Pilz verstopft die Leitgefae der Tomatenpflanzen, |6st dadurch
Vergilbungs-, und Welkeerscheinungen aus und kann bei starkem Befall zum Absterben der
Tomatenpflanzen fiihren (Agrios, 1997). Die direkte Bekdmpfung des Pathogens erweist sich
als schwer, da in Osterreich keine Pflanzenschutzmittel gegen diesen Organismus
zugelassen sind. Durch den Mangel an Fungiziden und den zunehmenden Forderungen der
Konsumenten biologisch zu produzieren missen alternative Beka&mpfungsstrategien
entwickelt werden. Dies erfolgt durch Fruchtfolge, Resistenzziichtung oder Einsatz von
Mikroorganismen (Jarvis, 1988; Runia, 1995; Beckman, 1987; Brammall, et al., 1988a;
Beckman, 2000; Tjamos, 1989). Eine wichtige Rolle hierbei nehmen die symbiontischen

Organismen ein.

Die Erforschung von Symbiosen komplexer Organismen zeigt immer deutlicher, dass
symbiontische Verbindungen eher die Regel als die Aushahme sind. Symbiontische
Partnerschaften, bei denen beide Organismen voneinander profitieren, spielen eine grof3e
Rolle im Leben von Pflanzen und deren Okosystemen. So kommen diese Verbindungen
zwischen Pilzen und Algen in Flechten, Pflanzen und Pilzen in den meisten Mykorrhizen und

Bakterien und Pflanzen zur Stickstofffixierung vor (Smith und Read, 2010).

Die arbuskularen Mykorrhizapilze (AMP) bilden mit rund 80% der vaskularen Pflanzen eine
mutualistische Symbiose aus. Darunter befinden sich viele Kulturpflanzen, die sowohl von
der erhohten Phosphorversorgung durch die AMP als auch durch eine héhere Toleranz
gegen abiotische und biotische Schadfaktoren profitieren kénnen (Smith und Read, 2010).
Weiters ist bekannt, dass die AMP Kolonisierung in natiirlichen Okosystemen sowohl durch
die vorkommenden Pflanzenarten als auch die Pflanzenartzusammensetzung beeinflusst

wird.

Ein besonderes Augenmerk wurde in dieser Arbeit auf die Biokontrolleffekte der AMP gegen
bodenbiirtige Schaderreger in einem Mischkultursystem gelegt. Dabei wurde eine Tomate-
Tomate und eine Tomate-Lauch Kombination auf ihre Anfélligkeit gegen das bodenbiirtige

Tomatenwelkepathogen Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) unter AMP-Einsatz



(Funneliformis mosseae) untersucht. Dieser Versuch wurde in einem Rhizoboxensystem
durchgefihrt, in welchem die Wurzeln der Mischkulturpartner durch ein Netz (@ 40 pm)
getrennt waren, aber die AMP frei passieren konnten. Nach 6 Wochen wurden die Biomasse,
Befallshaufigkeit, Befallsstarke und Mykorrhizierungsgrad bestimmt und Wurzelexsudate
gewonnen. In darauffolgenden in-vitro Versuchen wurde der Einfluss der Wurzelexsudation
auf die Fol Entwicklung untersucht. Durch den Versuchsaufbau konnen Effekte auf die
Tomate in Abhéngigkeit vom Mischkulturpartner untersucht werden. Dartiber hinaus bietet
dieser Versuchsaufbau die Moglichkeit die Effizienz von AMP Inokulum gegen Pathogene zu
testen.

1.2. Arbeitshypothesen

Hypothese 1: Der Mischpartner Porree wirkt sich positiv auf die Entwicklung der

Tomatenpflanzen aus.

Hypothese 2: Die Widerstandskraft der Tomate gegen das bodenburtige Pathogen Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici wird durch Porree erhoht.

Hypothese 3: Die Hohe der Mykorrhizierung durch Funneliformis mosseae ist abhangig vom

Kulturpartner.

Hypothese 4: Die Sporenkeimung von Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ist in

Wurzelexsudaten nicht mykorrhizierter Pflanzen hoher als bei mykorrhizierten.



2. Literaturtiberblick

2.1. Die Tomate (Solanum lycopersicum)

2.1.1. Herkunft

Urspringlich aus Siudamerika stammend wurde die Tomate von den Azteken in Mexiko
domestiziert. Sie wurde erst nach Entdeckung der neuen Welt in Europa bekannt. Die sechs
Wildformen der Tomate S. chilense, S. habrochaites, S. pennellii, S. peruvianum, S.
arcanum und S. pimpinellifolium haben ihren Ursprung entlang der Pazifikkliste
Sudamerikas. Andere Arten kommen in den héheren Lagen der Anden vor. Die Habitate
unterscheiden sich sehr stark voneinander und reichen von Meeresniveau bis auf 3600 m
Seehothe (Dillon, 2005; Peralta et al., 2008). In Abb.1 wird Herkunft und Ausbreitung der

Tomate grafisch dargestellt.
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Abbildung 1: Verbreitungswege der Tomate (Blancard 2012).

Die Erstbeschreibung erfolgte durch den italienischen Botaniker Pietro Matthioli Andreas im
Jahr 1544. Bis zum 19. Jahrhundert wurde sie jedoch nur vereinzelt kultiviert. Der Glaube an
die Toxizitat der Frichte, wie sie bei anderen Solanaceae Arten bekannt war, fuhrte dazu,
dass die Tomate grofiteils als Zierpflanze genutzt wurde. Erst nach und nach begannen die
Menschen die Frichte zu essen. Der kommerzielle Anbau von Tomaten fand erst im
zwanzigsten Jahrhundert statt (Blancard, 2012). Laut FAOSTAT Datenbank (2012) werden



jahrlich etwa 162 mio t Frischtomaten auf einer Flache von 4,8 mio ha produziert. Zu den
groRRten Produzentenzahlen China, USA, Turkei, Indien und Agypten. Der durchschnittliche
Pro-Kopf-Verbrauch in Osterreich liegt momentan bei 28 kg (Summe aus Frischtomaten und
verarbeiteten). Heute z&hlt die Tomate zu den beliebtesten Gemusesorten weltweit.
(FAOSTAT, 2012; AMA, 2013)

2.1.2. Vegetative und generative Merkmale der Tomate

Tomaten sind krautige Pflanzen aus der Familie der Solanaceae (Nachtschattengewéchse)
die meist einjahrig kultiviert werden. Sie wachsen anfangs aufrecht und legen sich mit der
Zeit nieder, um sich kriechend weiterzuentwickeln. Der Stangel ist immergrin, behaart und
hat etwa 10-14 mm Durchmesser. Davon ausgehend entwickeln sich zahlreiche
Nebentriebe, die mehrere Meter im Jahr wachsen kdénnen. Von den Trieben ausgehend
bilden sich sympodiale Einheiten mit meist drei Laubblattern. Diese sind auf beiden Seiten
behaart und unterbrochen unpaarig gegliedert (Blancard, 2012).

Der Blutenstand ist bis zu 10 cm lang und wird als Wickel bezeichnet. Hierbei handelt es sich
um eine Blutenstandsform bei der unter der endstandigen Bliite eine Nebenachse abgeht die
wiederum eine endstandige Bliite tragt. Die Verzweigung erfolgt abwechselnd links und
rechts wodurch die fiir Tomaten typische Blutenstandsform entsteht (Blancard, 2012).

Bei den Frichten handelt es sich botanisch betrachtet um Beeren, die je nach Sorte
unterschiedlich grof3 ausgebildet werden (1,5-10 cm). Die Friichte sind meistens rund, in
zwei oder mehr Kammern unterteilt und enthalten eine Vielzahl von Samen. Die Farbe der

Frucht kann von gelb tber rot bis hin zu schwarz reichen (Blancard, 2012).

2.1.3. Ernahrungsphysiologische Eigenschaften der Tomate

Die Tomate besteht zu fast 95 % aus Wasser und etwa 4 % Kohlenhydraten. Was sie als
Nahrungsmittel fir die menschliche Erndhrung so wertvoll macht, ist die Tatsache, dass sie
einen hohen Gehalt an Antioxidantien, Vitaminen und Mineralien aufweist. Sie ist in der Lage
schéadliches LDL Cholesterin und Triglyceride im Blut zu minimieren (Silaste et al., 2007,
Kim et al., 2010). Die Tomate hat einen positiven Effekt auf das Herzkreislaufsystem und die
Funktion der Venen bzw. Arterien (Sesso et al., 2003). In der Literatur werden Inhaltsstoffe
der Tomate als Blutdruck senkend, wirksam gegen Typ 2 Diabetes und Krebs beschrieben
(Lazarus et al., 2004; Talvas et al., 2010).



Neben den vielen positiven Eigenschaften gibt es natirlich auch negative. Viele Menschen
entwickeln eine Nahrungsmittelintoleranz gegen Tomaten. Dies liegt an hohen Histamin- und
Histidingehalten. Bei Beiful3, Birke und Graserpollen- Allergikern kann es zu Kreuzallergien
kommen, wodurch eine Nahrungsmittelallergie auf Tomate entstehen kann (Henzgen et al.,
2005). Der Verzehr von griinen Pflanzenteilen oder unreifen Friichten kann zu Ubelkeit und
Erbrechen fuhren. Der Ausloser dieser Reaktion ist das maRig giftige Tomatidin.

2.2. Porree (Allium ampeloprasum var. porrum)

Botanisch betrachtet gehort der Porree zur Familie der Liliengewadchse (Liliaceae) und ist
eng mit der Zwiebel und dem Knoblauch verwandt. Die urspriingliche Form des Porree, der
Ackerknoblauch (Allium ampeloprasum) stammt aus der Mittelmeerregion und wéachst dort
wild auf Ackern und anderen Freiflachen. Auf Grund seiner Herkunft hat der Lach relativ
hohe Warmeanspriche. Die Samen unterliegen keiner Dormanz und keimen eher langsam
bei einem Temperaturoptimum von 18-22 °C. Fir das optimale Wachstum sind
Temperaturen Uber 18 °C erforderlich. Porree wachst in allen Bodentypen mit lockerer Textur
(Van der Meer und Hanelt, 1989). Versuche Porree als Mischpartner in Tomatenkulturen
einzusetzen fihrten zu einer signifikanten Steigerung der Mykorrhizierung und Wachstum

von Tomatenpflanzen (Hage-Ahmed et al., 2013).

Als Mischpartner in diesem Versuch diente Porree. Dieser zeigte sich bereits in friiheren

Versuchen als optimaler Mischpartner fiir die Tomate (Hage-Ahmed et al., 2013b).

2.3. Pflanzenkrankheiten an Tomate

Pflanzenkrankheiten spielen in der Produktion von Tomaten eine sehr grof3e Rolle, da sie in
der Lage sind die Ertrage erheblich zu schmaélern. Grundsatzlich werden
Krankheitssymptome in zwei Gruppen unterteilt. Mikroorganismen wie Pilze, Bakterien, Viren
und Nematoden bilden die erste Gruppe. In der zweiten befinden sich die physiologischen

Schadigungen hervorgerufen durch Nahrstoffmangel, Umweltbedingungen und Herbizide.

Eine der wirtschaftlich bedeutendsten Krankheiten an der Tomate ist die Fusariumwelke
verursacht durch Fol, die zum Verstopfen des Xylems fuihrt, wodurch die Wasserversorgung

unterbrochen wird.

Neben dieser Krankheit gibt es eine Vielzahl anderer Schadpilze und pilzahnliche
Organismen die Welke oder Blattflecken verursachen kdnnen. Die wichtigsten sind Alternaria

solani, Sclerotium rolfsii, Stemphyllium solani, Septoria lycopersici, Phytophthora infestans.



Welkekrankheiten stellen jedoch nicht das gesamte Ausmald der Bedrohung dar. So gibt es
zuséatzlich Fauleerreger die die Frucht oder Wurzeln befallen. Darunter findet man Vertreter
der Pilze wie auch der Bakterien (Damicone und Brandenberger, s.a).

2.3.1. Fusarium

Fusarium ist eine Gattung der Ascomyceten, welche Pflanzen- und Tierkrankheiten ausldsen
kann. Die Gattung umfasst eine Vielzahl von Arten, die so wirtsspezifisch sind, dass sie in
sogenannte ,formae speciales® (f.sp.) unterteilt werden. An Pflanzen kann Fusarium die
unterschiedlichsten Krankheitssymptome auslésen. Diese reichen von Wurzelfaule,
Fruchtfaule, Blattflecken, Krebs bis hin zum Absterben der Pflanzen (Nelson, 1981).

Bei phytopathogenen Fusariumarten findet meist die wissenschaftliche Bezeichnung des
Wirts Einzug in die Namensgebung der Art. Der Wirtspflanzenkreis bei Fusarium ist sehr
grof3 und umfasst Uber 100 Pflanzenarten unter denen sich viele Nahrungsmittelpflanzen
befinden. Viele Vertreter der Gattung Fusarium bilden Mykotoxine aus, die fur Mensch und
Tier geféahrlich sein kénnen. In der Lebens- und Futtermittelproduktion gibt es festgesetzte
Grenzwerte fur bestimmte Fusariumtoxine. Neben der doch grof3teils negativen Einfliisse auf
Mensch, Tier und Pflanzenwelt muss erwéhnt werden, dass die Art Fusarium sambucinum
industriell genutzt wird um grof3technisch Protein fir Futtermittel (Produktbezeichnung

Quorn) zu produzieren (Taylor, 2011).

2012 haben Dean et al. (2012) eine ,Top 10“ Liste der Pilzpathogene in Molecular Plant
Pathology veroffentlicht. Diese Liste ordnet Pathogene nach Anzahl an wissenschaftlichen
Artikeln, Zitaten und Internetsuchanfragen fir 15 landwirtschaftlich und medizinisch wichtige
Pilzpathogene ein. Unter den Top 10 der Phytopathogene befinden sich gleich zwei Arten
der Gattung Fusarium. Die Platzierungen vier und funf fir F. graminearum und F. oxysporum

zeigen die hohe wissenschaftliche und 6konomische Bedeutung der Gattung als Pathogen.

2.3.2. Fusarium oxysporum

F. oxysporum ist ein chemoorganoheterotropher Pilz, der in den meisten Bdden zu finden ist.
Die Energiegewinnung des Pilzes erfolgt chemisch unter Verwendung organischer
Substanzen wie zum Beispiel Lactat oder Acetat als Elektronendonor und stammt aus
organischen Kohlenhydratquellen. Manche Arten sind in der Lage Mykotoxine zu
produzieren. Diese haben mehrere Funktionen wie zu Beispiel das Herabsetzen der
Pflanzenabwehr oder die Erhdhung der Konkurrenzkraft gegentiber anderen Pilzen und

Pathogenen. F. oxysporum kann in Form von Dauersporen, den sogenannten
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Chlamydosporen oder saprophytisch auf organischem Material Uberdauern (Olivain C. et al.,
1999).

Fusarium oxysporum bildet sowohl pathogene als auch nicht pathogene Stamme aus. Isolate
dieser Art sind fur ihre enge Verbundenheit mit Pflanzenwurzeln bekannt. Nicht pathogene
Fusariumstamme kénnen als aggressive Besiedeler der Kortex von Wurzeln auftreten. Das
dabei keine Krankheiten ausgelost werden liegt daran, dass von diesen Stammen zum einen
das vaskuldare Gewebe der Pflanze nicht geentert werden kann und zum anderen
Abwehrreaktionen der Pflanze die Ausbreitung innerhalb des Gewebes begrenzen. Sowohl
pathogene als auch nicht pathogene Stamme von F. oxysporum koénnen weltweit in
landwirtschaftlich genutzten Bdden gefunden werden. F. oxysporum wurde aber auch in
vielen natirlich vorkommenden Pflanzengesellschaften und Boden, die nie landwirtschaftlich
genutzt wurden, gefunden. Aus diesem Grund wird F. oxysporum als Bestandteil der
globalen Mykoflora angefihrt (Olivain C. et al., 1999; 2006).

F. oxysporum wird in naturlichen Okosystemen nicht als Pathogen bezeichnet, da es sich in
den meisten Fallen um nichtpathogene Stamme des Pilzes handelt. Dies liegt daran, dass
die Pflanzen keine Wirtspflanzen sind oder eine nicht pathogene Beziehung zwischen
Pflanze und Pilz besteht. Dieser Umstand lasst darauf schliel3en, dass sich pathogene
Stdmme im Laufe der Evolution aus nicht pathogen entwickelt haben missen. Um pathogen
zu werden muss es dem Pilz gelingen die Kortex zu durchdringen und das Xylem zu
besiedeln. Im Xylem angelangt werden Konidien gebildet, die Uber den Massenstrom im
gesamten Xylem verteilt werden. Dies fuihrt zur Verstopfung des Xylems und den typischen
Welkeerscheinungen vieler F. oxysporum-Stamme. Die Ausbreitung ist bei den meisten
Stammen auf das Xylem begrenzt. Erst wenn andere Pflanzenteile nekrotisch werden
kénnen sie besiedelt werden. Im absterbenden Gewebe werden Dauersporen gebildet, die in
den Boden entlassen werden. Um die Kortex zu durchbrechen benétigt es genetischer
Anpassung des Pilzes, welche wiederum nur durch coevolutionare Existenz und
Spezialisierung des Pilzes auf wenige Wirte mdglich ist. Die Spezialisierung fuhrt bei F.
oxysporum zur Bildung unzahliger formae speciales und Rassen. Die Zuordnung der formae
speciales erfolgt in der modernen Analytik durch Vergleiche von konservierten
Nucleotidsequenzen mitochondrialer DNA (Attitalla et al., 2004). Diese Vergleiche haben
gezeigt, dass es innerhalb der formae speciales zur Bildung von Rassen kommt. Die
Identifizierung der Fol Rassen 1-3 erfolgt durch PCR (Polymerase Chain Reaction). Als
molekulare Marker dienen mehrere SIX Gene die spezifisch fur die einzelnen Rassen sind
(Lievens et al., 2008). Zur Identifikation von Rasse 1 wird zum Beispiel der Marker SIX4

verwendet (Lievens et al., 2009a).
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Rassen werden durch ihre unterschiedliche Interaktion mit Wirtsgenotypen unterschieden.
Diese extreme Form der Spezialisierung wird daher in natirlichen Pflanzengesellschaften
niemals zu einem Problem heranwachsen, da selbst innerhalb einer Pflanzenart viele
unterschiedliche Genotypen vorhanden sind (Gordon, 1997; Yadeta und Thomma, 2003). In
landwirtschaftlichen Kulturen ist die genetische Vielfalt stark reduziert. Weltweit werden
immer weniger Sorten einer Kulturpflanze kultiviert, was dramatische Auswirkungen auf die
Pathogenanfalligkeit und die damit verursachten Ernteverlusten hat. Ein LOsungsansatz
besteht darin, sogenannte Resistenzgene zu finden und diese in bestehende Sorten
einzukreuzen oder gentechnisch zu induzieren. Bereits die Ver&nderung eines Gens kann
zur Resistenz gegen diese hochspezialisierten Rassen reichen (monogene Resistenz).
Diese Resistenzen kdnnen jedoch leicht Uberwunden werden und sind daher nur kurzfristige
Lésungen. Eine weitere Losung ist der Einsatz nicht pathogener Fusariumstamme. Diese
haben suppressive Wirkung auf pathogene Stamme und kénnten in Zukunft zur biologischen
Bekampfung eingesetzt werden. Ein Beispiel daflr ist der nicht pathogene Stamm Fo47, der
als Konkurrent um Nahrstoffe im Boden und Kolonialisierung der Wurzeln auftritt und

systemisch induzierte Resistenz in Pflanzen auslésen kann (Olivain C. et al., 2006).

2.3.2. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)

Bei Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici handelt es sich um einen Pilz, der speziell an
Tomaten vorkommt und Fusariumwelke verursacht. Das Pathogen wurde erstmals 1895 von
G.E. Mossee in England beschrieben. Heute ist Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
weltweit in Tomatenkulturen zu finden. Momentan sind drei unterschiedliche Rassen des
Pilzes bekannt. Rasse 1 hat die grof3te Ausbreitung und kommt weltweit in fast allen
Gebieten vor. Rasse 2 wurde erstmals 1940 in Ohio (USA) entdeckt und konnte sich anfangs
nur langsam ausbreiten. Heute gibt es bereits Berichte aus Landern aller Kontinente. Das
Ausbreitungsgebiet von Rasse 3 beschrénkt sich auf Brasilien, USA und Australien (Wong,
2003). Eine Infektion der Tomaten mit Fol fihrt nicht nur im Freiland zu erheblichen Schaden

sondern kann genauso in erdlosen Systemen im Glashaus auftreten (Borrero et al., 2004).

2.3.2.1. Gewinnung von Fol-Isolaten aus Boden und Wirtspflanze

Um Isolate aus dem Boden zu gewinnen wird eine Verdunnungsreihe einer Bodenprobe
angesetzt (Abb.3). Die Verdinnungen werden danach auf selektivem N&hrmedium kultiviert.
Inkubiert werden die Platten unter fluoreszierendem Licht. F. oxysporum erscheint rétlich, lila

gefarbt und wird von einem rosa, weil3en Luftmyzel Uberwachsen. Im nachsten Schritt wird

12



Fol auf neue Platten Uberimpft und versucht Reinkulturen zu schaffen (Davet und Rouxel,

2000).

Die Isolation aus Pflanzenmaterial erfolgt aus infizierten Wurzel-, oder Stammbereichen.

Hierbei werden betroffene Organe in Langsrichtung aufgeschnitten um groRBe Teile des

Xylems freizulegen. Um die Oberflache zu sterilisieren werden die Pflanzenteile fur 5

Minuten in 10 % Natriumhypochlorit getaucht. Danach werden die Pflanzenteile abgetrocknet

und unter sterilen Bedingungen in schmale Spalten geschnitten. 5-6 Spalten werden auf

PDA Platten platziert und bei fluoreszierendem Licht inkubiert. Ist der Pilz gut angewachsen
(10-14 Tage) werden die Kulturen tberimpft (Carroll, 2003).

2.3.2.2. Mikroskopische Identifikation von Fol

Der Pilz bildet drei Arten von asexuellen Sporen aus (Agrios 1997):

Mikrokonidien sind oval bis elliptisch, gerade bis leicht gekrimmt,

5-12 x 2,2-3,5 pm gro® und unseptiert. Gebildet werden sie an kurzen
Mikrokonidiophoren im Luftmyzel. Sie dienen zur Ausbreitung des Pilzes im Xylem.
Makrokonidien sind oval bis sichelférmig, 3-5 mal septiert und dinnwandig. Sie
werden meistens an Konidiophoren, in Sporodochien gebildet, kdnnen aber auch
einzeln in einem Luftmyzel gebildet werden. Die Bildung von Makrokonidien findet an
der Oberflache abgestorbener Pflanzenteile statt.

Chlamydosporen sind dickwandig, ein- oder zweizellig und stellen die
Uberdauerungsform von Fol dar. Gebildet werden sie in den Hyphen oder

Makrokonidien und kénnen tber Jahre hinweg im Boden Uberdauern.

Mikro- und Makrokonidien werden sowohl an der Oberflache der Pflanzen, im Xylem als

auch

in Pilzkulturen (Labor) gebildet. Chlamydosporen werden gegen Ende des

Krankheitsverlaufes in abgestorbenem Gewebe gebildet (Beckman et al. 1981).
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2.3.2.3. Okologie und Entwicklungszyklus

Fol ist eine Welkekrankheit an Tomaten, die vor allem in warmen Klimaregionen auf sauren
(pH-Werte unter 6,5) und sandigen Béden vorkommt. Das Pathogen ist bodenbirtig und
sehr persistent. Chlamydosporen kénnen bis zu zehn Jahre im Boden Uberdauern. Die
optimale Entwicklung des Pilzes findet bei Boden- und Lufttemperaturen um 28 °C statt.
Temperaturen Uber 34 °C oder unter 20 °C kdnnen die Entwicklung verzégern (Jones et al.
1981). Wenn die Bodentemperatur im Optimum liegt und die Lufttemperatur auf3erhalb
dessen entwickelt sich der Pilz eher im unteren Bereich des Stammes. In diesem Fall

entstehen meistens keine Welkesymptome (Snyder, 2003).

Jones et al. (1991) beschreiben die optimale Fol-Entwicklung bei Boden- und
Lufttemperaturen von 28 °C, Bodenfeuchte im Bereich des Pflanzenoptimums, niedrigem
pH-Wert, wenig Stickstoff und Phosphor, viel Kalium, Kurztagbedingungen und geringer

Lichtintensitat.

Die Entwicklung von Fol beginnt mit einer saprophytischen Phase auf abgestorbenen
Pflanzenteilen oder im Boden. Der Pilz Gberdauert diese Phase in den meisten Fallen durch
Chlamydosporen kann aber auch in Form von Mikro-, Makrokonidien oder Myzel
Uberdauern. Die Sporenkeimung wird durch chemische Signale der Wurzeln
(Wurzelexudate) ausgeltst. Die Infektion mit Fol erfolgt direkt Gber Keimschlauche oder
Myzel, die in Wunden oder Risse am Ansatz von Seitenwurzel eindringen kénnen. Nach
Eindringen in die Wurzel wird das Xylem vom Myzel besiedelt. Die Ausbreitung erfolgt nach
oben und unten. Benachbarte Xylemtracheen koénnen Uber Tlpfel geentert werden.
Innerhalb dieses Myzels werden dann Mikrokonidien gebildet, die sich mit dem Massenstrom
im gesamten Xylem verteilen. Bleiben die Mikrokonidien an einer Stelle des Xylems haften,
so keimen sie aus, verstopfen die Tracheen und sorgen dafur, dass der Wasserstrom
unterbrochen wird. Dies fihrt zu Welkeerscheinungen und Absterben der Pflanze. Die

abgestorbenen Pflanzenteile bilden das Inokulum fir die nachste Infektion. (Agrios, 2005)
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Abbildung 2: Allgemeiner Entwicklungszyklus von Fusarium. Die Abkirzungen Fol, Fs, Fv, Fg, Fp stehen
fur unterschiedliche Fusarium-Arten (Ma et al. 2013). In dieser Arbeit wurde allerdings ausschlie3lich mit
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) gearbeitet.

2.3.2.4. Symptome bei Fol-Befall

Anfangs zeigt sich ein Befall durch Fol durch Vergilben der Blatter. Die Ausbreitung der
Symptome erfolgt von der Stammbasis aufwarts. Durch Verstopfen des vaskularen Systems
der Pflanze wird die Wasserversorgung der Blatter reduziert. Vor allem an heil3en Tagen
welken die Blatter und fallen ab. Oftmals ist eine einseitige oder auf wenige Seitentriebe
begrenzte Ausbreitung zu beobachten. Befallene Pflanzen sind in ihrer Entwicklung stark
gehemmt und erreichen selten ihr Erwachsenenalter. Die Bildung von Friichten wird
reduziert oder komplett unterbunden. Werden die Frichte spater befallen, beginnen sie zu
faulen oder abzufallen (Jones et al., 1991), schneidet man den Stamm auf, so kommt das
braun verfarbte Xylem zum Vorschein (Jarvis, 1988). Die Lange der Xylemverfarbung ist ein
wichtiger Faktor der Fol-Bonitur.
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Abbildung 3: Bei der Fol-Bonitur in L&ngsrichtung aufgeschnittener Spross. Die Infektion mit Fol zeichnet
sich durch eine Verbraunung des Xylems ab. Die Infektion breitet sich von der Stammbasis nach oben hin
aus und verstopft das Xylem. Die untersten Blatter beginnen zu welken und fallen kurz nach der Infektion
ab.

Abbildung 4: Ausfall (links) und Wachstumsdepressionen (Mitte) ausgeldst durch eine Infektion mit Fol.
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2.3.2.5. Kontrolle

Da in Osterreich keine Fungizide zur direkten Bekampfung von Fol zugelassen sind, liegt das
Hauptaugenmerk auf kulturtechnischen Malinahmen, Resistenzzichtung und biologischer

Kontrolle.

Die Dungung spielt eine sehr wichtige Rolle in der Vermeidung von Infektionen mit Fol.
Einsatz von Nitratdiingern reduziert die Fol-Entwicklung und Ammonium bewirkt genau das
Gegenteil (Woltz et al., 1973; Jones et al., 1993). Mengel et al. (2001) sehen den Effekt in

einer Veranderung des pH-Werts durch den Dlnger.

Fruchtfolge mit Nichtwirtspflanzen kann die Uberdauerung der Sporen nicht verhindern aber
das Infektionspotential reduzieren. Dabei gilt es darauf zu achten, dass keine Wirtspflanzen
oder Pflanzen die als symptomlose Ubertrager dienen verwendet werden (Jarvis, 1988).

Die Bewasserung der Flachen stellt ein weiteres Gefahrenpotential dar, da Sporen Uber das
Wasser ubertragen werden kénnen. Die Bewésserung von Glashausflachen bietet hierbei
eine Vielzahl von Mdoglichkeiten das Wasser Fol frei zu halten. Die Reinigung der Wassers
kann chemisch oder nicht chemisch erfolgen. Hierbei wird das Wasser zum Beispiel Hitze,
UV-C Licht oder Membranfiltration gereinigt. Chemische Reinigung kann mit Ozon, Hydrogen
Peroxid oder anderen Chemikalien erfolgen (Runia, 1995).

Eine weitere Methode um Fol Infektionen zu verhindern, ist die Ziichtung resistenter Sorten.
Die Pflanze kann sich durch physikalische Barrieren oder biochemische Reaktionen gegen
die Infektion lokal oder systemisch wehren (Beckman, 1987; Brammall, et al., 1988a;
Beckman, 2000; Tjamos, 1989).

Als Alternative zu den herkémmlichen Methoden werden Mikroorganismen zur biologischen
Kontrolle eingesetzt. Antagonistische Pilze oder Bakterien haben sich bereits in mehreren
Studien als effektive Biokontrollagenzien erwiesen (Larkin et al., 1998; Larena et al., 2002;
Shishido et al., 2005). Nicht pathogene Fusarium Stdmme konnen ebenfalls eingesetzt

werden, um Infektionen mit pathogenen Stdmmen zu verhindern (Shishido et al., 2005).
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2.4. Arbuskulare Mykorrhiza Pilze (AMP)

Die arbuskulare Mykorrhiza ist der am meisten verbreitetste Mykorrhizatyp. Diese Form der
Mykorrhiza wird durch obligat symbiotische Pilze ausgebildet und umfasst einen enormen
Wirtspflanzenkreis. Die systematische Zuordnung erfolgte durch SchiR3ler et al. (2001) auf

Basis von DNA Sequenzen (Abb.7).
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Abbildung 5: Polygenetischer Artenbaum der Glomeromycota (Schuf3ler 2011)

Seit SchuBlers Zuordnung bilden die AMP eine eigene Abteilung, die sogenannten
Glomeromycota. Der Ursprung dieser Pilze liegt nach momentanen Erkenntnissen tber 1000
Millionen Jahre zuriick. AMP spielten eine wichtige Rolle bei der Landbesiedelung durch
Pflanzen. Sie dienten zur Unterstitzung der Nahrstoffversorgung (Simon et al., 1993). Die
Bezeichnung arbuskulédre Mykorrhiza Pilze entstand durch die Ausbildung charakteristischer
Strukturen, den sogenannten Arbuskeln, die in Kortexzellen von Wurzeln gebildet werden
(Dickson et al., 2004). Arbuskulare Mykorrhiza besteht aus drei wichtigen Komponenten:

e Der Wurzel
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e Pilzstrukturen innerhalb und zwischen den Wurzelzellen

e Myzel im Boden

AMP spielen eine wichtige Rolle in natiirlichen Okosystemen und beeinflussen Produktivitét,
Nahrstoffversorgung und die Widerstandskraft der Pflanzen gegen Pathogene (Demir et al.,
2007). Die positiven Effekte entstehen durch wachstumsregulierende Substanzen, erhdhte
Fotosyntheseleistung, osmotische Anpassung bei Trockenheit und Salzstress, erhdhte
Resistenz gegen Schadlinge und bodenbirtige Pathogene (Al-Karaki, 2006). Die
Mykorrhizierung wird durch Pflanzenart und Sorte beeinflusst. Steinkellner et al. (2011)
konnten in ihrer Arbeit zum Vergleich von Tomaten Wildtypen und modernen Ziichtungen
keinen Unterschied in der AMP Besiedelung bezogen auf das Alter der Sorte feststellen.
Sowohl Wildtypen als auch moderne Sorten zeigten grof3e Sortenunterschiede.

2.4.1. Biologie und Entwicklung von AMP
Durch AMP geformte Sporen sind bis zu 500 ym grof3 und enthalten reichlich Lipide und

einige Kohlenhydrate. Die Zellwande sind dick und enthalten Chitin, manchmal auch B (1-3)
Glucan (Gianinazzi-Pearson et al., 1994). Keimen die Sporen aus kommt es zur Bildung von
Hyphen die mehrfach verzweigt sein kénnen und in Richtung Wirtspflanze wachsen. AMP
bilden baumchenartige Strukturen (Arbuskeln) zwischen und innerhalb der Wurzelzellen aus.
Diese Arbuskeln erhéhen die Oberflache des Pilzes und sorgen flr besseren Stoffaustausch
mit der Pflanze. Ist die Symbiose etabliert, wird das Myzelwachstum in der Pflanze und im
Boden forciert und neue Sporen werden gebildet. Das weit verzweigte Myzelnetz im Boden
ist in der Lage Nahrstoffe und Wasser aus weit entfernten Quellen zu beziehen. AMP sind
ohne Symbiose nicht in der Lage ihren Lebenszyklus vollstandig abzuschlie3en (Frey und
Ldsch, 2004).

Die Mykorrhizierung von Pflanzenwurzeln ist ein Prozess, der mehrere Schritte erfordert.
Anfangs kommt es zu einer chemischen Reaktion zwischen Wirtspflanze und AMP. In den
nachsten Schritten andern sich die morphologische Struktur im Cytoskelett der AMP Hyphen
die Gen-Expression beider Partner und der Hormonhaushalt der Pflanze (Frey und Ldsch,

2004). Die Abb.6 zeigt die einzelnen Schritte dieses Prozesses genauer.
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Abbildung 6: Vorgange wéhrend der Mykorrhizierung von Pflanzen (Frey und Lésch, 2004)

Eine Vielzahl an Studien beschaftigte sich bereits mit der Wirt-AMP-Interaktion. Dabei konnte
gezeigt werden, dass das pflanzliche Abwehrsystem wéahrend der friihen Besiedelungsphase
der Wurzel durch AMP anfangs aktiviert und anschlieRend unterdriickt wird (Garcia Garrido
et al., 2002). Eine wichtige Art der Pflanzenabwehr ist die Bildung einer systemisch
aktivierten Resistenz (SAR). Sie entwickelt sich entweder lokal oder systemisch als Reaktion
auf Pathogene. Eine entscheidende Rolle hierbei spielt das Molekil Salizylsdure (SA) das
als Signalubertrager wirkt und bei Pathogenbefall in erhdhten Konzentrationen vorkommt
(Metraux et al., 1990). Herrera Medina et al. (2003) konnten in ihrer Arbeit einen
Zusammenhang zwischen Kolonialisierungsrate der Wurzeln durch AMP und dem
Salizylsauregehalt der Pflanzen nachweisen. Je geringer der Salizylsduregehalt, desto
geringer war die Kolonialisierungsrate durch AMP. Weiters ist Mykorrhiza in der Lage
Pflanzenwurzeln durch ihr Myzel zu verbinden. Es entsteht ein gemeinschaftliches
Mykorrhizanetzwerk (CMNs). Dieses Netzwerk ist in der Lage sowohl artgleiche als auch
2006).

artfremde Pflanzen miteinander zu verbinden (Selosse et al., Ein einziges
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Mykorrhizaindividum der Art Glomus kann hierbei eine Lange von Uber 10m erreichen
(Rosendahl et al., 2004). Mdglicherweise werden auf diese Weise Nahrstoffe von einer
Pflanze zur n&chsten transportiert. Stickstoff wird tiber CMNs von Leguminosen zu Pflanzen
mit Stickstoffbedarf transportiert (He et al., 2003; Meding et al., 2008). Song et al. (2014)
untersuchten in ihrer Arbeit die Kommunikation von Tomatenpflanzen tber ein unterirdisches
CMN. Sie fanden in ihrer Studie heraus, dass die Aktivitdt des Enzyms Peroxidase (POD) in
gesunden Tomatenpflanzen, die durch Glomus CMN mit infizierten Pflanzen verbunden
waren, signifikant hoher ist. POD ist bekannt als Abwehrenzym.

2.5. Dualkulturen, Rhizoboxen und Wurzelexsudate

Als Rhizosphéare bezeichnet man einen Bereich der Bodenmatrix, der sich in unmittelbarer
Nahe der Pflanzenwurzeln befindet. In dieser Zone von 0 bis 2 mm Entfernung zur
Wurzeloberflache wird der Boden sehr stark von den lebenden Wurzeln beeinflusst. Hier
findet Wurzelwachstum, Exsudatproduktion und Interaktion mit Mikroorganismen statt (Uren,
2000). Das Studieren der Rhizosphére unter Laborbedingungen bringt gegenlber
Freilandversuchen folgende Vorteile mit sich: Standardisierte Bedingungen sorgen fur
Vergleichbarkeit der Daten. Das Wurzelwachstum und die Wurzelmorphologie kdnnen
einfacher beobachtet werden. Um Vorgange in der Rhizosphare und zwischenpflanzliche
Beziehungen untersuchen zu kdnnen hat sich der Einsatz von Rhizoboxen etabliert. Auf
Grund des begrenzten Platzangebotes eignen sich Rhizoboxen in der in diesem Versuch
verwendeten GroRe nur zur Untersuchung von jungen Pflanzen. Es gibt jedoch bereits
Versuche an gréReren Baumen bei denen das gleiche Prinzip zur Anwendung kommt
(Dinkelaker et al., 1997). Hawkins und George (1999) beschreiben die Verwendung von
Rhizoboxen zum Studium der Mykorrhizakolonisierung. Die Boxen kénnen dabei entweder
als Dualkultur angelegt werden (Pflanzen getrennt durch ein Netz) oder als Split-Root-
System. Hierbei wird der Wurzelballen einer Pflanze auf zwei Kammern aufgeteilt und
Wurzelentwicklung, Mykorrhizierung oder andere Wurzelsymbiosen beobachtet (Hacin et
al., 1997).

Neben den Hauptfunktionen, wie Wasser- und N&hrstoffaufnahme, besitzen Wurzeln die
Fahigkeit nieder- und hochmolekulare Substanzen an die Rhizosphére abzugeben um auf
biotischen und abiotischen Stress reagieren zu kénnen. Diese Wurzelexsudate beinhalten
neben lonen, Wasser und Sauerstoff hauptsachlich kohlenstoffhaltige Komponenten.
Niedermolekulare Substanzen die von den Wurzeln abgegeben werden sind Zucker und
einfache Polysaccharide, organische Sauren, Aminosauren und Phenole. Die Wurzeln geben

auch hochmolekulare Substanzen wie Fettsduren, Enzyme, Flavonoide, Tannine,
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Wachstumsregulatoren, Nukleotide, Steroide, Kohlenhydrate, Terpene, Alkaloide und
Vitamine an die Rhizosphéare ab. Viele dieser Substanzen spielen eine wichtige Rolle in der
pflanzlichen Abwehr von Pathogen. Vor allem Phenole tben einen starken Einfluss auf
Mikroorganismen aus. Die abgegebene Exsudatmenge ist abhangig von Pflanzenart, Alter,
Sorte und Stressfaktoren (Uren, 2000; Rovira, 1969; Curl und Truelove, 1986; Fan et al.,
1997; Hale et al., 1978).

Die Abgabe von Wurzelexudaten wird durch biotische und abiotische Faktoren beeinflusst.
Die wichtigsten abiotischen Faktoren sind Temperatur, Lichtintensitat und damit verbundener
Fotosyntheseleistung, Nahrstoffversorgung und mechanische Einflisse. Als biotische
Faktoren spielen Mikroorganismen eine grof3e Rolle. Diese kdnnen sowohl positiv als auch
negativ auf die Pflanzenentwicklung wirken. Die Interaktion zwischen Pflanzen oder
zwischen Pflanzen und Mikroorganismen uber Wurzelexsudate bezeichnet man als
Allelopathie (Inderjit und Weston, 2003; Pramanik et al., 2000).

Die Gewinnung von Wurzelexsudaten kann durch Extraktion der Substanzen unter
Verwendung einer Pufferlosung erfolgen oder lokal durch Probenahme von
Wurzelsegmenten (Neumann und Romheld, 2007).

Die Analyse der Exsudate erfolgt chemische durch HPLC, HPLC-MS oder enzymatisch
(Neumann und Rémheld, 2007).
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3. Material und Methoden
3.1. Versuchspflanzen

3.1.1. Tomate- Solanum lycopersicum

Fur diesen Versuch wurden am 24.02.2014 200 Tomatensamen der Sorte ,Tiny Tim“
(Solanum lycopersicum L. cv. Tiny Tim, B&T World Seeds, Aigues Vives, France)
ausgewahlt und deren Oberflache sterilisiert. Die Sterilisation erfolgte mit Dan Klorix (3,8 %
NaOCl). Die Samen wurden fir 10 Minuten in eine 50 %ige Dan-Klorix-Losung eingelegt und
anschlieBend 4x fir jeweils 5 min in dH,O eingelegt, um Dan-Klorix Rickstande

abzuwaschen.

Abbildung 7: Oberflachensterilisation von Abbildung 8: Vorkultivierung der Samen in Perlite
Tomatensamen

Nach der Oberflachensterilisation wurden die Samen in Perlit (Peligran 0-6, Knauf Perlite
GmbH, Wien, Osterreich) vorkultiviert. Hierzu wurden je 25 Samen in einen Topf mit 8 cm
Durchmesser gesat. Die Tomatensamen wurden anschlieRend ausreichend gewassert und
im Klimaschrank bei 24 °C und einer Photoperiode von 16 h Licht und 8 h Dunkelheit fir 3
Wochen vorkultiviert.
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Abbildung 9: 3 Wochen vorkultivierte Tomatensamen zum Zeitpunkt der Pflanzung

3.1.2. Porree- Allium ampeloprasum var. porrum

Die Porreepflanzen der Sorte ,De Carentan® (Spar Natur pur, Salzburg) wurden nach dem
gleichen Protokoll wie die Tomaten angezogen. Nach der Oberflachensterilisation wurden sie
5 Wochen in Perlit vorgezogen.
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3.2. Pathogen

3.2.1. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)

Als Pathogen wurde fir diese Arbeit Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) verwendet.
Hierzu wurde das Isolat Fol007 (Rasse 2) auf Czapek Dox Agar bei 24 °C und Dunkelheit
kultiviert. Die Fol-Kulturen mussten alle 2 Wochen tberimpft werden. Dafiir wurde ein
Stanzwerkzeug verwendet und das ausgestanzte Stiick Agar mit darauf befindlichem Myzel
auf neue CzDox Agarplatten tGberfuhrt. Fur die Inokulation der Versuchspflanzen wurden 2

Wochen alte Fol Kulturen verwendet.

Abbildung 10: Fol Rasse 007 Kultur auf CzDox- Agar zwei Wochen nach Uberimpfung.
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3.2.1.1. Herstellung von Czapek Dox Agar (CzD) und Czapek Dox
Broth

CzD:

Komponenten Menge Einheit
ddH,O 800 ml
NaNO; (Sodium Nitrat) 2,40 ¢
Ko,HPO, (Dikaliumhydrogenphosphat) 0,80 ¢
MgS0O,-7H,0 (Magnesiumsulfat) 0,40 g

KCI (Kaliumchlorid) 0,40 ¢
FeSO,-7H,0 (Eisen-llI-Sulfat) 0,10 g
Saccharose 24,00 ¢
Agar 12,00 g

CzD Broth:

Komponenten Menge Einheit
ddH,O 800 ml
CzD Broth 26,72 ¢
Agar 12,00 g

Fir diesen Versuch wurde grof3teils fertiger CzD Broth (Duchefa Biochemie, NL) verwendet.
Dieser enthielt 0,013 g/l NaFeEDTA; 0,5 g/l Magnesium Glycerophospat; 0,5 g/l Kalium
Chlorid; 0,5 g/l Kalium Sulfat; 2,0 g/l Sodium Nitrat und 30 g/l Saccharose. Diese Angaben
beziehen sich auf eine Konzentration von 33,4 g CzD Broth geldst in 1 | ddH,O. Alle
pulverférmigen Komponenten wurden abgewogen und in circa 500 ml vorgelegtem ddH0,
unter rihren, aufgeldst. Waren die Stoffe in Losung so wurden die restlichen 300 ml ddH,O

zugegeben und der fertige Agar autoklaviert.

3.3. Arbuskularer Mykorrhizapilz- Funneliformis mosseae

In diesem Versuch wurde Funneliformis mosseae (BEG 12) als Vertreter der arbuskularen
Mykorrhiza (AMP) ausgewahlt. Das Inokulum war ein kommerziell erhaltliches Produkt
(BIORIZE/Agrauxine, Quimper, Frankreich). Dieses Produkt enthielt sowohl getrocknete
Bodenanteile, Steine als auch Pflanzenwurzeln. In dieser Mischung befanden sich sowohl
Mykorrhizasporen als auch infizierte Pflanzenwurzeln, die fir die Inokulation bendtigt

wurden. Gelagert wurde das Inokulum im Kuhlschrank bei etwa 6-8 °C.
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3.4. Rhizoboxen

Dieser Versuch wurde als Dualkultur in Rhizoboxen angelegt. Eine Rhizobox bestand aus 12
Einzelkammern wobei jeweils 2 Kammern miteinander verbunden waren, die nur durch ein
engmaschiges Kunststoffnetz (Nylon, Maschenweite @= 40 pum) unterteilt wurden. Fol und
AMF waren in der Lage dieses Netz zu durchdringen, die Wurzeln der Pflanze jedoch nicht.
Die Abmessungen des gesamten Systems betrugen 39,5 x 12,0 x 12,5 cm. Eine
Einzelkammer kam mit 5,0 x 5,0 x 10,0 cm auf ein Volumen von 250 cm? (250 ml). Die
Versuche wurden mit Tomate und Porree als Mischpartner durchgefiihrt. In den Varianten

T/T teilten sich zwei Tomatenpflanzen eine Doppelkammer. In T/L waren es eine

Tomatenpflanze und eine Porreepflanze.

Abbildung 11: Zusammenbau der Rhizoboxen. Feines, weilles Trenngewebe zwischen den Kammern.
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3.5. Anbau

Der Anbau erfolgte in Rhizoboxen und wurde in zwei Serien unterteilt. Diese unterschieden
sich durch zeitversetzten Versuchsstart. Serie | startete am 21. Marz 2014 und Serie Il am
17. April 2014. Jede Serie bestand aus 8 Boxen.

Als Pflanzsubstrat diente eine Mischung aus Sand:Leca:Pflanzerde im Verhaltnis 1:1:1
(v/vlv). Die Pflanzerde wurde autoklaviert (20 min bei 121 °C), um ungewinschte Pathogen
auszuschalten. Das Substrat wurde gut durchmischt und in Rhizoboxen geflillt. Der Versuch
fand im Glashaus unter natlrlichen Bedingungen statt. Die Bewdasserung erfolgte je nach

Bedarf der Pflanzen mit Leitungswasser.
Die Anbauvarianten waren:

Kontrolle
Fol

AMP
AMP+Fol

P w DR

In jeder Variante gab es zwei Rhizoboxen: Die erste wurde ausschlielich mit Tomaten
bepflanzt (T/T). Die zweite mit 6 Tomaten- und 6 Porreepflanzen (T/L). Tomate und Porree
wurden in Dualkultur kultiviert. Dies bedeutet, dass sich je eine Tomatenpflanze und eine
Porreepflanze eine groe Kammer teilten. Sie waren nur durch ein Kunststoffnetz

voneinander getrennt.

Vor dem Pikieren musste fur die Varianten Fol und AMP+Fol Sporensuspension hergestellt
werden. Hierzu wurden 2 Wochen alte Fol Kulturen (2 Platten) unter sterilen Bedingungen
mit je 10 ml ddH,O geflutet, die Sporen mit einem Spatel aus dem Myzel gelost und die
Flussigkeit filtriert. Im n&chsten Schritt werde die Sporenkonzentration mittels Thomakammer
(Thoma neu, Marienfeld-Superior, Deutschland) errechnet. Hierzu wurden 4
Gruppenguadrate zu je 16 Kleinquadraten ausgezéhlt und die Sporenkonzentration mit Hilfe
einer Formel (Gesamtanzahl der ausgezéhlten Sporen / die Anzahl der Kleinquadrate (64) x
4000000) errechnet. Das Ergebnis gibt die Anzahl der Sporen pro ml an. Die

Sporenkonzentration wurde auf Basis dessen mit ddH,O auf 10° Sporen mi™* eingestellt.

Die Pflanzen der Varianten Fol und AMP+Fol wurden vor dem Pikieren fir 5 Minuten in die
Sporensuspension getaucht. Die Varianten Kontrolle und AMP wurden fir 5 Minuten in dH,O
getaucht. Bei den Varianten AMP und AMP+Fol wurde die AMP Funneliformes mosseae in
das Pflanzloch zugegeben bevor die Pflanzen pikiert wurden. Nach der Pflanzung wurden

alle Pflanzen eingegossen und die Rhizoboxen ins Glashaus gestellt.
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Am 24.03.2014 mussten 5 Pflanzen nachpikiert werden da sie den Anbau nicht Gberstanden.

Bereits am 03.04.2014 waren erste Symptome von Nahrstoffmangel zu erkennen. Der Grund
dafir lag im verwendetem Substrat, welches sehr nahrstoffarm war. Um diesen Mangel
auszugleichen wurde wdchentlich —P Dinger zugegeben. Es wurden jeweils 50 ml dieser
Dungelosung pro Pflanze und Woche verabreicht. Bereits nach einer Woche waren die

Symptome stark reduziert.

In den 6 Wochen bis zur Ernte wurden die Pflanzen regelmafig gegossen, begutachtet und

gedingt

Abbildung 12: Violett verfarbte Blatter und Stammbasis als Reaktion auf N&hrstoffmangel
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3.6. Herstellung von —P Dlinger

Der flissige —P Dlnger wurde in einem 10 | Kanister angemischt um ausreichend Diinger fur
die Wachstumsperiode bzw. Versuchsdauer zu haben. Der Kanister wurde zu ungefahr zwei
Drittel mit VE-Wasser geflllt und anschlieend mit den einzelnen Komponenten des —P
Dunger versetzt. Die Komponenten lagen alle in fliissiger Form als Stammlésungen vor und
wurden direkt in den 10 | Kanister pipettiert. Nach jeder Komponente wurde der Kanister

verschlossen und gut durchmischt. Am Ende wurde der Kanister mit VE-Wasser aufgefillt.

Der Dinger setzt sich aus folgenden Inhaltsstoffen zusammen:

Komponenten g/l Stammldésung ml Stammlsg./l -P
Calziumnitrat 0,57000 2,0
Kaliumsulfat 0,26175 5,0
Kalium-di-Hydrogenphosphat 0,01222 0,1
Magnesiumsulfat 0,36972 15
Ammoniumnitrat 0,00800 0,2
Losung A 0,5
Fertilon 0,05000
Losung B 0,5
Natriumtetraborat 0,00130
Lésung C 0,5
Mangansulfat 0,00150
Zinksulfat 0,00060
Kupfersulfat 0,00045
Losung D 0,5
Aluminiumsulfat 0,00003
Nickelsulfat 0,00003
Kobaltnitrat 0,00003
Titandioxid 0,00003
Lithiumchlorid 0,00001
Zinnchlorid 0,00001
Kaliumjodid 0,00001
Kaliumbromid 0,00001
Lésung E 0,5
Molybdanoxid 0,00007
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3.7. Ernte

Die Ernte der Pflanzen erfolgte sechs Wochen nach dem Anbau an zwei Terminen. Serie |
wurde am 29. und 30. April 2014 geerntet und Serie Il am 27. und 28. Mai. Vor Erntebeginn
wurde eine Codierung entwickelt, um alle Proben ausnahmslos riickverfolgen zu kénnen.
Dieser Code war in allen Experimenten gleich und kann daher einer bestimmten Pflanze

zugeordnet werden.

Bei der Ernte mussten die Rhizoboxen sorgféltig demontiert werden um das Wurzelsystem
nicht zu schadigen. Im néachsten Schritt wurden die Wurzeln handisch unter dem
Wasserhahn abgesplilt, um alle an den Wurzeln anhaftenden Substratreste zu entfernen. Bei

dieser Arbeit galt es darauf zu achten, die Wurzeln nicht zu beschadigen.

Abbildung 13: Abbildung einer Fol Rhizobox. Sehr dichtes Wurzelgeflecht
trotz Infektion. Die Pflanze in der Mitte zeigt deutliche
Wachstumsdepressionen
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Abbildung 14: Gleichmé&Riger Wuchs bei Porree und sehr feine Wurzelstrukturen

AnschlieRend wurden die Wurzelsysteme der Pflanzen fiir 6 Stunden in Acetatpuffer gelagert
um Wurzelexsudate zu gewinnen. Je zwei Pflanze pro Exsudat wurde separat behandelt und
in dunklen Glasern gelagert. Fir Tomaten wurden 60 ml Puffer pro Exsudat benétigt um alle
Wurzeln zu bedecken. Bei Porreepflanzen waren es 5 ml pro Exsudat. Ein Exsudat setzte

sich immer aus zwei Tomaten- oder Porreepflanzen zusammen.

Abbildung 15: Extraktion der Wurzelexudate durch einen Acetat-Puffer in dunklen Glasern
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Nach Ablauf der 6 stiindigen Extraktionszeit wurde bei allen Pflanzen Wurzel- und
Sprossgewicht, Wurzel- und Sprosslange, Fol Infektion und BBCH Stadium bestimmt. Die
Fol Infektion wurde optisch mit Hilfe einer Boniturskala nach Wellman (1939) beurteilt und
die Lange der Verbraunung gemessen. Daraus ergibt sich sowohl eine Boniturnote als auch
eine quantifizierbare, gemessene Lange, die in Relation zur Gesamtlange der Pflanze

gesetzt werden kann.

Abbildung 16: Visuelle Fusarium Bonitur. Verbraunte Leitungsbahnen (Xylem) einer infizierten Pflanze.

Um den visuellen Fol Nachweis zu bestatigen wurde ein circa 1 cm langes Stick des
untersten Teiles des Sprosses herausgeschnitten, in 70 % Ethanol getaucht, abgeflammt
und auf PDA Platten inkubiert. Die PDA Platten enthielten 10 mg/l Streptomycinsulfat um die
Selektivitdst des Mediums fur Fol zu erhéhen und unerwinschte Kontaminationen

auszuschlieBen. Die Auswertung der Platten erfolgte am 22.05.2014 und am 13.06.2014.

Zur Bestimmung der Mykorrhizierung wurden etwa 2 cm lange Wurzelstiicke aus dem
oberen Bereich geschnitten und in 30%igem Ethanol gelagert. Die verbleibenden Spross-
und Wurzelteile wurden getrennt voneinander in Papiersacke verpackt, um sie anschlieRend
zu trocknen. Die Bestimmung der Trockengewichte erfolgte mittels einer Feinwaage (Denver
Instrument SI-4002 A, Satorius Corporation, Buhemia, NY, USA).

Fur die Weiterverarbeitung der Wurzelexsudate mussten diese auf eine Verdinnung von
1:10 eingestellt werden. Hierzu wurden die Wurzelgewichte der beiden im Puffer befindlichen
Pflanzen addiert und mit dem Faktor 10 multipliziert. Die errechnete Menge musste nun von
den vorhandenen 60 ml pro Exsudat abgemessen werden. Im nachsten Schritt wurde das
Exsudat durch 50 ml Steriflips (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) gefiltert, bei -80 °C

eingefroren und bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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3.8. WinRhizo- Wurzelparameter

WinRhizo (Regent Instruments Inc., Kanada) ist eine Software mit deren Unterstiitzung
digitale Bilder von Wurzeln vermessen werden konnen. Hierzu wird eine Wurzelprobe
entweder direkt oder in einer durchsichtigen, mit Wasser gefiliten Schale auf einem
Flachbettscanner platziert und anschlieBend vermessen. Mit diesem System kdnnen
morphologische  Merkmale  (Ldnge, Durchmesser, Oberflache) der Wurzeln,

Wourzelarchitektur oder Farbunterschiede analysiert werden.

3.9. Mykorrhizierung

Um die Mykorrhizierungsrate der Pflanzen zu bestimmen wurden die Wurzeln nach der
Methode von Vierheilig et al. (1998) in 10 % KOH gebleicht und anschlieBend mit 5%
Essigtintenldsung eingeféarbt. Die genaue Kochzeit in KOH ist abhangig von der Pflanzenart
und dem Wurzeldurchmesser. Die optimale Kochzeit wurde in einem Vorversuch ermittelt
und betrug fir Tomatenwurzeln 4 min und fir Porreewurzeln 3 min. Hierzu wurden die in 30
% Ethanol gelagerten Wurzelproben vorsichtig mit Wasser gespilt und anschlieRend 10 %
KOH hinzugefiigt. Die Proben wurden bei 90 °C fir die oben beschriebene Zeit im
Wasserbad (Julabo 13, Julabo Inc., Allentown, PA, USA) gekocht. Die Proben befanden sich
zu diesem Zeitpunkt in 15 ml Réhrchen, deren Verschlisse wahrend des Kochens geoffnet
waren. Nach Ablauf der Kochzeit wurden die Proben abermals mit Wasser gesplilt. Die
Wurzeln waren nun gebleicht und daher durchsichtig. Um Pilzstrukturen der Mykorrhiza
sichtbar zu machen, wurden die Wurzeln im nachsten Schritt mit 5 % Essigtinte gefarbt.
Diese bestand aus Sheaffer®-Tinte (A. T. Cross Company, Lincoln, RI, USA) der Farbe blau-
schwarz und Haushaltsessig mit 5 % Essigsaure. Nach diesem Vorgang wurden die Proben
ein letztes Mal mit Wasser gewaschen und wieder in 30 % Ethanol bis zu deren Auswertung

gelagert.

Die Mykorrhizierungsrate wurde nach der Methode von McGonigle (1990) bestimmt. Hierzu
musste eine gefarbte Wurzelprobe in eine spezielle Petrischale tberfihrt und zerkleinert
werden. Die Petrischale zeichnet sich durch ein eingeritztes Raster aus und ermoglicht die
Bestimmung der Mykorrhizierungsrate. Bei dieser Methode werden alle Wurzelstiicke, die
Linien kreuzen gezéhlt. Dabei wird mit den waagerechten Linien begonnen und 100
Wurzelstiicke gezahlt. Ergeben sich bei den waagerechten zu wenige Schnittpunkte wird mit
den vertikalen Linien fortgefahren (Zahlschema siehe Abb.19). Unterschieden wird zwischen
mykorrhiziert und nicht mykorrhiziert. Durch die Auszahlung von 100 Wurzeln ergibt das

Ergebnis automatisch den %-Anteil der Mykorrhizierung.
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Abbildung 17: Verteilung der kleingeschnittenen Wurzelteile auf einer
Petrischale
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Abbildung 18: Zahlschema bei der Auswertung des Mykorrhizierungsgrades

http://mycorrhizas.info/roles.html| (16.12.2014, 11:04)
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3.10. Mikrokonidienkeimung von Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici

Vor Beginn der Exsudattests mussten alle Wurzelexsudate aliquotiert und dabei auf eine
Verdiinnung von 1:20 eingestellt werden. Zur Aliquotierung mussten die 50 ml Falcontubes
aufgetaut und in je 5 Eppies (1,5 ml Inhalt) und ein 15 ml Falcontube pro Exsudat pipettiert
werden. Die Proben, bei denen die passende Verdinnung von 1:20 durch Zugabe von dH,O
nicht moglich war, mussten sublimiert werden. Als Sublimation bezeichnet man den Prozess
der Gefriertrocknung. Hierzu wurde eine Anlage von Christ (Beta 2-4 LDplus LT, Martin
Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Deutschland) verwendet. Bei
diesem System handelte es sich um ein Gerat, dass mit zwei Kammern arbeitet. In der
oberen Acrylglaskammer, der Trockenkammer befanden sich die tiefgefrorenen Proben (-80
°C) in einem Vakuum. In der unteren Kammer steckte der Kondensator, der die Temperatur
im unteren Bereich des Gerates auf -105 °C absenkte. Die Leistung des Eiskondensators
betrug 2 kg/24 h. Die Gefriertrocknung wird zur schonenden Trocknung von
temperaturempfindlichen Proben eingesetzt. Die Trocknung der Probe erfolgt direkt aus dem
Eiszustand der Probenflissigkeit unter Umgehung der flissigen Phase. Der kritische Punkt
an dem eine Flussigkeit in allen drei Phasen gleichzeitig auftritt wird als Tripelpunkt (fir H,O
p=6,1 hPa, T=0 °C) bezeichnet. Dieser Punkt muss bei der Gefriertrocknung unterschritten
werden. Dazu muissen sowohl Temperatur als auch Druck abgesenkt werden. In dem
Verwendetem Gerét herrschte ein Druck von p=0,0010 hPa und eine Temperatur von ca. —
75 °C in der oberen Kammer.

Abbildung 19: Gefriertrocknung bei der 36
Trocknung zweier Proben



Um die Wurzelexsudate auf eine vorhandene Biokontrollwirkung zu testen, wurden diese
einem sogenannten Sporenkeimtest unterzogen. Hierbei handelt es sich um eine quantitative
Bestimmung der gekeimten Sporen pro Zeiteinheit. Dieser Versuch fand unter sterilen
Bedingungen statt. Zu Beginn des Experimentes musste eine Fol Sporensuspension
hergestellt werden. Dazu wurden 1- 2 Fol Kulturen (Je nach Sporenkonzentration) mit 10 ml
dH,O geflutet, die Sporen mittels Spatel aus dem Myzel gelést und durch drei Lagen
Filterpapier gefiltert (Vliesscheiben fiir Kannenfilter, Laporte Ges.m.b.H., Wels, Osterreich).
AnschlieRend wurde die Sporenkonzentration unter Zuhilfenahme einer Zahlkammer
(Thoma-Kammer) bestimmt. Die Sporenkonzentration wurde mit dH,O auf die gewilinschte
Konzentration von 1,0x10’ eingestellt werden. Die fertige Sporensuspension wurde danach

bis zu deren Verwendung im Kuhlschrank bei 6 °C gelagert.

Nach Ansatz der Sporensuspension wurde der eigentliche Versuch durchgefuhrt. Um die
Sporenkeimung zu Uberprifen wurden Tests in sterilen 24 Well-Platten (Greiner bio-one, No.
662160, Frickenhausen, Deutschland) durchgefuhrt. Die Belegung der Platten erfolgte nach
folgendem Schema:

A Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand

B Rand | CzDox | dH20 | Blank | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Rand

C Rand | CzDox | dH20O | Blank | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Rand

D Rand | CzDox | dH20O | Blank | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Rand

E Rand | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Rand

F Rand | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Rand

G Rand | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Rand

H Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand | Rand

Abbildung 19: Plattenbelegung eines Sporenkeimtests. Abstoppen des Sporenwachstums bei allen
Proben, +Kontrolle (CzDox), —=Kontrolle (dH20) und Blank (Acetat-Puffer) nach 20 Stunden durch 10 pl
1:10 Lactophenolblau.
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Inhalt der einzelnen Kammern:

e (CzD: 175 pl CzD + 35 pl Sporensuspension

e dH,0O: 175 pl dH,0 + 35 pl Sporensuspension

e Blank: 175 pl Acetat-Puffer + 35 pl Sporensuspension
e Proben: 175 ul Probe + 35 ul Sporensuspension

e Rand: 210 pl dH,O

Die Belegung erfolgte in dreifacher Wiederholung. Dies bedeutet, dass jede Probe 3 Wells
belegt, die anschlieRend ausgezahlt wurden. Die belegten Platten wurden verschlossen und
bei Dunkelheit und Raumtemperatur fiir 20 h inkubiert. Dabei wurden die Proben durch einen
Schuttler (Edmund Buhler GmbH., Hechingen, Deutschland) mit 150 U/min bewegt. Nach
Ablauf der 20 h wurde das Sporenwachstum durch Zugabe von 10 ul 10% Lactophenolblau
abgestoppt und Sporen blau eingefarbt. Die Zugabe erfolgte unter einem Abzug.

Die Auszahlung der Platten erfolgt mikroskopisch (Olympus BX53, Tokio, Japan). Hierzu
wurde jedes Well dreifach ausgezahlt, wodurch man pro Probe auf neun Werte bekommt.
Zur Mikroskopierung wurde die Probe in dreifacher Wiederholung auf einen Objekttrager
aufgebracht und anschlielend mikroskopiert. Ausgezahlt wurden 200 Sporen pro Probe.
Unterschieden wurde dabei zwischen gekeimt und nicht gekeimt wobei Sporen, deren

Keimschlauch kleiner als die Spore selbst war, als nicht gekeimt bezeichnet wurden.
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3.11 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden in Microsoft Excel 2010 gesammelt und fur die statistische Auswertung
aufbereitet. Die statistische Auswertung erfolgte durch PASW Statistics 18 (IBM Corporation,
USA). Die Grafiken wurden im SigmaPlot™12.5 (Systat Software Inc., USA) gefertigt.

Bevor die Daten mit statistischen Tests ausgewertet wurden, mussten sie auf
Varianzhomogenitéat gepruft werden. Fiur die Anwendung parametrischer Testverfahren (t-
Test, ANOVA,..) sind Varianzhomogenitdt und Normalverteilung der Messwerte
Grundvoraussetzung. Die Uberprifung der Werte erfolgte durch Anwendung des Levene
Tests (Levene, 1960). Bei einem p-Wert lber 0,5 (Levene) sind die Varianzen homogen und
die Auswertung kann durch parametrische Testverfahren erfolgen. Levene Ergebnisse unter
p=0,5 deuten auf ungleiche Varianzen hin. Die Auswertung muss durch nichtparametrische
Testverfahren erfolgen (Welch-ANOVA).

Fur Sprosslange, Sprossgewicht und Wurzelgewicht ergaben die Levene Tests mit
jeweils Werten von 0,000 (p<0,5) signifikant unterschiedliche Varianzen, wobei die Werte in
allen untersuchten Parametern asymptotisch F-verteilt sind. Anhand dieser Ergebnisse
mussten flr die Auswertung der Daten nichtparametrische Testverfahren verwendet werden.
Es wurde eine Welch-ANOVA mit anschlieBendem Games-Howell Post Hoc Test

durchgefihrt.

Das WinRhizo Bildanalysesystem wurde eingesetzt um das Wurzelsystem zu vermessen.
Wurzellange und Wurzeloberflache sowie durchschnittlicher Wurzeldurchmesser und
Durchmesserklassen-Verteilung wurden durch die Software berechnet. Die Auswertung der
WinRhizo Daten erfolgte auf Grund der ungleichen Varianzen durch Welch-ANOVA mit

anschlieRendem Games-Howell Post Hoc Test.

Die Auswertung von Mykorrhizierungshaufigkeit und -stérke erfolgte mit Microsoft Excel
unter Verwendung der unten angegebenen Formeln. Um Befallshdufigkeit und Befallsstarke
errechnen zu kénnen mussten die Boniturdaten in Klassen eingeteilt werden. Insgesamt

entstanden so 5 Klassen:

0% Mykorrhiza
1-5% Mykorrhiza
6-25% Mykorrhiza
26-50% Mykorrhiza
>50% Mykorrhiza

a > wnh e
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Fur die Berechnung der Mykorrhizierungshaufigkeit wurde folgende Formel verwendet
(abgeleitet von Hage-Ahmed et al. 2013):
Anzahl der mykorrhizierter Pflanzen

Mykorrhizi haufigkeit = x 100
YHOTTRIZICTUNESUATEsel Gesamtanzahl der Pflanzen

n= die Anzahl an Pflanzen

g= Boniturklasse

Die Mykorrhizierungsstérke errechnet sich mit folgender Formel (abgeleitet von Hage-Ahmed
et al. 2013):

5x (ngl + 2ng2 + 5ng3 + 10ng4 + 20ng5)
nmykorrhizierter Pflanzen

Mykorrhizierungsstarke =

Bei der Mykorrhizierung waren die Daten ungleich verteilt. Die Auswertung wurde mit Welch-

ANOVA und anschlieBendem Games-Howell Post Hoc Test durchgefihrt.

Die Auswertung von Fol-Befallshaufigkeit und Befallsstarke erfolgte mit Microsoft Excel
unter Verwendung der unten angegebenen Formeln. Um Befallshaufigkeit und Befallsstarke
errechnen zu kdnnen, mussten die Boniturdaten in Klassen eingeteilt werden. Insgesamt

entstanden so 5 Klassen:

Boniturnote 1
Boniturnote 2
Boniturnote 3 und 4

Boniturnote 5 und 6

a > w N

Boniturnote =7
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Fur die Berechnung der Befallshaufigkeit wurde folgende Formel verwendet (Hage-Ahmed et

al. 2013):

Anzahl der infizierten Pflanzen

Befallshaufigkeit = 100

Gesamtanzahl der Pflanzen

n= die Anzahl an Pflanzen

g= Boniturklasse

Die Befallsstarke errechnet sich mit folgender Formel (Hage-Ahmed et al. 2013):

5x (ngl + 2ng2 + 5ng3 + 10ng4 + 20ng5)
n kranker Pflanzen

Befallsstirke =

Bei der Auswertung der Fol Boniturklassen ergab sich beim Levene Test ein Wert p<0,5
woraus sich ergab, dass die Daten ungleich verteilt waren. Die Auswertung wurde mit Welch-

ANOVA und anschlieBendem Games-Howell Post Hoc Test durchgefihrt.

Die Daten der Sporenkeimtests zeigten sich ebenfalls inhomogen. Hier wurde eine Welch-
ANOVA und anschlieBendem Games-Howell Post Hoc Test verwendet um die Daten

auszuwerten.
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4. Ergebnisse

4.1. Wachstumsvergleich

4.1.1 Sprossgewicht (trocken)

Die statistische Auswertung des Sprossgewichtes (trocken) durch Welch-ANOVA mit
anschlieendem Games-Howell Post-Hoc Test ergab mit p=0,002 signifikante Unterschiede
zwischen den Varianten (Abbildung 21). In der Variante AMP_TL_T konnte eine signifikante
Zunahme des Sprossgewichtes beobachtet werden. Die Nullhypothese ist daher zu
verwerfen und die Alternativhypothese anzunehmen. Es besteht ein Unterschied zwischen
den unterschiedlichen Versuchsvarianten hinsichtlich der Trockengewichte des Sprosses.
Um den Einfluss des Mischpartners Porree zu testen wurden TT und TL_T innerhalb der
Varianten miteinander verglichen. Tendenzen hinlanglich des Mischpartnereinflusses

konnten nur in Variante AMP_TL_T signifikant untermauert werden.

Trockengewicht- Spross

1,2

1,0 A

0,8 A b ab
ab

ab
0,6 ab ab a

Gewicht [g]

0,4 A

0,2 A

0,0 -

Abbildung 20: Saulenendiagramm der Mittelwerte des Spross-Trockengewichts (MW+S.E.) der
Tomatenvarianten. Signifikante Unterschiede sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA,
p<0,05).
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4.1.2 Wurzelgewicht (trocken)

Tendenziell verhielt sich der Verlauf das Wurzeltrockengewicht &hnlich dem Trockengewicht
des Sprosses. Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen den Varianten
nach Anwendung einer Welch-ANOVA (p=0,71) mit anschlieendem Games-Howell Post
Hoc Test jedoch keine (Abbildung 22). Der Vergleich innerhalb der Varianten ergab keine
signifikanten Unterschiede bezlglich des Mischpartners. Porree hatte keinen Einfluss auf

das Wurzelgewicht der Tomatenpflanzen.

Trockengewicht- Wurzel

0,5

0,4 4

0,3 A

Gewicht [g]
QD

Abbildung 21: Saulendiagramm der Mittelwerte des Wurzel-Trockengewichts (MW+S.E.). Signifikante
Unterschiede sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05).
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4.1.3 Sprosslange

Die statistische Auswertung durch Welch-ANOVA mit anschlieBendem Games-Howell Post
Hoc Test der Sprosslange ergab signifikante (p=0,000) Ergebnisse (Abbildung 23). Es
konnte eine Abnahme der Sprossléange in den Varianten Fol_TT und AMP+Fol_TT
festgestellt werden. In der Variante AMP_TL_T waren die Sprosslangen hingegen signifikant
erhoht. Es besteht ein Unterschied zwischen den unterschiedlichen Versuchsvarianten
bezlglich der Sprosslange. Der Mischpartner Porree konnte die Sprosslange in Variante
AMP+Fol_TL_T im Vergleich zu AMP+Fol_TT signifikant erhéhen. AMP konnte die Abnahme
der Sprosslange in den Fol Varianten nicht unterbinden. Porree war jedoch in der Lage die

Sprosslange der Tomaten auf Niveau der Kontrollpflanzen zu halten.

Sprosslange

30

25 A

bc

20 1 c
bc
abc abc ab a

15 4

Lange [cm]

10 A

Abbildung 22: Saulendiagramm der Mittelwerte des Sprosslange (MW+S.E.). Signifikante Unterschiede
sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05).
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4.2. WinRhizo: Optische Vergleich der Wurzelsysteme

4.2.1 Wurzellange

Tendenzen in Abbildung 24 bei denen in den Porreevarianten die Wurzellange gesteigert
wurde, konnten statistisch nicht nachgewiesen werden. Die Auswertung der Daten durch
Welch-ANOVA ergab mit p=0,207 keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnhen
Versuchsvarianten. In Abbildung 23 wurden die Fol Varianten und jene ohne Fol

zusammengefasst, um den Einfluss des Mischungspartners Porree zu verdeutlichen.

2500

2000 -

1500 -

1000 -

Wurzellange [mm]

500 -

Abbildung 23: Sdulendiagramm der Mittelwerte der Wurzellange (MWzS.E.). Signifikante Unterschiede
sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05).
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4.2.2 Wurzeldurchmesser

Die Auswertung des Wurzeldurchmessers zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Varianten (Abbildung 25). Der p-Wert der Welch-ANOVA lag bei p=0,140. Die Faktoren
AMP und Fol hatten keinen Einfluss auf den Wurzeldurchmesser. In Abbildung 24 wurden
die Fol Varianten und jene ohne Fol zusammengefasst, um den Einfluss des

Mischungspartners Porree zu verdeutlichen.

0,7

0,6 -

0,5 A

0,4 1

0,3 A

Wurzeldurchmesser [mm]

0,2 A

0,1 1

0,0 -

Abbildung 24: Saulendiagramm der Mittelwerte des Wurzeldurchmessers (MW+S.E.). Signifikante
Unterschiede sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05).
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4.2.3 Wurzeloberflache

Die statistische Auswertung der Wurzeloberfliche zeigt Tendenzen, dass Porree die
Wourzeloberflache steigern kann (Abbildung 26). Diese Tendenzen konnten jedoch statistisch
nicht nachgewiesen werden (Welch-ANOVA, p=0,138). In Abbildung 25 wurden die Fol
Varianten und jene ohne Fol zusammengefasst um den Einfluss des Mischungspartners

Porree zu verdeutlichen.
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Abbildung 25: Sédulendiagramm der Mittelwerte der Wurzeloberflache (MW+S.E.). Signifikante
Unterschiede sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05).
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4.2.4 WinRhizo-Klasseneinteilung

Bei dieser Methode wurde der Wurzeldurchmesser in Klassen eingeteilt und in Beziehung
zur gesamten Wurzellange gesetzt. Abbildung 27 zeigt die gréfdten Wurzelanteile in den

Klassen 2 und 3 zwischen 0,2 und 0,6 mm.

Die in Abbildung 27 dargestellten WinRhizo-Klassen unterscheiden sich bis auf Klasse 3
(0,4-0,6mm) nicht signifikant voneinander. In Klasse 3 konnte ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Welch-ANOVA, p=0,005). In Klasse 3 unterscheiden sich die Varianten
K_TT/AMP_TT und K_TL_T/AMP_TLT signifikant voneinander. Porree als Mischpartner hat
in diesem Versuch einen signifikanten Einfluss auf die Durchmesserklasse 3 von

Tomatenwurzeln.

100

80 -+
I 0-0,2 mm

/1 0,2-0,4 mm
I 0,4-0,6 mm
60 - @ 0,6-0,8 mm

—_ I 0,8-1,0 mm
5. EE 1,0-1,5 mm
Hl 1520mm
40 A [ <2,0mm
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Abbildung 26: Anteil der Durchmesserklassen 1 bis 8 an der gesamten Wurzellange in %. Werte aus
einfaktorieller ANOVA mit dem Faktor Behandlung (Welch-ANOVA, p<0,05).
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4.3. Mykorrhizierungsgrad

In den Abbildungen 28 und 29 sind Mykorrhizierungsstarke und Mykorrhizierungshaufigkeit
dargestellt. Die Haufigkeit zeigt die Anzahl der kolonisierten im Verhaltnis zu den nicht
kolonisierten Pflanzen wéahrend die Starke einen Eindruck dber die HoOhe der

Mykorrhizierung vermittelt.

In Abbildung 28 ist die Starke der Mykorrhizierung dargestellt. Die Auswertung zeigt
deutliche Tendenzen, ist statistisch jedoch nicht signifikant. Die Mykorrhizierungsstarke liegt
in den beiden Porreevarianten héher als in den Tomaten Varianten. Die durchgefiihrte
Welch-ANOVA (p=0,211) konnte allerdings keine Unterschiede aufzeigen. Die

Mykorrhizierung der Tomaten- und Porreepflanzen unterscheidet sich nur tendenziell.
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Abbildung 27: Mykorrhizierungsstarke (%) aller AMP Varianten (MW+S.E.). Signifikante Unterschiede sind
durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05). Porree ist durch schraffierte Saulen
gekennzeichnet.
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Die Auswertung der Mykorrhizierungshaufigkeit bezieht sich auf das Verhéltnis von
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen. In Abbildung 29 zeigt AMP+Fol_TL_L
die geringste Haufigkeit und AMP_TL L die hochste. Die statistische Auswertung der
Mykorrhizierungshaufigkeit zeigt signifikante Unterschiede (p= 0,027; Welch-ANOVA). Lauch

wird in Verbindung mit Fusarium signifikant seltener mykorrhiziert als Tomate.

80

Mykorrhizierungshaufigkeit [%]

Abbildung 28: Mykorrhizierungshaufigkeit (%) aller AMP Varianten (MW+S.E.). Signifikante Unterschiede
sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05). Porree ist durch schraffierte Saulen
gekennzeichnet.
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4.4. Fol Befallshaufigkeit und Befallsstarke

Befallshaufigkeit und Befallsstarke sind gangige Begriffe um die Wirkung eines Pathogens
auf die Pflanzenentwicklung darzustellen. Die Werte zu den Abbildungen wurden mit den in
Material und Methode beschriebenen Formeln errechnet.

In diesem Versuch lag die Befallshaufigkeit zwischen 42 % in Variante AMP+Fol_TL und 75
% in Variante Fol_TL (Abbildung 29). ). Die Auswertung mittels einfaktorieller ANOVA
(p=0,085) brachte keine signifikanten Ergebnisse. Tendenzen sind in Abbildung 29 zu
erkennen. In diesem Versuch wurden die Tomatenpflanzen der Porreevariante ohne AMP
am haufigsten von Fol befallen, die Tomaten der Porreevariante mit AMP hingegen am

seltensten.
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Befallshaufigkeit [%)]
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Abbildung 29: Befallshaufigkeit (%) der Pflanzen nach Fol Inokulation (MW%S.E.). Signifikante
Unterschiede sind durch Buchstaben gekennzeichnet (Welch-ANOVA, p<0,05).
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Die Befallsstarke lag zwischen 23 % in Variante Fol_TL und 31 % in Variante AMP+Fol_TL
(Abbildung 30). Die Befallsstarke in der Variante AMP+Fol_TL war tendenziell hoéher
ausgepragt, mittels einfaktorieller ANOVA konnten diese Daten aber statistisch nicht

abgesichert werden (p=0,725).
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Abbildung 30: Angabe der Befallsstérke (%) in den Fol Varianten
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4.5. Mikrokonidienkeimung

In Abbildung 33 wird die Wirkung der unterschiedlichen Behandlungsvarianten auf die
Mikrokonidienkeimung dargestellt. Die Sporenkeimtests wurden mittels Welch-ANOVA und

anschlieendem Games-Howell Post-Hoc-Test ausgewertet.

Bei der Auswertung ergaben sich signifikante Unterschiede (Welch-ANOVA, p=0,000).
Hierbei ergaben sich signifikante Abnahmen bei AMP_TT, AMP+Fol_TT, und
AMP+Fol_TL_L. Weiters war die Sporenkeimung in den beiden Negativkontrollen dH,O und
Acetat-Puffer signifikant erniedrigt. Als Positivkontrolle wurde CzDox verwendet, das sich

nicht signifikant von den Kontrollvarianten unterscheidet.
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Abbildung 31: Fol Mikrokonidienkeimung in den Wurzelexsudaten (MW+S.E.). Signifikante Unterschiede
werden durch Buchstaben markiert. Porree ist durch schraffierte Sdulen gekennzeichnet.

53



5. Diskussion

Ziel dieser Masterarbeit war es, einen Beitrag in der Erforschung von arbuskularen
Mykorrhizapilzen als nattrliche Gegenspieler zu Fol zu liefern. Die Forschung bezog sich auf
den Einfluss arbuskularer Mykorrhiza auf die Pflanzenentwicklung und den Pathogenbefall
von Tomaten durch Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. In der Regel besteht kommerziell
erhaltliches Mykorrhizainokulum aus einer Vielzahl unterschiedlichster Mykorrhizaarten. Fur
diese Arbeit wurde allerdings ausschlief3lich Inokulum von Funneliformis  mosseae

eingesetzt. Weiters wurde in dieser Arbeit ein neues Rhizoboxsystem getestet.

Im Wachstumsversuch wurden die Daten bei der Ernte erfasst und anschlie3end
ausgewertet. Bis auf wenige Ausnahmen konnten in der vorliegenden Untersuchung keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten festgestellt werden.
Mykorrhiza und Lauch hatten keinen Einfluss auf das Wurzelgewicht. Das Sprossgewicht
konnte nur in Verbindung mit Mykorrhiza und dem Mischpartner Porree in der Variante
AMP_TL_T signifikant gesteigert werden. Die Sprosslange wurde hingegen in der Variante
mit Mykorrhiza und Porree (AMP_TL_T) signifikant erhéht und in Variante mit Mykorrhiza,
Furarium und dem Mischpartener Tomate (AMP+Fol_TT) signifikant gesenkt. Der Einfluss
des Mischpartners Porree war zu erkennen, konnte aber nur fir das Sprossgewicht zwischen
AMP_TT und AMP_TL_T statistisch nachgewiesen werden. Ein mdglicher Biokontrolleffekt
durch AMP konnte aus den Wachstumsversuchen nur unzureichend abgeleitet werden. Die
geringen Einflisse von Funneliformis mosseae auf die Entwicklung der Pflanzen missen im
Zusammenhang mit der Mykorrhizierung betrachtet werden. Bei diesem Versuch konnten
nur geringe Mykorrhizierungsraten erreicht werden wodurch die Pflanzenentwicklung kaum
Unterschiede zwischen mykorrhizierten Pflanzen und Kontrollpflanzen aufwies. In der
Literatur wird Funneliformis mosseae BEG 12 mehrfach in Verbindung mit erhfhtem
Sprosswachstum erwahnt (Berta et al., 2002; Gamalero et al., 2002; Berta et al., 2005).
Sprosslange und Wurzelgewicht wurden in diesem Versuch jedoch nur in Verbindung mit
Lauch in Variante AMP_TL_T signifikant erhdht. In der Literatur wird die erhdhte
Néhrstoffaufnahme als einer der grof3ten Effekte von AMP beschrieben. Die hohere
Néahrstoffaufnahme resultiert aus der erhdhten, effektiven Wurzeloberflache, die durch das
Mykorrhizanetzwerk entsteht und dadurch einen vermehrten Kontakt zum Boden ermdglicht
(Smith und Read, 2010). Mykorrhizierte Pflanzen weisen ein héheres Gewicht auf und sind
langer als nichtmykorrhizierte Pflanzen (Hetrick et al., 1988). Im vorliegenden Versuch
konnten diese Effekte nur vereinzelt beobachtet werden. Garcia-Garrido und Ocampo (1988)
untersuchten die Wirkung von G. mosseae auf die Pflanzenentwicklung von mit E.

carotovora infizierten Tomaten. Dabei fanden sie heraus, dass weder das Gewicht der
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Pflanzen, noch die Wurzellange durch E. carotovora in mykorrhizierten Pflanzen gesenkt
werden konnten, in nicht mykorrhizierten Pflanzen hingegen schon. Davis und Menge (1981)
untersuchten diesen Effekt mit anderen, pathogenen Organismen. Sie konnten zeigen, dass
die Wirkung arbuskularer Mykorrhiza gegen Pathogene abhangig von der Hohe der
Pathogenpopulation ist. Hohe Populationen kénnen die Schutzwirkung von AMP
Uberwinden. Die Ergebnisse des vorliegenden Versuchs zeigten keine Schutzwirkung von
AMP gegentber Fol. Die Fol-Varianten unterschieden sich statistisch nicht von den
Varianten mit Fol und AMP.

Die gemessenen Wurzelparameter und deren Auswertung wurden durch eine optische
WinRhizo Analyse erganzt. Bei dieser Methode werden die Wurzeln optisch gescannt und
miteinander Verglichen. Caldwell (1987) beschreibt, dass die Bedeutung morphologischer
Parameter, wie Wurzellange und Wurzeldurchmesser fur die Nahrstoffaufnahme wesentlich
groBer sind als die physiologischen Aufnahmekapazitaten. Dies liegt daran, dass die
Nahrstoffnachlieferung im Boden durch Diffusion und Massenstrom limitierender ist als die
Aufnahmerate der Wurzeln. Insbesondere betroffen sind dabei immobile N&hrstoffe wie
Phosphor (Caldwell 1987). Der in dieser Studie verwendete arbuskuldre Mykorrhizapilz
Funneliformis mosseae ist dafiir bekannt, die Gesamtwurzellange, Wurzeloberflache und die
Anzahl der Wurzelspitzen von Tomatenpflanzen zu erhéhen (Gamalero et al., 2002). Dies
steht im Widerspruch zur vorliegenden Arbeit, in der keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Pflanzen nachweisbar
waren. Die veranderte Wurzelmorphologie ausgeltdst durch AMP hat einen Einfluss auf die
Anfalligkeit gegentber Wurzelfaule (Berta et al., 2002). Ein starker verzweigtes
Wourzelsystem von AMP-kolonisierten Pflanzen, eine Zunahme des Wurzeldurchmessers und
der spezifische Wurzellange sind dokumentiert (Schellenbaum et al.,, 1991; Berta et al.,
1993). Schdnbeck (1979) beschreibt ein verstarktes vaskulares System bei AM inokulierten
Pflanzen, das durch seine hohere mechanische Belastbarkeit das Eindringen von
Pathogenen erschwert. Die Auswertung dieses Versuches ergab keine signifikanten
Unterschiede in Wourzellange, Wurzeldurchmesser und Wourzeloberflache. Die drei
gemessenen Parameter konnten also durch AMP und Fol nicht signifikant beeinflusst
werden. Die Wurzellange wurde durch Fol tendenziell reduziert und durch Lauch tendenziell
erhdht, konnte statistisch aber nicht nachgewiesen werden. Vor allem in den Fol-Varianten
waren die Daten sehr weit gestreut, was den Nachweis von Unterschieden deutlich
erschwerte. Die Auswertung der Wurzeloberflache verhielt sich gleich der Wurzellange. Die
Auswertung des Wurzeldurchmessers zeigte keine Unterschiede oder Tendenzen. Weiter

wurden Wurzeldurchmesserklassen gebildet und miteinander verglichen. Bei dieser Methode
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wurde der Wurzeldurchmesser in Klassen eingeteilt und in Beziehung zur gesamten
Wurzellange gesetzt. In Klasse 3 (0,4-0,6 mm Wurzeldurchmesser) unterscheiden sich die
Varianten K_TT/AMP_TT und K_TL_T/AMP_TLT signifikant voneinander. Porree als
Mischpartner hat in diesem Versuch einen signifikanten Einfluss auf die Durchmesserklasse
3 von Tomatenwurzeln. Dieses Ergebnis zeigt sich in einer signifikanten Abnahme der
Tomaten-Wurzelmasse der Klasse 3 in der Variante Kontrolle/Mykorrhiza mit Porree zu
Gunsten einer deutlichen aber nicht signifikanten Zunahme der Wurzelmasse in Klasse 1
dieser Variante. Dies bedeutet einen hoheren Anteil an sehr feinen Wurzeln in der Variante
mit Lauch im Vergleich zur Variante mit Tomate in Reinkultur. Der hohere Anteil an
Feinstwurzeln kann einen wesentlichen Unterschied bei der Nahrstoffbereitstellung
darstellen und somit die Pflanzengesundheit und deren Widerstandskraft gegenlber

Pathogenen positiv beeinflussen.

Die Hohe der Mykorrhizierung der einzelnen Pflanzen wurde manuell ausgezahilt. Die
Ergebnisse der Mykorrhizierung zeigen deutlich, dass es bei diesem Versuch eine geringe
Kolonisierung der Pflanzen durch Funneliformis mosseae gab. Trotz ausreichender Zugabe
des Inokulums in jedes Pflanzloch konnten nur geringe Mykorrhizierungsgrade erreicht
werden. Ein groRer Teil der Pflanzen (60 %) wurde nicht mykorrhiziert und die
durchschnittliche Mykorrhizierung der Tomaten lag bei unter 4 %. Der Lauch wurde besser
mykorrhiziert. Statistisch nachweisbar war dieser Trend jedoch nicht. Die geringe
Mykorrhizierung lag mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Qualitat des zugekauften
Inokulums. Die geringe Mykorrhizierung durch Funneliformis mosseae kann neben der
Qualitat des Inokulums noch weitere Griinde haben. Pinior et al. (1999) fanden heraus das
Exudate von Funneliformis mosseae kolonisierten Gurken-Wurzeln Molekule enthalten, die
hemmend auf weitere Kolonisierung durch AMP wirken. Eine entscheidende Rolle in der
Mykorrhizierung von Pflanzen spielt die Nahrstoffversorgung. Niedrige
Kohlenhydratkonzentrationen im Boden fihren unter Verhaltnissen mit wenig Licht zu
verringerten Mykorrhizierungsraten. Weiters fungieren die bereits etablierten AMP in den
Wurzeln als Sink wodurch fir nachfolgende Arten weniger Kohlenhydrate zur Verfiigung
stehen (Hayman, 1983; Smith and Read, 1997). Unter normalen Wachstumsbedingungen
sollten die Kohlenhydrate keinen limitierenden Faktor fir die Kolonisierung durch AMP
darstellen (Vierheilig et al., 2000). Die Qualitat eines Inokulums wird durch das sogenannte
Inokulum Potential (IP) ausgedriickt. Diamond und Horsfall (1960) definierten das IP als
Potential einer bestimmten Inokulummenge, Wurzelinfektionen unter standardisierten
Bedingungen auslésen zu kdnnen. Besonders in den ersten 30 Tagen nach Inokulation wird

die Mykorrhizierung durch IP beeinflusst (Menge et al., 1985). Kommerziell erhaltliches
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Inokulum enthdlt in den meisten Fallen ein Gemisch aus Erde, infizierten Wurzelstucken,
Myzel und Sporen, was eine genaue Dosierung unmoglich macht (Liu et al., 1994). Eine
Maoglichkeit die Mykorrhizierungsrate zu erh6hen ware es, Funneliformis mosseae selbst zu
kultivieren oder AMP Chlamydosporen aus dem Inokulum auszuwaschen und die Pflanzen
durch eine Sporensuspension zu infizieren. Diese Sporensuspension konnte auf eine
definierte Sporenkonzentration eingestellt werden und entsprache somit immer dem
gleichen Standard. Das Inokulum sollte vor Versuchsbeginn auf dessen Potential getestet

werden.

Um den Fusarium-Befall zu bestimmen wurde bei der Ernte eine Fusarium-Bonitur
durchgefihrt. Diese Bonitur wurde durch Daten der Rickisolation erganzt und ausgewertet.
Befallshaufigkeit und Befallsstarke wurden errechnet. Interessanterweise verhalten sich die
Ergebnisse genau gegenlaufig. Die geringste Befallshaufigkeit mit 41 % konnte in
AMP+Fol_TL nachgewiesen werden und die hochste mit 75 % in Fol_TL. Bei der
Befallsstarke hingegen lagen die Werte zwischen 23 % in Fol_TT und 31 % in AMP+Fol_TL.
Die statistische Auswertung zeigte keine Signifikanzen. Der mittlere Boniturwert in Variante
AMP+Fol_TL_T liegt zwar tendenziell niedriger, auf Grund der grof3en Streuung der Daten
ist das Ergebnis jedoch nicht signifikant. Die Inokulation mit Fol erfolgte durch Einlegen der
Wourzeln in eine Sporensuspension und war hdchst erfolgreich. Bei den meisten Pflanzen
war eine Fol Infektion bereits von aufR3en zu erkennen. Diese waren im Wachstum gehemmt,
verloren ihre Blatter oder welkten bereits. Einige Pflanzen verhielten sich entgegen dieser
Symptombeschreibung. Es handelte sich dabei um infizierte Pflanzen deren Wachstum sich
nicht von dem der Kontrolle unterscheiden liel? obwohl deren Xylem so stark verbraunt war,
dass sie eine hohe Boniturnote erhielten. Eine Reduktion der Fusarium Infektion durch
Einsatz von AMP wie bei (Dehne und Schoénbeck, 1979; Akkodpri und Demir, 2005;

Steinkellner et al., 2012), konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Sporenkeimtestes zeigten eine signifikante Abnahme der
Mikrokonidienkeimung von Fol in den Varianten mit AM und Tomate als Mischpartner. In der
Literatur finden sich unterschiedliche Ergebnisse zu diesem Thema. So konnten bereits in
mehreren Studien Biokontrolleffekte von AM und damit verbundene Abnahmen der Fol-
Sporenkeimung nachgewiesen werden (Akkopri und Demir, 2005). Ergebnisse von
Scheffknecht et al. (2006) zeigten hingegen eine deutliche Zunahme der Fol-
Mikrokonidienkeimung in Wurzelexsudaten von mykorrhizierten Tomaten feststellen. Zu

deren Uberraschung konnten Scheffknecht et al. (2006) in der gleichen Studie gegenteilige
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Beobachtungen bei Wurzelexsudaten von nicht mykorrhizierten Wurzeln, mykorrhizierter
Tomatenpflanzen machen. In diesen Fallen war die Mikrokonidienkeimung im Vergleich zu
den nicht mykorrhizierten Kontrollpflanzen signifikant geringer. Interessant sind diese
Ergebnisse im Zusammenhang mit der vorliegenden Studie. Die geringe Mykorrhizierung
fuhrte demnach dazu, dass die Mikrokonidienkeimung signifikant reduziert wurde. Dieser
Effekt ist wahrscheinlich auf die verdnderte Mikroorganismenzusammensetzung der
Rhizosphéare zuriickzufihren. Marschner und Baumann (2003) konnten diese Veréanderung
der Mikroorganismengesellschaft zwischen mykorrhiziertem und nicht mykorrhiziertem Mais
nachweisen. Neben den Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukten spielen
chemische Signale beziehungsweise Abwehrstoffe der Pflanzen eine wichtige Rolle bei der
Etablierung von Pathogenen. Mykorrhizapilze sind in der Lage physiologische und
biochemische Veranderungen in Pflanzen und der Rhizosphare auszulésen. Sylvia und
Sinclair (1983) konnten eine erhdhte Produktion von phenolischen Substanzen nach
erfolgreicher Mykorrhizierung feststellen. Phenole dirften eine wichtige Rolle in der
Resistenz gegenuber Pathogenen spielen (Morandi, 1987). Dehne et al. (1978) berichten
Uber zunehmende Konzentration an Chitinase in mykorrhizierten Wurzeln. Chitinase ist fur
seine fungizide Wirkung bekannt. Die Rhizosphare und vor allem die mikrobiologische
Gemeinschaft wird ebenfalls durch AMP beeinflusst (Marschner et al., 2001). Harrier und
Watson (2004) berichten Uiber eine unterschiedliche Anzahl an Pseudomonaden, anaeroben
Bakterien, Streptomyces Arten und Chitinase produzierenden Actinomyceten in Abhéngigkeit
vom verwendeten AMP Isolat und der Wirtspflanze. Die Interaktionen zwischen AMP und
anderen pathogenen als auch nicht pathogenen Bodenorganismen ist sehr komplex und
bedarf einer vermehrten Forschung um diese Zusammenhénge genauer verstehen zu

koénnen.

Rhizoboxsysteme erleichtern die Untersuchung der Interaktionen zwischen Wurzeln und
Mikroorganismen, Mykorrhizapilzen beziehungsweise Nahrstoffen durch Einschrankung des
Wurzelwachstums (Hylander, 2002; Neumann et al., 2009). Die einzelnen Abteile der
Rhizobox kdnnen unterschiedlichsten Versuchsaufbauten dienen. Als System mit Wurzel, die
auf zwei Kammern aufgeteilt werden (Split root System) wird dieses bereits in der
Erforschung von Rhizobien eingesetzt. Eine weitere Anwendungsmdglichkeit ist die
Belegung zweier durch ein Nylonnetz getrennter Kammern durch unterschiedliche
Pflanzenarten. Dies wird als Mischkulturfihrung (Intercropping) bezeichnet (Neumann et al.,
2009). Der vorliegende Versuch wurde als Mischkultur in Rhizoboxen angelegt um die
Kulturflhrung als Rhizobox-System zu untersuchen. Das System zeigte Starken und

Schwachen. Der Wurzelraum sollte im Gegensatz zu Topfversuchen durch das Netz
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zwischen zwei Pflanzen klar voneinander abgetrennt sein. Die Wurzeln waren jedoch
teilweise in der Lage durch feinste Rillen zwischen den einzelnen Kammern
durchzuwachsen. Wird dieses Problem behoben, stellt dieses System eine gute Moglichkeit
dar Interaktionen zwischen Pflanzen beziehungsweise Mykorrhiza und Pflanzen zu
untersuchen. Obwohl Rhizobox-Systeme eine wiederholte, zerstdérungsfreie Messung der
Wourzelentwicklung und Rhizospharenprozesse erlauben durfen die Nachteile gegenuber
Gefal3versuchen nicht auf3er Auge gelassen werden (Neumann et al., 2009). Vor allem der
begrenzte Wurzelraum stellt ein Problem dar.

Die Erforschung der genauen Prozesse vor, beziehungsweise nach erfolgter AMP Infektion
der Pflanze sollte zum besseren Verstandnis der Wirkung von AMP eines der Hauptziele der
Mykorrhizaforschung  sein. Das Potential  arbuskularer  Mykorrhizapilze  als
Biokontrollagenzien zu werden ist durchaus vorhanden und kann in Zukunft durch besseres

Verstandnis hoffentlich gezielter eingesetzt werden.
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6. Zusammenfassung

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ist einer der weltweit bedeutsamsten
Tomatenkrankheiten und verursacht jahrlich enorme wirtschaftliche Schaden. Bei starkem
Befall kann es zu totalem Ernteverlust kommen. Daher muss die Erforschung dieser
Krankheit und in weiterer Folge die Entwicklung von Behandlungsmdéglichkeiten, ein

vordringliches Ziel der Wissenschaft sein.

Ziel dieser Arbeit war es, den arbuskularen Mykorrhiza Pilz Funneliformis mosseae auf
dessen Biokontrollwirkung zu testen. Der Versuch wurde als Dualkultur in Rhizoboxen
angelegt und in doppelter Wiederholung durchgefilhrt. Getestet wurden Tomaten in
Reinkultur und Tomaten mit dem Mischpartner Porree. Bei diesem Versuch handelte es sich
um einen Glashausversuch, der als Rhizobox-System angelegt wurde. Die Pflanzen wurden
Uber einen Zeitraum von sechs Wochen kultiviert und anschlieRend hinsichtlich
Fusariumbefall, Wurzelgewicht, Sprossgewicht und Sprosslange untersucht. Gleichzeitig
wurden Wurzelproben enthommen und auf deren Mykorrhizierungsgrad untersucht. Der
zweite Aufgabenbereich bestand darin Wurzelexsudate auf deren Wirkung gegen Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici zu testen.

Die Ergebnisse zu den Wachstumsvergleichen ergaben nur geringe Unterschiede zwischen

den Varianten. Signifikanzen konnten jedoch vereinzelt festgestellt werden.

Signifikante Ergebnisse gab es bei den Sporenkeimtests. Hier konnte die Keimung von Fol
Mikrokonidien in den Varianten Tomate/Tomate mit Mykorrhiza, Tomate/Tomate mit
Mykorrhiza und Fol , und Tomate/Porree mit Mykorrhiza und Fol signifikant reduziert werden.
Die Reduktion der Mikrokonidienkeimung in der Variante Tomate/Porree wurde in
Wourzelexudaten des Porree gemessen. In der Literatur finden sich unterschiedliche
Ergebnisse bei Sporenkeimtests mit Fol. Um den Ausldser dieser Reduktion zu finden bedarf
es weiterer Studien. Méglicherweise findet man Substanzen in den Wurzelexsudaten, die in

Zukunft zur biologischen Kontrolle eingesetzt werden kénnen.

Das Thema wird auch noch in Zukunft die Wissenschaft herausfordern und bis zuverlassige
Antagonisten oder Stoffwechselprodukte dieser in der biologischen Kontrolle Einzug finden,

wird noch ein weiter Weg zuriickzulegen sein.
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Begriffserklarungen

Fol Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Fs Fusarium solani f.sp. pisi

Fv Fusarium verticillioides

Fg Fusarium graminearum

Fp Fusarium pseudograminearum

AMP arbuskulare Mykorrhiza Pilz(e)

CMNs gemeinschaftliches Mykorrhizanetzwerk

PCR Polymerase Chain Reaction

PDA Potato Dextrose Agar

CzD Czapek Dox Agar

Uv-C elektromagnetische Strahlung kirzer als 280 nm
SAR systemisch aktivierte Resistenz

-P Dinger Diinger ohne Phosphor

TT Tomate mit Tomate als Mischpartner

T/L Tomate mit Lauch als Mischpartner

BBCH Skala die Auskunft Gber das morphologische Entwicklungsstadium

einer Pflanze gibt
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