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2. Zusammenfassung

Im Rahmen des vorliegenden Projektes wurden Fermentations- und Formulierungsverfahren fur endophy-
tische, entomopathogene Nutzpilzisolate entwickelt. Dazu wurde im Géttinger Umland ein breites Iso-
latscreening durchgefiihrt. Die gefundenen Isolate wurden aufgrund ihrer Fahigkeit Tenebrio molitor Larven
(Mehlkaferlarven), verschiedene Agriotes spp. Larven (Schnellkafer) sowie Leptinotarsa decemlineata
(Kartoffelkafer) Larven in vitro abzutdten selektiert. Besonders gute Resultate, fur alle Schadinsekten, wur-
den mit dem Metarhizium brunneum Isolat CB15Ill erzielt. Es zeigte sich zudem, dass dieser Pilz generell
in der Lage war, Kartoffelknollen endophytisch zu besiedeln und in neuwachsendes Gewebe einzuwan-
dern. In keiner der untersuchten Proben konnten durch den Pilz induzierte potentiell toxische Destruxine
nachgewiesen werden.

Alle eingesetzten Metarhizium Isolate (Bipesco5 und CB15 lll) konnten erfolgreich im Fermenter kultiviert
werden, wobei sich die Biomasseform des Myzels fur die spatere Anwendung bzw. Formulierung als am
besten geeignet herausstellte. Eine maximale Ausbeute von fein-disperser Myzelbiomasse konnte mit ei-
nem Medium basierend auf 7,5% Glukose, 4% ANiPept, 7% PEG 200 und 1% Kartoffelstarke erreicht
wurde. In Scale-up Experimenten wurde zudem durch eine Verringerung der Gel6éstsauerstoffkonzentration
die Bildung von fein-dispersem Myzel und Hyphenfragmenten weiter geférdert und zuséatzlich eine Aggre-
gation von Hyphen zu Pellets inhibiert.

In Gewéachshausversuchen wurde das Isolat CB 15 Il gegen die Larven des Kartoffelkafers getestet. Die
Ergebnisse aus diesem Versuch machten deutlich, dass eine Knollenbehandlung zur Bekdmpfung des
Kartoffelkafers am erfolgversprechendsten war. Anschliel3end wurde fir dieses Isolat eine technische For-
mulierung mit dem Ziel entwickelt, die Pflanzen optimal in allen Geweben endophytisch zu besiedeln. Hier-
fur wurde der Einfluss einer Vielzahl von Parametern wie Kulturalter, Polyolgehalt, Zugabe von Enzymen
zur besseren Penetrierung der Zellwand, Trocknungs- bzw. Lagerfahigkeit aber auch Einfluss des Bodens
untersucht. Die zur Kolonisierung am besten geeignete Formulierung bestand aus einem Pektinamid als
Matrix, Cellulose als Fll- und Néahrstoff, Starke und autoklavierter Backerhefe als Nahrstoff sowie dem
Enzym Cellulase.

Neben den Experimenten mit Schadinsekten wurden im Gewachshaus noch weitergehende Versuche zur
pflanzenwachstumsstimulierenden Wirkung des verkapselten Endophyten durchgefiuihrt. Hier zeigten sich
mehrere positive Effekte der entwickelten Formulierung. So konnte die Pflanzenbiomasseproduktion signi-
fikant gesteigert werden, die Formulierung des Pilzes fiihrte zu groReren Blattflachen, die Pflanzennéhr-
stoffversorgung mit Stickstoff und besonders mit Phosphor war signifikant verbessert. Daraus liel3 sich
ableiten, dass das Isolat nicht nur gute entomopathogene Eigenschaften zeigt, sondern zuséatzlich noch die
Pflanze in ihrem Wachstum stéarken kann.

Die Formulierung wurde im Freiland in praxisnahen Versuchen an Kartoffeln gegen einen Drahtwurmbefall
getestet. Aufgrund widriger Umweltbedingungen sowie mangelndem bzw. zu hohem Infektionsdruck
konnte eine Wirkung jedoch nicht ausreichend nachgewiesen werden. In einem weiteren Feldversuch ge-
gen den Kartoffelkéfer zeigen die Ergebnisse von beiden Feldern jedoch, dass eine Knollenbehandlung mit
dem M. brunneum lIsolat CB 15 Il einen reduzierenden Effekt auf die Populationsentwicklung der Kafer
hatte.

3. Bericht

3.1 Anlass und Zielsetzung des Projektes

Die Entwicklung und Anwendung von neuen und effektiven Pflanzenschutzstrategien gegen
Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschadlinge ist eine der stetigen und zentralen Herausforderungen fir die
Agrarforschung. Probleme, die durch Resistenzen oder neu eingeschleppte Schadlinge auftreten, erfordern
innovative Anséatze mit neuen Wirkmechanismen. Die von den Verbrauchern und der Politik gewiinschte
nachhaltige Landwirtschaft erfordert zudem eine breitere Einbeziehung von biologischen
Bekampfungsverfahren in die Nahrungsmittelproduktion. Zudem sind in den letzten Jahren Formulierungen
mit mehr als einer Funktion von besonderem Interesse (,added value®) geworden. So ist es vorteilhaft,
wenn ein Pflanzenschutzmittel auch eine Pflanzenwachstumssteigernde Funktion aufweist.

In dem Projekt ,Biologischer Pflanzenschutz mit innovativen Formulierungen von endophytischen
entomopathogenen Pilzen gegen Schadinsekten“ wird die Entwicklung einer innovativen und vielfaltig
einsetzbaren Pflanzenschutzstrategie gegen verschiedene Schédlinge weiterentwickelt. Dabei sollte das
endophytische Wachstum entomopathogener Pilzisolate genutzt werden (Pilze, die spezifisch Insekten
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abtéten und im Inneren von Pflanzen wachsen), um verschiedene Kulturpflanzen systemisch und dauerhaft
vor herbivoren Insekten zu schitzen. Bisher in den Arbeitsgruppen von Prof. Vidal und Prof. Patel
erarbeitete Grundlagen zum Wachstum dieser Pilzisolate im Pflanzengewebe und zur Wirkung gegenuber
verschiedenen Schadlingsarten wurden vervollstédndigt und validiert, um das Innovationspotenzial dieser
Strategie fur eine Produktentwicklung mit deutschen Pflanzenschutzfirmen nutzbar zu machen.

3.2 Darstellung der Arbeitspakete und der angewandten Methoden

Uber ein Screening, das spezifische endophytische entomopathogene Pilzisolate (EEPs) fur die
Kulturpflanzen Kartoffel und Tomate definiert, wurden optimierte Isolate auf kostengiinstigen Medien der
Agrarindustrie vermehrt. Die pilzliche Biomasse wurde zur Erhéhung der Handhabbarkeit, Lagerfahigkeit
und verbesserten Etablierung der endophytischen Pilze in den Kulturpflanzen in spritzbare Formulierungen,
Kapseln oder Saatgut-Coatings eingearbeitet. In begleitenden Wirksamkeitstests wurde die erfolgreiche
Besiedlung der Kulturpflanzen mit den Pilzen validiert und gewebespezifisch Uiber g-PCR quantifiziert sowie
jeweils die Mortalitatsfaktoren der herbivoren Schadinsekten ad planta erhoben. Das technische und
wirtschaftliche Potenzial dieser innovativen Pflanzenstrategie wurde in Gewachshaus- und
Freilandversuchen mit verschiedenen Kulturpflanzen evaluiert und die spezifischen Anwendungsbereiche
identifiziert. Das FlieBschema und der Zeitplan des Projektes ist in Abbildung 1 bzw. Abbildung 2
visualisiert.

Endophytische entomopathogene Pilzisolate

A

AP 1 Screening von endophytischen Pilzisolaten:

Wirksamkeit, Quantifizierung in planta

\4

Ausgewahlie Pilzisolate

v

AP 2 Entwicklung von Anzuchtverfahren AP 3 Wirksamkeitstests (Labor-, Gewachs-
(FH, EN) hausversuche) (UG, FH)

\4 \/

Wirksame Biomasse

AP 4 Entwicklung technischer Formulierungen AP 5 Quantifizierung und Mykotoxin-
(FH, EN) Charakterisierung in planta (UG)

v \4

Ausgewahlte Formulierungen

v

AP 6 Praxisnahe Versuche
(FH, UG, EN)

\ 4

Wirksame Formulierungen

Abbildung 1. FlieRschema zum Ablauf des Projektes ,Biologischer Pflanzenschutz mit innovativen Formulierungen
von endophytischen entomopathogenen Pilzen gegen Schadinsekten®.
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Abbildung 2. Zeitplan des Projektes ,Biologischer Pflanzenschutz mit innovativen Formulierungen von endophytischen entomopathogenen Pilzen gegen Schadinsekten



4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse des Arbeitspaketes 1: Screening von endophytischen Pilzisolaten:

Wirksamkeit, Quantifizierung in planta

41.1

Screening von endophytischen Pilzisolaten

Die fur das Screening verwendeten Pilzisolate wurden aus dem Gottinger Umland isoliert. Daflir wurden
Bodenproben sowohl von einer ackerbaulich bewirtschafteten Flache, als auch von einer Griinlandflache
entnommen. Zur Isolierung wurden die Proben aufgeschwemmt und auf selektives Medium ausplattiert.
Das Medium wurde durch die Hinzugabe von Antibiotika und Fungiziden fur die Selektion von Metarhizi-
um spp. optimiert. Pilzkolonien wurden aufgrund morphologischer Merkmale selektiert und in mehreren
Schritten von Kontamination (z.B. Pilze) gereinigt. Von jedem Isolat wurde ein Backup erstellt und bei
-80°C eingefroren. Im Folgenden werden die Isolate mit der Probenbezeichnung benannt, die sich aus dem
Ort der Probenentnahme herleiten lasst. So stammt ein Metarhizium Isolat mit der Bezeichnung ,C, a16*
von einer Ackerflache und dort aus dem 16ten Entnahmepunkt des Transekts ,A“ (Abbildung 3).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 M1

12

13

17 18 19 20

T ktA - —————"
ranse!
10m 5m
Transekt B ———u —r——
Transekt C ———" ——— >
Transekt D — S —— %
<
100 m

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Probenentnahme, die sowohl auf einer Griinlandflache (G) als auch auf

einer Ackerflache (C) durchgefihrt wurden.

M. brunneum ARSEF 988
Ge2ll Goettingen
M. brunneum ARSEF 4152
M. brunneum ARSEF 6392
M. brunneum ART2825
Gb12I Goettingen
Gc11] Goettingen
M. brunneum ARSEF 2107
“_{ M. brunneum ARSEF 3826

M. brunneum ARSEF 4154

Gd2I Goettingen
M. brunneum Ma714
M. brunneum BIPESCOS
M. brunneum ARSEF 5198
Cb15lll Goettingen

| Ca16l Goettingen

Cchl Goettingen
Ge5l Goettingen
Gabl Goettingen
M. anisopliae ARSEF 7450
M. anisopliae ARSEF 7487
M. anisopliae ARSEF 6347
M. pingshaense ARSEF 7929
M. pingshaense CBS 257 .90
M. robertsii ARSEF 727
M. robertsii ARSEF 2575
M. guizhouense ARSEF 4321
M. guizhouense CBS 258.90
M. majus ARSEF 2308
M. majus ARSEF 1914
M. majus ARSEF 4566

E M. lepidictae ARSEF 4587
M. lepidiotae ARSEF 7488

M. globosum EF1a ARSEF 2596
|: M. acridum ARSEF 324
M. acridum ARSEF 7486

| Cd7l Goettingen

I M. flavoviride var. flavoviride ARSEF 2133/ CBS 218.56

002

Alle Isolate wurden zur Sequenzierung und
eindeutigen Bestimmung an die
LAgroscope® nach Zirich geschickt. Die
Sequenzierung ergab, dass es sich bei den
isolierten Stammen mehrheitlich um Isolate
des Pilzes Metarhizium brunneum handelt (

Abbildung 4).

Fur das Screening wurden in einem ersten
Schritt acht Isolate auf ihre generellen
entomopathogenen  Eigenschaften  hin
untersucht. Dafur wurden
Sporensuspensionen der jeweiligen Isolate
angesetzt und tiber Tenebrio molitor Larven
(Mehlkaferlarven) gegossen, welche sich in
einem  Erde-Vermiculit-Gemenge  (5:1)
befanden (Abbildung 5A).
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Abbildung 4 Hierarchische Clusteranalyse der isolierten
Metarhizium Isolate aus dem Géttinger Umland
(AG Dr. Enkerli, Agroscope, Zurich, Schweiz)

Abbildung 5. (A): T. molitor Larven in einem Plastikschéalchen mit Erde/ Vermiculit Gemenge (5:1), (B): T. molitor
Larven mit ausgepragter Mykose, ausgeldst durch den Befall mit Metarhizium spp.

Zusatzlich wurde eine Gruppe von Larven mit dem bereits bekannten Isolat Metarhizium brunneum
ART2825 behandelt. Abgestorbene Larven wurden Uber einen Zeitraum von 20 Tagen in regelméafigen
Abstanden aus den Versuchen entfernt und in einem Inkubator gelagert, um ein Auswachsen des Pilzes
(Mykose) zu begunstigen und dadurch eine Infektion mit dem Pilz nachzuweisen (Abbildung 5B).

Die Daten zeigten, dass besonders die Stamme aus der Ackerflache sehr aggressiv waren und die Larven
innerhalb von sieben Tagen abgetttet wurden. Das bisher bekannte Isolat ART 2825 konnte in diesem
Versuch erst ab dem 18ten Tag die Anzahl von vitalen Larven signifikant reduzieren (Abbildung 6). Isolate
die innerhalb von elf Tagen die Anzahl an Larven signifikant reduzieren konnten, wurden als ,besonders
wirksam® eingestuft und wurden fur das weiterfihrende Screening verwendet.

Kontrolle
caite
[CEREY
cbisll
M.b. ART 2825
Gboll
Ge2ll
Ge5l
casll
[RERT

Mittelwert vitaler Larven + SF
N

Abbildung 6. Mittelwert der vitalen Larven + SF (Standardfehler) nach Tagen: 0= Versuchsbeginn, 20= Ende des
Versuchs. (*) zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu Kontrollgruppe an, p < 0,05 (Dunnett-post-hoc-Test)

4.1.2 Entwicklung eines Screening-Verfahrens

Fur die Untersuchung auf endophytische und entomopathogenen Eigenschaften der Isolate wurde nach
mehreren Vorversuchen ein auf Petrischalen basierendes Screening-System ausgewahlt. Mit diesem Ver-
fahren sollen sowohl endophytisches Wachstum als auch die entomopathogene Wirkung der Isolate nach-
gewiesen werden.
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Fur das Screening wurden abgeschnittene Tomatenblétter (Var. Ruthje) in praparierte Petrischalen gesetzt
und mit einer Nahrldsung (Wasser + div. Nahrsalze) zur Wurzelbildung angeregt. Hierfur wurden zwei Pet-
rischalen Ubereinandergestellt und in den Deckel der unteren und den Boden der oberen jeweils zwei
2,5 mm grof3e Locher gebrannt. Durch eines dieser Lécher konnte dann der Sténgel des Blattes gesteckt
werden (Abbildung 7A). Durch das zweite Loch kann das Blatt wahrend des Versuches mit Nahrlésung
versorgt werden. Nach ca. zwei bis drei Wochen wurden von dem Blatt neue Wurzeln gebildet (Abbildung
7B).

Abbildung 7. (A): Abgeschnittenes Tomatenblatt in praparierten Petrischalen, (B): aus dem Tomatenblatt
auswachsende Wurzeln.

Sobald ein neues Wurzelsystem ausgebildet worden war, wurde mit einer Pipette 200pl einer Sporensus-
pension (1 x 10% Sporen/ml) durch das ,Versorgungsloch“ gegeben. Fir den ,1. Petrischalenversuch®
wurde eine L1 T. absoluta Larve auf jedes Blatt abgelegt, fir den ,2. Petrischalenversuch® waren es zwei
Larven. Nach der Verpuppung wurden die vitalen Puppen ausgezahlt, oberflachensterilisiert und in sterile
Petrischalen Uberfuhrt. Zehn Tage nach der Bonitur wurden die geschlupften adulten Motten ausgezahlt
und abgestorbene Puppen auf Anzeichen einer Mykose untersucht. Es konnte keine direkte Infizierung der
Larven durch eines der Isolate nachgewiesen werden. Es konnten leichte Effekte auf den Schlupf der
Adulten gezeigt werden, die allerdings nicht signifikant waren (Abbildung 8). Da auch in einem
weiterfihrenden Versuch keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden konnten (siehe: AP 3.1), wurde das
Vorhaben M. brunneum Isolate endophytisch gegen T. molitor Larven einzusetzen aufgeben. Aus diesem
Grund wurde ein neuer Screening-Durchgang durchgefiihrt, der sich auf Schadlinge an Kartoffeln
konzentriert hat.
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25
B Bei Bonitur vital ‘ Abbildung 8. Ergebnisse des
Il Adulte -> 10 Tage nach Bonitur “2 Petrischalenversuches®. In
20 | grun sind die vitalen Larven und

Puppen dargestellt, die bei der
Bonitur gefunden wurden. In rot
sind die vitalen adulten Motten
1,5 ~ dargestellt, die zehn Tage nach
der Bonitur geschlupft sind. Zu
sehen ist der Mittelwert + SE

10 A (Standardfehler).

0,5

Vitale T. absoluta Larven/ Adulte + SF

0,0

C C,a16 C,b151V
Behandlungen

G,c2ll

Wahrend des zweiten Screening-Durchganges wurden die M. brunneum Isolate Ge2ll aus dem Grinland
und Cb15lIIl aus dem Ackerland auf ihre Wirksamkeit gegen Agriotes Arten getestet. Hierfur wurden Agrio-
tes-Larven der Spezies A. sputator, A. obscurus und A. lineatus zunéchst vereinzelt und anschlieend in
einem 50 ml Zentrifugenrohrchen mit Erde-Vermiculit (5:1) Gemisch gehalten. Zu dem Substrat wurden
entweder eine Sporensuspension des Isolates Cb15l1l oder Gc2ll hinzugegeben. Sowohl die Sterblichkeit
als auch die Mykoserate wurde wahrend des Versuchszeitraumes regelmafiig Uberpruft.

Es konnte gezeigt werden, dass das M. brunneum Isolat Cb15lll die hdchste Aggressivitat (Mortalitat) ge-
geniber allen getesteten Agriotes-Arten aufweist. So sind 50% der A. obscurus Larven bereits nach 16 +
1,55 Tagen abgestorben und zeigten in 87,5% der Falle eine Mykose (Tabelle 1).

Tabelle 1 LTso in Tagen (Median + Standartfehler (SE) und 95% oberes und unteres Konfidenzintervall
(CD), Mortalitat und Mykoserate (beides in %) von Agriotes lineatus, A. obscurus und A. sputator nach der
Inokulation mit M. brunneum (Isolat: Cb15IIl und Gc2ll) (Kaplan-Meier survival analysis (log-rank test);
Kleinbuchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen von Agriotes Arten an
(Holm-Sidak pairwise tests (a = 0.05)).

Behandlung A. lineatus

LTso 95 % ClI

Median + SE Lower Upper Mortalitét Mykose Rate
Cb15slll a 21+7.74 5.82 36.05 70% 43%
Ge2ll ab n.a. 30% 33%
Kontrolle b n.a. 20% 0%

A. obscurus

LTso 95 % ClI

Median = SE Lower Upper Mortalitét Mykose Rate
Cb15lll a 16 + 1.55 11.85 46.95 90% 88%
Ge2ll b n.a. 30% 50%
Kontrolle b n.a. 20% 0%

A. sputator

LTso 95 % ClI

Median + SE Lower  Upper Mortalitat Mykose Rate
Cb15lll a 18 £ 15.02 19.51 56.09 90% 100%
Ge2ll a 50 + 17.39 22.01  67.39 70% 60%

10
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Kontrolle b n.a. 20% 0%

n.a. not available

Aufgrund der guten Wirksamkeit des Isolates Cb15lll wurde dieses in einem dritten und abschlieRenden
Versuch gegen die Larven und adulten Kéfer des Kartoffelkafers (Leptinotarsa decemlineata) getestet. Fur
den Versuch wurden sowohl Lz Larven als auch adulte Kéfer einzeln in mit Filterpapier ausgekleideten
Petrischalen mit einem Durchmesser von 60 mm gehalten und taglich mit frischen Kartoffelblattern geft-
tert. Die Tiere wurden zu Beginn des Versuchs mit einer Sporensuspension Ubergossen, die wahrend des
gesamten Versuches in der Petrischale verblieben ist. Die Ergebnisse zeigen, dass alle mit Cb15lIl inoku-
lierten Larven innerhalb von 21 Tagen absterben (LTso Wert: 10 Tage * 0,78) (Abbildung 9). Aul3erdem
konnte bei 90% der abgestorbenen Larve ein Auswachsen des Pilzes beobachtet werden. Adulte Kafer
haben wahrend des Versuchszeitraumes nicht auf die Behandlung mit der Sporensuspension reagiert.

10 - ol Abbildung 9 Uberlebensrate von Kartoffelkaferlarven nach
Behandlung mit einer M. brunneum Cb15IIl Sporensuspen-

sion. Die Uberlebensrate war signifikant verkirzt im Vergleich

08 zur Kontrollgruppe (Log-Rank test: (x* = 8.65; DF =1,

p <0.01).

0,6

04
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0,0 T T T T
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4.1.3 Quantifizierung des Endophyten in verschiedenen Pflanzenteilen

Zur Uberpriifung ob das M. brunneum Isolat Cb15I1l in der Lage ist Kartoffelpflanzen zu besiedeln, wurden
je zehn Kartoffelknollen von 20 Kartoffelsorten mit 10 ul einer Sporensuspension beimpft. Die neuen Spros-
sen aus den Knollen wurden auf semi-selektives Nahrmedium ausgelegt, um eine Kolonisierung zu verifi-
zieren. Es zeigte sich, dass der Pilz generell in der Lage ist Kartoffelknollen zu besiedeln und in neuwach-
sendes Gewebe einzuwandern. Die nachgewiesenen Kolonisierungsraten sind allerdings sehr gering, was
auf eine hohe Auswuchsrate anderer Pilze aus den Kartoffelsprossen zuriickzufiihren ist (Tabelle 2).

Tabelle 2 Re-Isolierungsrate (in %) von M. brunneum und anderen Pilzen aus neuen Sprossen verschie-
dener Kartoffelsorten auf semi-selektiven Nahrmedium (2 x 2 table Fisher’s exact test a = 0.05).

Varietat Treatment  Pilz Re-Isolierung (%) Varietat Treatment Pilz Re-Isolierung (%)
M. brunneum Andere M. brunneum Andere
) Control 0 10 . Control 0 70
Nicola Campina
Cb15slll 0 30 Cb15lll 0 88
Control 0 100 Control 0 60
Annabelle Annalena
Cbaslil 0 71 Cb15lll 0 80
Control 0 50 Control 0 60
Orla Adretta
Cbaslil 0 88 Cb15lll 0 100
Control 0 100 o Control 0 40
Quarta Bintje
Cb15slll 0 67 Cb15slll 0 50
Control 0 50 . Control 0 10
Cassablanca Linda
Cb15slll 0 88 Cb15lll 10 50
Control 0 30 Control 0 20
Granola Gala
Cb15lll 0 60 Cb15lll 11 22
. Control 0 20 . Control 0 40
Agria | Ditta
Cb15lll 0 10 Cb15lll 11 11
Agila ll Control 0 60 Bellinda Control 0 22

11
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Cbaslil 0 60 Cb15slll 0 33
Control 0 0 Control 0 80
Belana Augusta
Cbasllil 0 0 Cb15slll 0 71
. Control 0 43 Control 0 83
Solist Marabel
Cba5slll 0 67 Cb15lll 25 75

Fur den molekulargenetischen Nachweis von M. brunneum in der Pflanze wurde eine Nested-PCR ver-
wendet, da sich eine einfache PCR als zu wenig sensitiv gezeigt hat. Da kein spezifischer M. brunneum
Primer zur Verfigung stand, wurde auf den Metarhizium Clade 1 spezifischen Primer ‘Ma 1763’ (forward
primer: 5-CCAACTCCC-AACCCCTGTGAAT) und ‘Ma 2079 (reverse primer: 5-AAAACCA-
GCCTCGCCGAT) zuriickgegriffen. Im zweiten Schritt der Nested-PCR wurde dann das Primer-Paar Me-
tarhL1 (forward primer; 5'-ATCTCTTG-GTTCTGGCATCG) und MetarhR1 (reverse primer: 5'-CCCAACAC-
CAAGTCCACAG) verwendet. Zwar konnte mit der hohen Sensitivitat der Nested-PCR das Vorhandensein
von Metarhizium DNS nachgewiesen werden, allerdings war die Menge das amplifizierten DNS jeweils nur
knapp an der Nachweisgrenze. Des Weiteren kam es aufgrund des relativ unspezifischen Primer-Paars zu
positiven Amplifikationsergebnissen in den Kontrollgruppen. Aus diesem Grund wurde in diesem Versuch
auf eine abschlieRende Quantifizierung in weiteren Pflanzenteilen verzichtet. Weitere Untersuchungen und
Quantifizierungen der Pilz-DNS wurden allerdings im Arbeitspaket 5.1 durchgefihrt.

4.1.4 Mykotoxinbildung in verschiedenen Pflanzenteilen

Die von dem Pilz M. brunneum produzierten Mykotoxine gehoéren tiberwiegend der Gruppe der Destruxine
an. In keiner der untersuchten Proben konnten Destruxine nachgewiesen werden. Fir den Nachweis von
Destruxinen wurde die AG Prof. Karlovsky (Molekulare Phytopathologie und Mykotoxin Forschung, Georg-
August Universitat) betraut, die sich an dem Protokoll nach Carpio et al. (2016)* orientiert hat.

4.2 Ergebnisse des Arbeitspaketes 2: Entwicklung von Anzuchtverfahren

4.2.1 Anzuchtin Schiuttelkultur

In diesem Arbeitspaket wurden verschiedene Medien fir die selektive Produktion fungaler Biomasse des
Isolates M. brunneum Bipesco5 gescreent und optimiert. Die hier dargestellten Ergebnisse umfassen die
Optimierung bezlglich Medienkomposition, pH, Viskositdt und Osmolaritat fir die Produktion von
Blastosporen oder fein-dispersem Myzel und Hyphenfragmenten im Schuttelkolben.

Produktion von Blastosporen

In Tabelle 3 ist eine Auswahl verschiedener Medien zur Produktion von Blastosporen des endophytischen
entomopathogenen Pilzisolates M. brunneum Bipesco5 zusammengestellt. Da Myzelpellets die Bildung
von Blastosporen behindern, sind diese im Medium unerwiinscht und die Kultivierung wurde dahingehend
optimiert, die Myzelpelletproduktion zu verhindern. Die besten Ergebnisse fir die selektive Produktion von
Blastosporen wurden in Medienkomposition Nr. 14 erreicht. Dieses Medium besteht aus Glukose als
Kohlenstoffquelle, ANiPept als Stickstoffquelle (preisgiinstige hydrolysierte Reststoffe der Agrarindustrie)
und PEG 200 zur Reduktion des aw-Wertes des Mediums, wodurch die Bildung von Myzelpellets verhindert
wird. Weiterhin findet durch die Zugabe von Natriumchlorid eine zusatzliche Verminderung des aw-Wertes
statt, die die selektive Bildung von Blastosporen férdert. Dabei ist es wichtig, dass das Medium mit einer
Vorkultur mit fein-dispersem Myzel angeimpft wird, die bereits 48 h ohne Salzstress kultiviert wurde, da das
Wachstum und die Sporenproduktion ansonsten stark inhibiert werden.

1 carpio A, Arroyo-Manzanares N, Rios-Moreno A, et al (2016) Development of a QUEChERS-based extraction method for the
determination of destruxins in potato plants by UHPLC-MS/MS. Talanta 146:815-822. doi: 10.1016/j.talanta.2015.06.008
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Tabelle 3. Zusammenstellung verschiedener Medienkompositionen und deren Einfluss auf die Bildung von Submers-
sporen und unerwiinschter Myzelpellets des Isolates M. brunneum Bipesco5

NI Kohlenstoffquelle  Stickstoffquelle Additiv Maximale Sporenkonzentration Myzelpellets*

(%] [%] -] [mL] [
Chemisch definierte Medien
1 Glukose 5/8 KNO3 1 Basal Salze 2.8x10%3.2x10° ++
2 Glukose 5/8 KNO3 1 Basal Salze, PEG 200 3.9x10%4.3x10° +
3 Glukose 5/8 KNO3 1 Basal Salze, Tween 80 3.5x10%3.7x10° +
4 Fruktose 5 KNO; 1 Basal Salze 2.5x10° ++
5 Melasse 5 KNO3 1 Basal Salze 1.8x10° ++
6 Dextrose 5 KNO3 1 Basal Salze 2.2x10° ++
Komplexmedien

7 Glukose 3 Hefeextrakt 3 - 6.8x10° +
8 Glukose 3 Hefeextrakt 3 PEG 200 3.8x10° -
9 Glukose 7.5 ANiPept 4 - 1.9x10°6 +
10 Glukose 7.5 ANiPept 4 PEG 200 3.9x10° -
11 Glukose 7.5 ANiPept 4 PEG 200, NaCl 2.1x107 -
12 Glukose 7.5  ANiPept 4 P';(Zszgos'gjg" 3.7x107 ;

* ++ Starke Pelletbildung; + mittlere Pelletbildung; - keine Pelletbildung

In Abbildung 10 sind exemplarisch die Kultivierungsverlaufe des Isolates M. brunneum Bipesco5 in
verschiedenen Medien bei unterschiedlichen pH-Werten in Schittelkolben gezeigt. Die Kultivierung, bei
der die héchste Konzentration an Blastosporen mit 3,7x107 Sporen mL™? erreicht wurde (MM), entspricht in
Tabelle 3 Medienkomposition Nr. 12. Geringere Konzentrationen von maximal 2,1x107 Sporen mL-* wurden
mit Medienkomposition 11 erzielt (BM).

4,5x10"
—a— MM pH 6.8

4,0x10" | --m--MM pH 5.5
. * BMpH6.8
T 3.5x10 o -BMpH55
.§ 3,0x10"
o
& 25x10" |
o
5
QO 2,0x10" |
o
8 1,5x10" | i
@ \\\\..

1,0x10° | o .Y

5,0x10° - //*

00 d i 1 " 1 i 1 i 1 " 1 i
0 2 4 6 8 10 12

Time/ d

Abbildung 10. Einfluss von Medienkompositionen und des pH-Wertes auf die Produktion von Blastosporen des
Pilzisolates M. brunneum Bipesco5. Signifikante Unterschiede der Behandlungen wurden mittels einer RM-ANOVA
bzw. paarweisem Tukey-Post-hoc Test (p<0,05) ermittelt und sind durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet.
So stieg die Blastosporenkonzentration Uber die Zeit signifikant an (F1,88=84,2; p<0,05) und variierte signifikant
zwischen den verschiedenen Behandlungen (Fz,88=3,6; p<0,05).

Abschlielend kann festgehalten werden, dass nach einer kurzen Kultivierungsdauer von vier Tagen
Konzentrationen von tber 107 Sporen mL1 in Medien mit 7.5% Glukose, 4% ANiPept mit 7% PEG 200, 5%
NaCl und zusatzlichen Basalsalzen erreicht werden konnten. Zwei unterschiedliche pH-Werte sorgten fur
keine signifikanten Unterschiede bezogen auf die Produktion von Blastosporen (Abbildung 10). Da
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Metarhizium spp. selten hohe Konzentrationen an Blastosporen mit min. 10° Sporen mL bildet und auch
in diesem Experiment die Konzentration nicht weiter erhéht werden konnte, wurde dazu Ubergegangen, die
selektive Bildung von fein-dispersem Myzel zu untersuchen, um die Ausbeute an fungaler Biomasse und
damit die Wirtschaftlichkeit des Produktionsprozesses zu verbessern.

Produktion von fein-dispersem Myzel

In einem weiteren Ansatz wurden Experimente zur selektiven Produktion von fein-dispersem Myzel von
M. brunneum Bipesco5 im SchittelkolbenmalRstab durchgefuhrt und optimiert (Abbildung 11). Im
Gegensatz zu Myzelpellets liegen die Hyphen bei fein-dispersem Myzel fein verteilt vor, wodurch eine
ausreichende Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Substraten gewahrleistet ist. Myzelpellets werden
haufig wahrend FlUssigkultivierungen von Metarhizium spp. gebildet. Hingegen tritt fein-disperses Myzel
i.d.R. nur unter bestimmten Bedingungen auf, wie z.B. bei osmotischem Stress.

In diesem Experiment wurde osmotischer Stress durch erhdhte Konzentrationen der Stickstoffquelle
ANiPept und inshesondere durch PEG 200 induziert (Tabelle 4). Dies fuhrte zwar zu einer signifikanten
Verbesserung der Bildung von fein-dispersem Myzel (Fs 16 = 105,90; p < 0,001), jedoch nahm gleichzeitig
die Konzentration gebildeter Blastosporen signifikant von 3,31x10°mL? auf 49,39x10°mL? zu
(Fs,16 = 116,29; p < 0,001, Abbildung 11B). Da bekannt ist, dass fir die Bildung von Blastosporen hohe
Konzentrationen an Gel6stsauerstoff benétigt werden, wurde eine Erhéhung der Medienviskositat
angestrebt, da dadurch der Sauerstoffeintrag vermindert wird und somit die Bildung von Blastosporen
inhibiert werden misste. Durch den Zusatz von 1% Kartoffelstarke nahm die Medienviskositat signifikant
zu (Fs16 =24,99; p <0,001, Tabelle 4) und dies korrelierte mit einer signifikanten Reduktion der
Blastosporenkonzentration von 49,4x10%° mL1 auf 20,7x105 mL? (Fs1s = 140,41; p < 0,001, Abbildung
11C), ohne dass die Bildung von fein-dispersem Myzel beeintrachtigt wurde.

Bisherige Kulturen wurden mit 108 Aerokonidien mL1 beimpft. Fir Fermentationen mit groRen Volumina
werden jedoch grof3ere Inokula bendtigt, weshalb in der Regel vegetative Vorkulturen eingesetzt werden.
Aus diesem Grund wurde das Medium mit der zugesetzten Kartoffelstarke in einem anschlie3enden
Versuch mit 5% einer vegetativen Vorkultur bestehend aus Blastosporen und fein-dispersem Myzel
beimpft. Auch unter diesen Bedingungen konnte eine selektive Bildung von fein-dispersem Myzel erreicht
werden mit maximalen Trockenmyzelbiomassewerten von 13,0 gLt nach 48h (Abbildung 11D).
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Abbildung 11. Einfluss von Medienzusétzen und deren Konzentrationen auf die Bildung von Metarhizium brunneum
Bipesco5 Trockenmyzelbiomasse, Blastosporen und Myzelpelletdurchmesser. (A): 7,5% Glukose mit verschiedenen
ANiPept-Konzentrationen (1,5%; 2,0%; 3,0%; 4,0%), (B): 7,5% Glukose, 4,0% ANiPept mit verschiedenen PEG 200-
Konzentrationen (0%; 2,0%; 5,0%; 7,0%), (C): 7,5% Glukose, 4,0% ANiPept, 7,0% PEG 200 mit verschiedenen
Kartoffelstarke-Konzentrationen (0%; 0,2%; 0,5%; 1,0%), (D): wie (C), aber mit vegetativer Vorkultur als Inokulum
anstatt von Aerokonidien. Unterschiedliche Buchstaben Uiber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf
eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=5 (Mittelwerte + Standardabweichung); ns: nicht signifikant;
publiziert in (Krell et al., 2018c).
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Tabelle 4. Einfluss von Medienzusétzen und Konzentrationen auf die dynamische Viskositat und Osmolaritat von
Mediensuspensionen. Unterschiedliche Buchstaben innerhalb der Kultivierungsschritte zeigen signifikante
Unterschiede bezogen auf eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=5 (Mittelwerte =*
Standardabweichung). ns: nicht signifikant; publiziert in (Krell et al., 2018c).

Medien- Konzentration Dy.namls'c"he Osmolaritat
Inokulum . Viskositat
bestandteil [%] [osmol]
[mPas]

1.5 2.88+0.54 0.339 +0.004
2. 2.81+0. ) + 0.007

Aerokonidien ANiPept 0 81+0.09 ns 0.358 £ 0.00
3.0 2.82+0.22 0.365 + 0.004
4.0 2.86+£0.21 0.386 + 0.003
0 2.86+0.21 0.386 + 0.003

+ +
Aerokonidien PEG 2.0 2.75+0.27 s 0.506 + 0.006
5.0 3.07 £ 0.64 0.749 + 0.006
7.0 3.17+0.14 0.848 + 0.006
0 3.17+0.14 a 0.848 + 0.006
+ +
Aerokonidien Starke 0.2 3.21+0.26 a 0.851 +0.008
0.5 3.40 £ 0.66 a 0.909 + 0.004
1.0 5.08+0.38 b 0.921 +0.005
0 3.15+0.40 a 0.862 +0.005
vegetative N 0.2 3.30+£0.55 a 0.895 + 0.003
Starke

Prekultur 0.5 363+0.35 a 0.923 + 0.004
1.0 5.10 £ 0.28 b 0.973 £ 0.003

Zusammenfassend lasst sich anhand der hier erreichten Ergebnisse feststellen, dass in einem Medium mit
7,5% Glukose, 4% ANiPept, 7% PEG 200 und 1% Kartoffelstarke eine maximale Ausbeute von fein-
disperser Myzelbiomasse des Pilzisolates M. brunneum Bipesco5 erreicht wurde.

4.2.2 Scale-up der Anzucht

Die in den Experimenten zur Anzucht in Schittelkultur gesammelten Erkenntnisse hinsichtlich der
Kultivierungsbedingungen fiir die selektive Bildung von fein-dispersem Myzel dienten als Basis fir das
Scale-up in 2L-Ruhrkesselreaktoren. Die Vorteile von Ruhrkesselreaktoren gegentuber konventionellen
Schittelkolben sind, neben der Tatsache, dass eine ausreichende Menge an aktiver Biomasse fur
Freilandexperimente produziert werden kann, insbesondere die Sensorik zur Uberwachung von
Prozessparametern, wie pH, Temperatur, Rihrerdrehzahl und Gel6stsauerstoffkonzentration (rpO2) sowie
die prazise Regelungsmaoglichkeit dieser Parameter.

In diesem Experiment wurde nun gezielt der Frage nachgegangen, ob durch eine Verringerung der
Gelostsauerstoffkonzentration die selektive Bildung von fein-dispersem Myzel geférdert werden kann. Um
im spéateren Formulierungsprozess die koloniebildenden Einheiten (cfu) bestimmen zu kdnnen, wurde
zudem die Bildung von Hyphenfragmenten durch einen erhdhten Scherstress angestrebt.

Im Folgenden (Abbildung 12 bis Abbildung 14) werden die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses
verschiedener Geldstsauerstoffkonzentrationen auf die selektive Bildung von Hyphenfragmenten des
endophytischen entomopathogenen Pilzes M. brunneum Bipesco5 gezeigt.
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Abbildung 12. Beispielfermentation zu der Untersuchung des Einflusses der Gel6stsauerstoffkonzentration (rpO2=
60%) auf die selektive Bildung von M. brunneum Bipesco5 Hyphen im 2L-Ruhrkesselreaktor (n = 4).

Die in Abbildung 12 dargestellte Fermentation zeigt einen beispielhaften Verlauf einer Kultivierung von
M. brunneum Bipesco5 im 2L-Rihrkesselreaktor mit 60% Geldstsauerstoffkonzentration. Dabei wurden
neben der Bildung der Biomasse (Hyphen und Blastosporen), die Ruhrerdrehzahl, der pH-Wert und die
Begasung aufgezeichnet. Fir die Ruhrerdrehzahl wurde ein Stufensystem fir alle Fermentationen mit
verschiedenen Geldstsauerstoffkonzentrationen verwendet, um in allen Fermentationen vergleichbare
Scherkrafte des RuUhrers zu erzeugen. Zusétzlich war aus Vorexperimenten bekannt, dass eine
Ruhrerdrehzahl von 700 rpm forderlich fur die Bildung viabler Wachstumseinheiten ist.

In der folgenden Grafik, Abbildung 13, wird der Einfluss verschiedener Geldstsauerstoffkonzentrationen
von 10%, 30% und 60% auf die Bildung von Hyphen und Blastosporen verglichen.
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Abbildung 13. Einfluss der Geldstsauerstoffkonzentration auf die Bildung von M. brunneum Bipesco5 Biomasse im
2L-Rihrkesselreaktor (n=4). (A): Hyphen, (B): Blastosporen. Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede bezogen auf eine RM-ANOVA mit p<0,05; ns: nicht signifikant.

Sowohl die Hyphenbiomasse (Abbildung 13A) als auch die Sporenkonzentration (Abbildung 13B)
nahmen Uber die Zeit signifikant zu (Hyphen: Fs,18 = 12,8; p<0,001; Sporen: Fs1s = 298,8; p<0,001). Dabei
war die Zunahme der Hyphenbiomasse unabhangig von der Geldstsauerstoffkonzentration (F26 = 0,3;
p>0,05), jedoch gab es einen signifikanten Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Bildung von
Blastosporen (F26 =437,6; p<0,001). Dies deutet darauf hin, dass durch eine Reduktion der
Gelostsauerstoffkonzentration die selektive Bildung von Hyphen begiinstigt wurde.
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Zusatzlich zu der Untersuchung des Einflusses der Gel6dstsauerstoffkonzentration auf die selektive Bildung
von Hyphen wurde der Einfluss an geléstem Sauerstoff auf die Pilzmorphologie betrachtet (Abbildung 14).

Abbildung 14. Einfluss der Geldstsauerstoffkonzentration auf die Morphologie von M. brunneum Bipesco5 im 2L-
Rihrkesselreaktor. (A): rpO2=60%, (B): rpO2=30%, (C): rpO2=10%, Verdinnung 1:10, (D): rpO2 = 10%,
Verdinnung 1:10 mit vergréRertem Ausschnitt aus C.

Anhand von Abbildung 14 wird deutlich, dass die Konzentration an geléstem Sauerstoff einen starken
Einfluss auf die Morphologie von M. brunneum Bipesco5 hatte. Je héher die Geldstsauerstoffkonzentration,
desto starker war die Aggregation von Hyphen, was in Pelletbildung resultierte. Die Bildung von
Hyphenfragmenten wurde erst bei einer Sauerstoffkonzentration von 10% unter Beriicksichtigung weiterer
Fermentationsparameter erreicht.

Zusammenfassend konnte mit diesem Experiment die Hypothese verifiziert werden, dass durch eine
Verringerung der GelOstsauerstoffkonzentration die Bildung von fein-dispersem Myzel und
Hyphenfragmenten gefoérdert und eine Aggregation von Hyphen zu Pellets inhibiert werden kann.
Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die selektive Bildung von Hyphen durch Unterdriickung der
Blastosporenbildung bei niedrigen Geldstsauerstoffkonzentrationen erreicht werden kann. Dies geschah
ohne EinbuRRen bei der Hyphenbiomasse.

4.3 Ergebnisse des Arbeitspaketes 3: Wirksamkeitstests (Labor und Gewéachshaus)

4.3.1 Wirksamkeitstests an Zielorganismen im Labor

Die von der FH Bielefeld entwickelten und bereitgestellten Formulierungen des M. brunneum lIsolates
Bipesco5 wurden in einem ,Petrischalenversuch® auf ihre Wirksamkeit gegentber T. absoluta getestet.
Zwei Sporentypen, Aerokonidien und Blastosporen, sowie Pilzmyzel wurden getestet. Ziel war es zu
untersuchen, ob sowohl die Formulierung als auch die vorliegende Form des entomopathogenen Pilzes
Einfluss auf die Entwicklung von T. absoluta hat (Tabelle 5).

Tabelle 5. Kirzel, sowie die genaue Beschreibung der in dem Versuch verwendeten Behandlungen.

Abkirzung Behandlung

C Kontrolle

CL Kontrolle mit ,leeren® Kapseln

KAF Kapseln mit Aerokonidien (feucht)
KAT Kapseln mit Aerokonidien (getrocknet)
KMF Kapseln mit Myzel (feucht)

KMT Kapseln mit Myzel (getrocknet)

KSF Kapseln mit Blastosporen (feucht)
KST Kapseln mit Blastosporen (getrocknet)
UMF Unformuliertes Pilzmyzel (feucht)

Hierfur wurden abgeschnittene Tomatenblatter mit Hilfe einer Néhrlésung zur erneuten Wurzelbildung
angeregt (Abbildung 15A). AnschlieBend wurden die in Tabelle 5 aufgeftihrten Behandlungen in je fiinf
Petrischalen appliziert (Abbildung 15B). Nach der vollstadndigen Durchwurzelung der Erde (3:1 Fruhstorfer
Erde/Sand) und der Kapseln (Abbildung 15C) wurden an jedes Blatt finf L1 T. absoluta Larven angesetzt
und bis zum Schlupf der Adulten an diesen belassen. Bonitiert wurden die geschlipften adulten Motten,
sowie die von den Larven gefressene Blattflache.

18



Number of hatched T. absoluta adults in % (mean + SE)

Abschlussbericht FKZ: 31421/01

\0_. <
Abbildung 15. (A): Tomatenblatt mit neu ausgebildeter Wurzel, (B): Applikation der Wirkstoffkapseln in der Petrischale,
(C): vollstandig ausgebildetes Wurzelsystem in der Petrischale mit Kapseln.

In vorherigen Versuchen konnte eine gute Kolonisierung der Pflanze durch das Isolat Bipesco5
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass die Pflanzen durch das Isolat
besiedelt worden sind. Daten zur tatsédchlichen Kolonisierung der Pflanze konnten aufgrund des
Versuchsdesigns nicht erhoben werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Anzahl der sich
entwickelnden Motten zwischen den untersuchten Behandlungen signifikant unterscheiden (Kruskal—
Wallis-Test Hs4s = 15,86; p < 0,05). Allerdings sind in keiner der Behandlungen signifikant weniger Adulte
geschllpft als in den beiden Kontrollbehandlungen (C und CL) (Abbildung 16). Ebenso wenig konnte die
geschadigte Blattflache durch eine der Behandlungen signifikant gesenkt werden (ANOVA Fsg3s = 0,70; P
= 0,69) (Abbildung 17).

Nach einer Vielzahl von Wirksamkeitstests gegen T. absoluta zeigt sich, dass Bipesco5 kein wirkungsvolles
Isolat fur den Einsatz gegen T. absoluta zu sein scheint. Weitere Versuche mit diesem Isolat an Insekten

wurden bis auf weiteres ausgesetzt. Dennoch soll versucht werden andere, effektivere Isolate zu finden
(siehe Arbeitspaket 1.1).

1000 A
100 % A
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600 -
60 % -
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40 % -
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20 % A

Damaged leave area in mm? (mean + SE)

C  CL KAF KAT KMF KMT KSF KST UMF c CL KAF KAT KMF KMT KSF KST UMF
Abbildung 16. Durchschnittlich geschlipfte adulte Abbildung 17. Durchschnittliche gefressene Blattflache in

Motten in % + Standardfehler. Kruskal-Wallis-Test mm?2 + Standardfehler. ANOVA Fg 36 = 0,70; p = 0,69.
Hs 45 = 15,86; p < 0,05.
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4.3.2 Wirksamkeitstests an Zielorganismen im Gewachshaus

Kartoffelknollen und Pflanzen haben sich in Vorversuchen als guter Wirt fir das M. brunneum Isolat
Cb15 Il erwiesen und wurden wahrend des Berichtszeitraums im Gewachshaus getestet. Da die Draht-
wurmzucht wahrend dieser Zeit nicht ausreichend Tiere zur Verfligung stellen konnte, wurde der Kar-
toffelkafer (Leptinotarsa decemlineata) als zweiter Modellorganismus an Kartoffeln ausgewahlt. Fur den
Versuch wurden je 12 vorgekeimte Kartoffelknollen in eine Tween 80 0,1% LOsung entweder mit
(= Cb15 Ill + Tween) oder ohne Sporensuspension (1 x 107 Aerokonidien/ mL) (= Kontrolle + Tween)
fur zehn Sekunden getaucht. Alle Knollen wurden anschlieBend in Topfe gepflanzt. Eine Kontrollbe-
handlung wurde direkt in die Pflanztépfe gelegt (Kontrolle). Nach Erreichen des BBCH 19 Stadiums
wurden jeweils 4 neonate Kartoffelkaferlarven an die Kartoffelpflanzen angesetzt. Nach der Verpuppung
der Larven wurden die geschlipften adulten Kéfer gesammelt, gezahlt und die Lange der Tibia gemes-
sen. AuRerdem wurden die Pflanzentrockenmasse und der (Knollen-) Ertrag bestimmt. Durch diesen
Versuch konnte gezeigt werde, dass bei Pflanzen, die mit M. brunneum behandelt wurden, signifikant
weniger Adulte geschliipft sind, als in der unbehandelten Kontrolle (RM-ANOVA F12,11 = 2,89, p < 0,05)
(Abbildung 18).

n=12

©— Control

L. |
% —@— Control + Tween

—&— Cb15IIl + Tween

Mean adult emergence + SE

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

32 33 34 35 38 39 40 41 42 45 46 47 48 49 52 53 54 55 56 57

Days after larval attachment

Abbildung 18. Anzahl der durchschnittlich geschlipften adulten Kartoffelkéafer + Standardfehler nach Tagen nach
dem Ansetzen der Larven. Die horizontale rote Linie gibt die Anzahl, der zu Versuchsbeginn angesetzten Larven,
an.

Zusatzlich weisen die Adulten, dessen Larven an behandelten Pflanzen gefressen hatten, eine geringe
Lange der Tibia auf (Abbildung 19). Die Lange der Tibia wird als ,Fitnessparameter” gewertet und Iasst
somit Rickschlisse auf die Qualitéat der Nahrungsquelle zu. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass sich
die Qualitat der Pflanzen als Nahrungsquelle fir die Larven durch die Behandlung mit M. brunneum
verschlechtert haben konnte. Signifikante  Auswirkungen der Behandlungen auf die
Pflanzentrockenmasse sowie den Knollenertrag konnten nicht beobachtet werden.
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Abbildung 19. Durchschnittliche Tibia-Lénge der re-isolierten adulten Ké&fern in mm + Standardfehler. ANOVA F2,33
=1,65; p=0,21.

Die Ergebnisse aus diesem Versuch machen deutlich, dass eine Knollenbehandlung zur Bekdmpfung
des Kartoffelkafers durchaus in Betracht gezogen werden sollte.

4.4 Ergebnisse des Arbeitspaketes: Entwicklung technischer Formulierungen

Wahrend der Projektlaufzeit wurden verschiedene Formulierungen entwickelt, die als Sprays,
Saatgutbehandlung oder fur die Ausbringung als Kapseln geeignet sind. Fur grofiere Pilzmorphologien,
wie Hyphenfragmente sowie fein-disperses Myzel, die als aktive Komponente aufgrund der hohen
Ausbeute in der Flissigkultivierung gewahlt wurden, eignen sich insbesondere Kapseln fir die
Bodenapplikation. Darliber hinaus war es vorrangig das Ziel bodenbirtige Schadinsekten, wie
Drahtwirmer an Kartoffelpflanzen, mit Hilfe des Nutzpilzes M. brunneum Bipesco5 oder
M. brunneum Cb15 zu kontrollieren. Da in der wissenschaftlichen Community noch Unklarheiten
dariiber bestehen, ob eine Oberflachenanwendung an Blattern mit endophytischen entomopathogenen
Pilzen das Wurzelsystem und Knollen vor Schadinsekten im Boden schiitzen kann, ist es zudem
sinnvoll, die Nutzpilze dort anzuwenden, wo das Schadinsekt mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auftritt.

Das Ziel des Arbeitspaketes 4 war die Entwicklung von technischen Formulierungen mafigeschneidert
fur die in Arbeitspaket 2 angezogenen Hyphenfragmente oder fein-dispersem Myzel. Die entwickelten
Formulierungen wurden in Arbeitspaket 5 sowie Arbeitspaket 6 eingesetzt.

4.4.1 Entwicklung von feuchten Formulierungen
Calcium-Alginatkapseln

Fur die Verkapselung von Hyphenfragmenten des Nutzpilzes M. brunneum Bipesco5 wurden Kapseln
basierend auf Calcium-Alginat gewahlt. Fur die Formulierung wurden 2% Calcium-Alginat (w/w), 20%
Maisstarke (w/w) sowie 1,5% Hyphenfragmente (w/w) kombiniert, in eine 2%ige Calciumchloridlésung
(w/v) getropft und fur 20 min ionotropisch geliert. Die Kapseln wurden anschlieBend mit Reinstwasser
gewaschen.

Zunéachst wurde der Frage nachgegangen, ob sich Maisstarke als Substrat fiir den verkapselten Pilz
eignet. Zu diesem Zweck wurden feuchte Kapseln tGiber 21 Tage bei Raumtemperatur auf Wasseragar
inkubiert und der Starkeabbau mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) (Abbildung 20) sowie
eines biochemischen Assays (Abbildung 21) analysiert.
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Abbildung 20. REM-
Aufnahmen der inneren
Strukturen in feuchten
Calcium-Alginatkapseln mit
eingeschlossenen

M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmenten nach einer
Inkubationszeit von 0, 7, 14
und 21 Tagen (MaRstab: 20
pm, VergroRerung: 1000x).
Gestreifte Pfeile zeigen
Starkekdrner; weil3e Pfeile
zeigen Hyphen die
gleichmaRig in die Calcium-
Alginat-Matrix eingebettet
sind; publiziert in (Krell et al.,
2018c).
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Abbildung 21. Starkeabbau durch verkapselte M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmente in feuchten Calcium-
Alginatkapseln tber eine Inkubationszeit von 0, 7, 14 und 21 Tagen. Unterschiedliche Buchstaben Uiber den Balken
zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=5
(Mittelwerte + Standardabweichung); publiziert in (Krell et al., 2018c).

In Abbildung 20 wird deutlich, dass Uber die Zeit und insbesondere nach 21 Tagen Inkubation vermehrt
Hohlrdume in den Kapseln gebildet wurden. Diese kdnnen zum einen durch den Starkeabbau
entstanden sein, zum anderen aber auch durch das Wachstum des Pilzes, durch das die Kapsel
auseinandergedriickt wurde. Zur Verifizierung des Starkeabbaus in den Kapseln, wurde zusatzlich ein
Assay angewandt, durch den die Starkekonzentration bestimmt werden kann (Abbildung 21). Uber 21
Tage nahm die Starkekonzentration mit 24,8% signifikant ab (Fze= 141,46; p < 0,001). Hiermit konnte
gezeigt werden, dass sich Maisstarke als Substrat fir M. brunneum Isolat Bipesco5 eignet.

Da es fir die Anwendung von endophytischen entomopathogenen Nutzpilzen mit dem Ziel der

endophytischen Etablierung im Pflanzengewebe unerlasslich ist, dass der verkapselte Pilz auf
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unsterilen Béden mit hoher mikrobieller Aktivitat aus den Kapseln auswéachst, wurden die produzierten
Calcium-Alginatkapseln auf unterschiedlichen Béden ausgelegt und das Wachstum des Pilzes von den
Kapseln untersucht (Abbildung 22). Um ein mdglichst groRes Bodenspektrum mit dem verkapselten
Pilz bedienen zu kénnen, wurde ein Auswuchs des Pilzes auf allen Bodentypen angestrebt.

In diesem Versuch wurde angenommen, dass der Auswuchs des verkapselten Pilzes in Abhangigkeit
der Bodeneigenschaften stattfindet. Bei den verwendeten Bdden handelt es sich zum einen um ein
Zierpflanzensubstrat (Fruhstorfer Erde Typ T mit 10% Sand) und zum anderen um Standardbdden
(LUFA Speyer), die sich hauptsachlich hinsichtlich der Gehalte an organischer Substanz, der
KorngroRenzusammensetzung und des pH-Wertes unterscheiden. Das  verwendete
Zierpflanzensubstrat ist eine nahrstoffreiche Erde, die mit Ton und Torf supplementiert wurde. Bei den
Standardbdden handelt es sich um Schlicksand, lehmigen Sand, sowie tonigen Lehmboden, der letztere
mit der héchsten Nahrstoffkonzentration unter den verwendeten Standardbdden. Geringe Unterschiede
sind in der KorngréRenverteilung und im pH-Wert zu finden. Bei der Untersuchung des Auswuchses
des verkapselten Pilzes auf verschiedenen Bdden wurde nun hauptsachlich ein Nahrstoffeinfluss des
Bodens erwartet, wobei angenommen wurde, dass der Auswuchs des Pilzes mit hdherer
Nahrstoffkonzentration des Bodens zunimmt, da dem Pilz zusatzliche Nahrstoffe zur Verfligung
standen. Weitere Einflisse auf das Wachstum durch die bodenbirtige mikrobielle Gemeinschaft sind
maoglich, wurden allerdings in diesem Experiment nicht nédher untersucht.
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Abbildung 22. Einfluss der Kapselumgebung auf den Auswuchs von M. brunneum Bipesco5 aus feuchten Calcium-
Alginatkapseln nach 21 Tagen. (A): Exemplarisches Bild einer Kapsel mit Myzelwachstum nach Inkubation auf
unsterilem Zierpflanzensubstrat (Mastab: 1 mm, VergroRerung: 20x), (B): radiales Myzelwachstum von Kapseln
auf drei standardisierten Bodden (Schlicksand, lehmiger Sand, toniger Lehmboden), Kompostboden,
Zierpflanzensubstrat (*sterilisiert) und Kontrollsubstrat (Wasseragar). Unterschiedliche Buchstaben Uber den
Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=10
(Mittelwerte + Standardabweichung): publiziert in (Krell et al., 2018c).

Wie anhand von Abbildung 22 deutlich wird, hatte die Kapselumgebung einen signifikanten Einfluss
auf das Auswuchsverhalten des verkapselten M. brunneum Bipesco5 (Fs2s = 67,75; p < 0,001). Auf den
standardisierten Boden sowie dem Kompostboden war der Auswuchs des Pilzes signifikant reduziert
verglichen zu dem Zierpflanzensubstrat und der Kontrolle (Wasseragar). Das beste Wachstum des
Pilzes wurde in auf sterilem Zierpflanzensubstrat bestimmt mit 8,7 mm nach 21 Tagen. Mit diesem
Experiment wurde also gezeigt, dass die entwickelte Formulierung eine giinstige Umgebung fir den
Pilz schaffte, durch die es dem Pilz ermd&glicht wurde, auf allen untersuchten Béden auszuwachsen.
Darliber hinaus scheint die mikrobielle Aktivitdit des Bodens einen grof3eren Einfluss auf das
Auswuchsverhalten des Pilzes gehabt zu haben als die Nahrstoffzusammensetzung des Bodens.

Calcium-Pektinamidkapseln

Fur den Nutzpilz M. brunneum Cbl5 wurden Pektinamid-basierte Kapseln entwickelt, um die
Penetration des Pilzes in Pflanzengewebe zu unterstitzen. Fir die Formulierung wurden 2% Pektinamid
(w/w), 20% Maisstarke (w/w) sowie 1,5% fein-disperses Myzel (w/w) kombiniert. Um den Einfluss
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verschiedener Formulierungsadditive auf die Bildung von Cellulase als Penetrationshilfsmittel, sowie
auf das Wachstum des Pilzes aus der Kapsel und die endophytische Kolonisierung von
Kartoffelpflanzen zu untersuchen, wurden 2% Cellulose und 2% inaktivierte Béackerhefe zu der
Formulierung supplementiert. Um eine hohe Cellulaseaktivitdt zu erreichen, wurde zu einer
Formulierung zusatzlich 1 Ug? Cellulase hinzugegeben. Die Suspensionen wurden in eine 2%ige
Calciumchlorididsung (w/v) getropft, fiir 20 min ionotropisch geliert und die resultierenden Kapseln mit
Reinstwasser gewaschen.

Zunachst wurde der Frage nachgegangen, ob durch den Zusatz von Cellulose zu der Formulierung die
Sekretion aktiver Cellulase durch den verkapselten Pilz erreicht werden kann. Dazu wurden feuchte
Kapseln auf Wasseragar fir 28 Tage bei Raumtemperatur ausgelegt und die Cellulaseaktivitat mit Hilfe
eines biochemischen Assays quantifiziert (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Einfluss der Formulierungsadditive Cellulose (C), inaktivierte Backerhefe (N) und Cellulase (E) auf
die Cellulaseaktivitat von Kapseln mit amidiertem Pektin, Stéarke und M. brunneum Cb15 Myzel (myc) nach 28
Tagen. Unterschiedliche Buchstaben tiber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf einen Kruskal-
Wallis-Test mit p<0,05; n=8 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018b).

Wie in Abbildung 23 verdeutlicht wurde, konnte Cellulaseaktivitat in Kapseln mit Cellulose erfolgreich
bestimmt werden, jedoch wurde kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle festgestelit.
Durch den Zusatz von Cellulase stieg die Cellulaseaktivitat signifikant an und erreichte einen Wert von
0,66 + 0,11 Ug? (chi2 = 23,36; df = 3; p < 0,001). Die Verkapselungseffizienz fiir die supplementierte
Cellulase betrug 59,6 £ 5,4% (n = 8). Mit diesem Experiment wurde zudem gezeigt werden, dass
M. brunneum in der Lage ist, aktive Cellulase in Gegenwart von co-verkapselter Cellulose zu
sekretieren.

Im Folgenden wurde nun untersucht, wie sich die Formulierungsadditive Cellulose, inaktivierte
Béckerhefe und Cellulase auf das Wachstum von verkapseltem M. brunneum Cb15 auswirken. Dazu
wurden die Kapseln fir 28 Tage auf Wasseragar bei Raumtemperatur inkubiert und das Myzelwachstum
sowie die Sporenbildung bestimmt (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Einfluss der Formulierungsadditive Cellulose (C), inaktivierte Backerhefe (N) und Cellulase (E) auf
das Wachstum des Pilzes von Kapseln mit amidiertem Pektin, Starke und M. brunneum Cb15 Myzel (myc) nach 28
Tagen. (A): Radiales Myzelwachstum, (B): Sporenbildung an der Kapseloberflache. Unterschiedliche Buchstaben
Uiber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit
p<0,05; n=8 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018b).

Sowohl der Zusatz von Cellulose, als auch von inaktivierter Backerhefe fuhrten zu einer signifikanten
Zunahme des Myzelwachstums (Fs13= 53,89; p < 0,001, Abbildung 24A), hatten jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die Sporenbildung des Pilzes an der Oberflache der Kapseln (Abbildung
24B). Der Zusatz von Cellulase verursachte eine signifikante Reduktion des Myzelwachstums
(Abbildung 24A) zu Gunsten eines signifikanten Anstiegs der Sporenbildung pro Kapsel zu 2,5x108 +
6.1x107 (Fz14= 36,74; p < 0,001, Abbildung 24B). Mit diesem Experiment wurde gezeigt, dass durch
die Co-Verkapselung von Cellulase ein Shift von Myzelwachstum hin zu Bildung von Sporen induziert
werden kann.

4.4.2 Trocknung und Lagerung von Formulierungen

Zur Erhéhung der Lagerfahigkeit der in Arbeitspaket 4.1 hergestellten Kapseln ist es erforderlich, diese
technisch zu trocknen. Um die Hypothese zu untersuchen, dass sich Verkapselung positiv auf die
Trocknungsstabilitdit von M. brunneum Bipesco5 auswirkt, wurden die Calcium-Alginatkapseln aus
Arbeitspaket 4.1 getrocknet. Als Kontrolle dienten nicht-verkapselte Hyphenfragmente. Die Dosis
verwendeter Biomasse war bei verkapselter und nicht-verkapselter Anwendung identisch. Die
Trocknung wurde bei 28 °C fur drei Tage in einer speziellen Trocknungsapparatur unter Vakuum bis zu
einem aw-Wert von < 0,2 durchgefuhrt. Fir die Bestimmung der koloniebildenden Einheit (cfu) wurden
die Kapseln in einer gepufferten Citratldsung aufgeltst, auf Sabouraud-Dextrose-Agar ausplattiert und
bei 25 °C fur drei bis vier Tage inkubiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 25 dargestellit.

Anhand von Abbildung 25C wird deutlich, dass die Trocknungsstabilitaét von M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmenten durch die Verkapselung in Calcium-Alginatkapseln signifikant verbessert werden
konnte (ti0 = 13,46; p < 0,001).
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Abbildung 25. Einfluss der Verkapselung von M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten (myc) in Calcium-
Alginatkapseln auf die Trocknungsstabilitét. (A): Hyphenfragmente (MaRstab: 50 um, VergroRerung: 40x), (B):
getrocknete Calcium-Alginatkapseln (MaRstab: 5 mm), (C): Uberlebensrate von nicht-verkapselten (NF-myc) und
verkapselten Hyphenfragmenten (F-myc). Unterschiedliche Buchstaben (ber den Balken zeigen signifikante
Unterschiede bezogen auf einen T-Test mit p<0,05; n=9 (Mittelwerte + Standardabweichung); publiziert in (Krell et
al., 2018c).

Zusatzlich wurde der Frage nachgegangen, ob das Kulturalter einen Einfluss auf die
Trocknungsstabilitat von verkapselten M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten hat. Es wurde
angenommen, dass der Pilz in Abh&ngigkeit von der Wachstumsphase kompatible Solute, wie Arabitol,
Erythritol, Mannitol und Trehalose, in unterschiedlichem Ausmalf} in der Membran speichert und bei
hohen endogenen Konzentrationen dieser Stoffe besser vor Trocknungsstress geschiitzt ist. Um dies
zu Uberprifen, wurden Hyphenfragmente nach einer Fermentationsdauer von 48h (exponentielle
Wachstumsphase), 72h (stationare Wachstumsphase) und 96h (Absterbephase) geerntet, in Calcium-
Alginatkapseln verkapselt (s. Arbeitspaket 4.1), die Kapseln getrocknet und die cfu bestimmt (s.0.).
Zusatzlich wurden die Konzentrationen von endogenem Arabitol, Erythritol, Mannitol und Trehalose fir
jedes Kulturalter mit Hilfe von GC-MS/MS bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 und
Abbildung 27 dargestelit.
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Abbildung 26. Einfluss des Kulturalters auf den Gehalt endogener Polyole und Trehalose in M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmenten. Unterschiedliche Buchstaben Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf
eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=6 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al.,
2018a).
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Abbildung 27. Einfluss des Kulturalters auf die Trocknungsstabilitit von verkapselten M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmenten. Unterschiedliche Buchstaben tber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf
eine ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=5-6 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et
al., 2018a).

Die Ergebnisse in Abbildung 26 verdeutlichen, dass der Gehalt von Arabitol (F2,15 = 4,41; p < 0,05) und
Mannitol (F2,15 =5.01; p <0.05), jedoch nicht von Erythritol (Fz15=2,77; p =0,10) und Trehalose
(F215 =2,64; p=0,10), signifikant vom Kulturalter beeinflusst wurden. Trotz der signifikanten
Unterschiede fir Arabitol und Mannitol gab es keinen signifikanten Einfluss auf die Trocknungsstabilitat
verkapselter Hyphenfragmente (Fz,14 = 1,70; p = 0,22; Abbildung 27).

Um festzustellen, ob ein erhéhter Arabitol- und Mannitolgehalt die Lagerfahigkeit verkapselter und in
den Kapseln getrockneter M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmente verbessern kann, wurden je 0,3 g
der bereits beschriebenen Kapseln in Sauerstoff- und Feuchtigkeit-impermeable Aluminium-
Polyethylentiiten (5x5 cm) eingeschweif3t und fir 12 Monate bei 5, 18 und 25°C gelagert. Die
unterschiedlichen Lagertemperaturen wurden gewadhlt, um verschiedene Lagerbedingungen zu
simulieren und um zu untersuchen, ob die Temperatur einen signifikanten Einfluss auf die Lagerstabilitat
hat. Die cfu wurde ebenso bestimmt, wie flr die Trocknungsstabilitat. Die Ergebnisse sind nachfolgend
in Abbildung 28 dargestellt.

Bei jeder verwendeten Lagertemperatur nahm die Viabilitat der verkapselten M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmente Uber die Zeit signifikant ab (5°C: Fz41 = 140,48; p <0,001; 18°C: F234 = 256,53;
p < 0,001; 25°C: F223 = 504,40; p < 0,001). Die beste Lagerstabilitdt wurde flr Biomasse erreicht, die
fur 72h kultiviert wurde (5°C: F215 = 4,37; p <0,05; 18°C: F2,15 = 9,65; p < 0,01; 25°C: F215 = 107,43;
p < 0,001). Bei dem Einfluss der Lagertemperatur zeigten sich ebenfalls signifikante Effekte: die beste
Lagerstabilitéat wurde bei 5°C erreicht, gefolgt von 18°C und 25°C (48h: F2,15 = 148,40; p < 0,001; 72h:
F2,15=17,71; p < 0,001; 96h: F215 = 34,33; p < 0,001). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass
die beste Lagerstabilitat bei 5°C mit Hyphenfragmenten erreicht wurde, die nach 72h Fermentationszeit
geerntet wurden. Dies korrelierte mit erhdhten endogenen Konzentrationen von Arabitol und Mannitol
(Abbildung 26).
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Abbildung 28. Einfluss des Kulturalters auf die Lagerstabilitdit von verkapselten M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmenten bei verschiedenen Lagertemperaturen. (A): 5°C, (B): 18°C, (C): 25°C. Unterschiedliche
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine RM-ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test mit
p<0,05; n=6; ns: nicht signifikant (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018a).

4.4.3 Scale-Up technischer Formulierungen

Um groRe Kapselmengen von min. 150 kg Feuchtmasse pro Behandlung fir die Feldversuche
herzustellen, wurde ein Scale-Up fir die Kapselproduktion basierend auf dem JetCutting-Prinzip
verwendet. Dazu wurde das zu verkapselnde Material mithilfe einer Dickstoffpumpe gefdrdert. Mit einer
rotierenden Scheibe wurden die geférderte Lésung in einzelne Tropfen separiert, bevor diese die
Vernetzerlésung erreichten und die Kapseln geformt wurden. Damit war es mdglich, die im
Labormaf3stab entwickelte Formulierung auch fur Freilandexperimente (AP6) herstellen zu kénnen.

4.5 Ergebnisse des Arbeitspaketes 5: Quantifizierung und Mykotoxin-Charakteri-
sierung in planta

45.1 Mykotoxin-Charakterisierung in verwerteten Pflanzenteilen

Im Arbeitspaket 1.3 konnte bereits gezeigt werden, dass Destruxine nicht in kolonisierten Pflanzen zu
finden waren. Zusatzlich wurden jedoch wahrend der Feldversuche an Kartoffeln Proben entnommen
um eine Gefahrdung des Verbrauchers durch mit Mykotoxinen belastete Kartoffeln auszuschliel3en.
Hierfur wurden neu gebildete Kartoffelknollen wéahrend der Wachstumsphase BBCH 45 entnommen und
durch die Arbeitsgruppe von Prof. Karlovsky auf erhéhte Destruxin- und Solanin-Gehalte hin untersucht.
Die Untersuchungen konnten in keiner der Proben Destruxine nachweisen und es konnte keine Erho-
hung der Solanin Gehalte durch die M. brunneum Behandlungen nachgewiesen werden.
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45.2 AbschlieBende Quantifizierung der EEPs mittels q-PCR

In diesem Arbeitspaket wurde untersucht, ob die in Arbeitspaket 4.1 produzierten Kapseln die
endophytische Kolonisierung von Tomaten- und Kartoffelpflanzen durch M. brunneum unterstiitzen
kdnnen. Dazu wurden zunéchst Calcium-Alginatkapseln mit M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten
hergestellt und ein Teil dieser Kapseln getrocknet (s. Arbeitspaket 4.2). Von den Kapseln wurden 4 g
feucht und die &quivalente Menge getrocknet an Wurzeln von Tomatenpflanzen (Var. Ruthje) appliziert,
um die Auswirkung der Trocknung und damit einer reduzierten Viabiliat des Pilzes auf die
Pflanzenkolonisierung zu untersuchen. Dartber hinaus wurde der Frage nachgegangen, ob durch eine
Verkapselung der Hyphenfragmente die Kolonisierungseffizienz gesteigert werden kann, da der Pilz in
der Kapsel vor anderen Mikroorganismen geschutzt ist und zusétzlich durch die Verkapselung von
Néhrstoffen in Form von Maisstarke beim Wachstum aus der Kapsel unterstiitzt wird. Dazu wurden zum
Vergleich auch nicht-formulierte Hyphenfragmente mit der gleichen Dosis wie in feuchten Kapseln
appliziert. Alle Pflanzen wurden in unsteriler Fruhstorfer Erde Typ T mit 10% Sand kultiviert. 21 Tage
nach Applikation des Pilzes wurden Proben aus dem Stangel der Pflanzen etwa 3 cm Uber der Erde
genommen und die Kolonisierungseffizienz mikroskopisch durch Quantifizierung endophytischer
Hyphen und molekular durch Quantifizierung des endophytischen Pilzes mittels gPCR und M. brunneum
spezifischen Primern analysiert. Die zusatzliche molekulare Analytik wurde verwendet, um die
Ergebnisse des mikroskopischen Nachweises zu verifizieren, da es sich bei der mikroskopischen
Quantifizierung um einen unspezifischen Nachweis von Hyphen verschiedenster endophytischer Pilze
handelt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 29 dargestellit.
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Abbildung 29. Einfluss von Verkapselung von M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten in Calcium-
Alginatkapseln auf die endophytische Kolonisierung von Sténgeln von Tomatenpflanzen 21 Tage nach
Waurzelinokulation. Unterschiedliche Buchstaben tber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf
eine  ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test oder Kruskal-Wallis-Test mit p<0,05; n=25 (Mittelwerte =+
Standardabweichung); publiziert in (Krell et al., 2018c).

Anhand der Ergebnisse in Abbildung 29 wird deutlich, dass durch M. brunneum Bipesco5
Hyphenfragmente eine erfolgreiche Kolonisierung von Tomatenpflanzen erreicht wurde. Dabei war die
Kolonisierungseffizienz nach der Applikation von feuchten Kapseln im Gegensatz zu nicht-formulierten,
feuchten Hyphenfragmenten sowohl bei dem mikroskopischen (Fs00=133,91; p < 0,001), als auch bei
dem molekularen Nachweis (chi? = 48,40; df = 3; p < 0,05) signifikant erhdht was fir die Hypothese
spricht, dass der Pilz durch die Verkapselung vor antagonistischen Mikroorganismen geschutzt wird und
das Nahrstoffdepot in den Kapseln den Pilz beim Auswuchs unterstiitzt. Zwischen der erreichten
Kolonisierungseffizienz nach der Anwendung von feuchten und getrockneten Kapseln wurden beim
mikroskopischen Nachweis ebenfalls signifikante Unterschiede festgestellt. Diese sind vermutlich
darauf zurtickzufiihren, dass wéhrend der Trocknung etwa 50% der aktiven Biomasse abgestorben ist
(s. Arbeitspaket 4.2). Mit diesem Experiment wurde also gezeigt, dass nach Applikation von
Hyphenfragmenten eine Kolonisierung von Tomatenpflanzen erreicht werden kann. Zusatzlich wurde
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erfolgreich bewiesen, dass durch Verkapselung die Kolonisierung des endophytischen Pilzes signifikant
verbessert werden kann.

In einem weiteren Experiment wurde der Frage nachgegangen, ob durch induzierte Cellulaseaktivitat in
Calcium-Pektinamidkapseln die endophytische Kolonisierung von Kartoffelpflanzen durch M. brunneum
Cb15 verbessert werden kann. Dieses Experiment basiert auf der Hypothese, dass Cellulase als
Penetrationshilfsmittel dient, ahnlich wie bei phytopathogenen Pilzen. Um dieser Frage nachzugehen,
wurden zunachst Calcium-Pektinamidkapseln entsprechend der Angaben in Arbeitspaket 4.1
hergestellt. Pro oberflachensterilisierter Kartoffelknolle (Var. Linda) wurden 5g feuchte Kapseln
eingesetzt und in einem Weckglas auf Wasseragar fir 21 Tage bei 18-23°C und einem Tag-Nacht-
Rhythmus von 16h:8h inkubiert. Die endophytische Kolonisierung des Pflanzengewebes (Wurzel,
Knolle, Spross) wurde durch Re-Isolierung des Pilzes auf Selektivmedium bestimmt. Zusatzlich wurde
DNS aus der re-isolierten Pilzbiomasse gewonnen und mit Hilfe von PCR und M. brunneum
spezifischen Primern analysiert, um eine ldentifizierung des Pilzes zu gewéahrleisten. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30. Einfluss der Formulierungsadditive Cellulose (C), inaktivierte Backerhefe (N) und Cellulase (E) auf
die endophytische Kolonisierung von Kartoffelpflanzen durch M. brunneum Cb15 21 Tage nach Applikation von
Kapseln mit amidierten Pektin, Starke und M. brunneum Cb15 Myzel (myc). Unterschiedliche Buchstaben iiber den
Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf einen Kruskal-Wallis-Test mit p<0,05; n=6 (Mittelwerte +
Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018b).

Wie in Abbildung 23 bereits gezeigt wurde, fiuhrte die Zugabe von Cellulose (C) und inaktivierter
Backerhefe (N) zu einer geringen Cellulaseaktivitdt in Calcium-Pektinamidkapseln. Durch
Supplementierung von Cellulase (E) erhéhte sich die Cellulaseaktivitat signifikant, was mit einer
vermehrten Sporenbildung an der Kapseloberflache einherging (Abbildung 24). Wie in Abbildung 30
deutlich wird, fuhrte die Applikation von Cellulase auch zu einer signifikant verbesserten endophytischen
Kolonisierung von Kartoffelpflanzen durch M. brunneum Cb15 um 61,2% (chi?2=26,92; df=3;
p <0,001) im Vergleich zu Kontrollkapseln (myc). Kontrollpflanzen, die mit Leerkapseln behandelt
wurden, waren negativ fur M. brunneum. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Co-
Verkapselung von Cellulase und Applikation dieser Kapseln an Kartoffelpflanzen zu einer signifikanten
Verbesserung der endophytischen Kolonisierung durch M. brunneum Cb15 fiihrte. Da eine erhdhte
Cellulaseaktivitat mit einer vermehrten Sporenbildung einherging, kann die verbesserte Kolonisierung
allerdings nicht ausschlief3lich auf die Aktivitat der Cellulase zurlickgefihrt werden, sondern kénnte eine
Kombination aus beiden Faktoren gewesen sein.

4.6 Ergebnisse des Arbeitspaketes 6: Praxisnahe Versuche

4.6.1 Praxisnahe Versuche im Gewachshaus

Wahrend des Projektes wurden verschiedene Experimente unter Gewéachshausbedingungen
durchgefuhrt, um die Reaktionen von Kartoffelpflanzen auf endophytische entomopathogene
Metarhizium spp. Isolate und Formulierungen dieser Nutzpilze zu untersuchen. So wurde z.B. der Frage
nachgegangen, ob sich die Wurzelarchitektur von Kartoffelpflanzen nach Inokulation mit Calcium-
Pektinamidkapseln und M. brunneum Cb15 (s. Arbeitspaket 4.1) und anschlieRender endophytischer
Kolonisierung durch den Pilz &ndert, wie es fiur Mykorrhiza-klassifizierte Pflanzen beschrieben ist.
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Dariber hinaus wurde die Hypothese aufgestellt, dass mit M. brunneum Cb15 endophytisch kolonisierte
Pflanzen aufgrund einer verbesserten Nahrstoffversorgung durch den Pilz ein reduziertes Wurzel-zu-
Spross-Verhaltnis aufweisen.

Um den Einfluss von M. brunneum Cb15 auf Kartoffelpflanzen zu untersuchen, wurden zunéchst 3 g
getrocknete Calcium-Pektinamidkapseln und M. brunneum Cb15 Myzel (s. Arbeitspaket 4.1) in ein etwa
8 cm tiefes Pflanzloch appliziert, eine oberflachensterilisierte Kartoffelknolle (Var. Bintje) darubergelegt
und diese mit sterilisiertem Sand bedeckt. Weitere Behandlungen umfassten feuchtes nicht-formuliertes
Myzel mit der gleichen Dosis an Biomasse wie in feuchten Calcium-Pektinamidkapseln, getrocknete
Calcium-Pektinamidkapseln ohne Biomasse, sowie Kontrollpflanzen ohne Behandlung. Die Pflanzen
wurden im Gewdachshaus bei 18-23°C, einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16h:8h und einer relativen
Feuchtigkeit von etwa 60% fiir 35 Tage kultiviert. Alle Pflanzen erhielten 50 ml vollentsalztes Wasser
pro Tag.

In diesem Experiment wurde zunéchst evaluiert, ob eine endophytische Kolonisierung von Wurzeln
durch M. brunneum Cb15 stattgefunden hatte. Dies erfolgte wie in Arbeitspaket 5.1 fiir Kartoffelpflanzen
beschrieben wurde. Die Analyse ergab, dass lediglich die Applikation von Calcium-Pektinamidkapseln
mit M. brunneum Cb15 zu einer erfolgreichen endophytischen Kolonisierung von Wurzeln mit 7,5%
fuhrte. Dies korrelierte mit einem signifikant verbesserten Pflanzenwachstum (Fz 33 =17,11; p < 0,001,
Abbildung 31A). Das Wurzel-zu-Spross-Verhdltnis wurde durch die Kapselapplikation ebenfalls
signifikant beeinflusst, wobei Kapseln ohne M. brunneum Cb15 einen vergleichbaren Effekt erzielten,
wie Kapseln mit M. brunneum Cb15 (Fs3s = 5,61; p < 0,01, Abbildung 31B). Dieses Ergebnis lasst
vermuten, dass die Pflanzen in der Lage waren, auf Nahrstoffe in der Kapsel ohne Einwirkung des Pilzes
zuzugreifen. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde der Stickstoff- und Phosphorgehalt in den
Pflanzen quantifiziert (Abbildung 32).

Tatsachlich fuhrte die Applikation von Kapseln ohne M. brunneum Cb15 ebenfalls zu einem erhéhten
Stickstoffgehalt in den Pflanzen, wobei ein signifikanter Unterschied zu Kontrollpflanzen und Pflanzen,
die mit nicht-formuliertem Myzel inokuliert wurden, nur bei Kapselanwendung mit M. brunneum Cb15
bestimmt wurde (Fsz3s = 5,61; p < 0,01, Abbildung 32A). Wie anhand von Abbildung 32B deutlich wird,
fuhrte die Kapselanwendung mit M. brunneum Cb15 ebenfalls zu dem héchsten Phosphorgehalt mit
einem signifikanten Unterschied zu allen anderen Behandlungen (Fsz 34 = 6,29; p < 0,01). Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass Stickstoff in der Form von inaktivierter Backerhefe in den Kapseln vorhanden
war, Phosphor jedoch nicht durch die Kapsel zur Verfigung gestellt wurde und nur durch den Pilz aus
dem Sand mobilisiert und zu den Pflanzen transferiert werden konnte.
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Abbildung 31. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf das Wachstum von
Kartoffelpflanzen. (A): Trockenbiomasse mit Wurzeln, Sténgel und Blattern, (B): Wurzel-zu-Spross-Verhaltnis.
Unterschiedliche Buchstaben Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA mit
Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=8-10 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018e).
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Abbildung 32. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf den Stickstoff- und
Phosphorgehalt in Kartoffelpflanzen. (A): Stickstoffgehalt, (B): Phosphorgehalt. Unterschiedliche Buchstaben tber
den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05;
n=8-10 (Mittelwerte + Standardfehler); Publiziert in (Krell et al., 2018d).

Zusatzlich zu dem Pflanzenwachstum und dem Nahrstoffgehalt wurde die Wurzelarchitektur analysiert.
Es wurde angenommen, dass sich der Anteil an Feinwurzeln und Wurzelverzweigung durch die
verbesserte Pflanzenernéhrung verringert, wie es oft fur Mykorrhiza-klassifizierte Pflanzen beobachtet
wird.

Anhand von Abbildung 33 wird deutlich, dass durch die Kapselapplikation der Anteil an Feinwurzeln
im Vergleich zu Kontrollpflanzen signifikant ab- (Fs.31 = 8,00; p < 0,001) und der Anteil an mitteldicken
Wurzeln signifikant zunahm (Fs31 = 6,72; p < 0,001), wobei kein Unterschied zwischen Kapseln mit und
ohne M. brunneum Cb15 festgestellt werden konnte. Der Anteil dicker Wurzeln blieb von den
Behandlungen unbeeinflusst (Fz31 = 0,52; p = 0,67). Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass
die Unterschiede in den WurzelgréRenklassen eher auf einen Nahrstoffeffekt durch die Kapsel, als auf
Effekte induziert durch M. brunneum Cb15 zurtickzufiihren sind.
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Abbildung 33. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die
Wourzelklassenverteilung von Kartoffelpflanzen. Unterschiedliche Buchstaben in den Balken zeigen signifikante
Unterschiede bezogen auf eine ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=9-10 (Mittelwerte =+
Standardfehler). GroRbuchstaben: Feinwurzeln (<0,2 mm), Kleinbuchstaben: mitteldicke Wurzeln (0,2-0,6 mm),
Griechische Buchstaben: dicke Wurzeln (> 0,6 mm); publiziert in (Krell et al., 2018e).
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Abbildung 34. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die Anzahl von
Wurzelspitzen, -kreuzungen und -gabelungen von Kartoffelpflanzen. Unterschiedliche Buchstaben Uber den Balken
zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=8-10
(Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018e).

Die Ergebnisse der Analyse der Wurzelverzweigung sind in Abbildung 34 dargestellt. Es wird deutlich,
dass nach Applikation von Calcium-Pektinamidkapseln mit M. brunneum Cb15 signifikant mehr Gabe-
lungen im Vergleich zu Kontrollpflanzen aufgetreten sind (Fs 34 = 3,07; p < 0,05). Allerdings blieben so-
wohl Wurzelspitzen (Fsz3s = 2,31; p = 0,93), als auch -kreuzungen (Fsz 32 = 2,59; p = 0,07) von den Be-
handlungen unbeeinflusst. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Haupteffekte auf
die Wurzelarchitektur durch die verbesserte Néhrstoffversorgung durch die Kapsel und weniger durch
M. brunneum Cb15 hervorgerufen wurden. Dies hing vermutlich mit der geringen endophytischen Kolo-
nisierung in diesem Experiment zusammen.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob Kartoffelpflanzen nach Inokulation mit Calcium-
Pektinamidkapseln und M. brunneum Cb15 (s. Arbeitspaket 4.1) eine verbesserte Pflanzengesundheit
aufweisen. Es wurde angenommen, dass die endophytische Kolonisierung durch den Pilz unter
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nahrstoffarmen im Vergleich zu nahrstoffreichen Bedingungen signifikant verbessert ist und dies mit
einer besseren Pflanzengesundheit korreliert. Das Experiment wurde ebenso mit 3 g getrockneten
Calcium-Pektinamidkapseln und M. brunneum Cb15 Myzel, getrockneten Calcium-Pektinamidkapseln
ohne Pilz, feuchtem nicht-formulierten Myzel, sowie Kontrollpflanzen ohne Behandlung durchgefuhrt.
Die Pflanzen wurden im Gewéachshaus bei 18-23°C, einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16h:8h und einer
relativen Feuchtigkeit von etwa 60% fiir 35 Tage kultiviert. Ein Teil der Pflanzen erhielt taglich 50 ml
vollentsalztes Wasser (nahrstoffarme Bedingungen). Der andere Teil der Pflanzen erhielt drei Mal pro
Woche 50 ml Dingerlésung und an den anderen Tagen 50 ml vollentsalztes Wasser (nahrstoffreiche
Bedingungen).

Zundchst wurde der Einfluss der Bodenfertilitdt auf die endophytische Kolonisierung von
Kartoffelpflanzen (Wurzeln, Knolle, Spross, Blatter) durch M. brunneum Cb15 untersucht. Dies erfolgte
wie in Arbeitspaket 5.1 fur Kartoffelpflanzen beschrieben wurde. In Abbildung 35 ist die Kolonisierung
nach Applikation von nicht-formuliertem und verkapseltem Myzel dargestellt. Es wird deutlich, dass nach
Anwendung von nicht-formuliertem Myzel nur geringe Kolonisierungsraten erreicht wurden mit keinen
Unterschieden zwischen nahrstoffarmen und -reichen Bedingungen (tzs = 0,22, p = 0,83). Hingegen
wurde nach Applikation von Kapseln mit M. brunneum Cb15 eine hdhere Kolonisierungsrate erreicht,
die unter nahrstoffarmen Bedingungen signifikant hoéher war, verglichen zu né&hrstoffreichen
Bedingungen (tss = 2,35, p < 0,05). Kontrollpflanzen und Pflanzen, die mit Kapseln ohne M. brunneum
Cb15 behandelt wurden, waren negativ fir M. brunneum.
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Abbildung 35. Einfluss der Bodenfertilitat (néhrstoffarm: -Fertilizer,
nahrstoffreich: +Fertilizer) auf die endophytische Kolonisierung von Kartoffelpflanzen durch M. brunneum Cb15.
Unterschiedliche Buchstaben Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf einen T-Test mit
p<0,05; n=10 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018d).

Um eine erhdhte endophytische Pflanzenkolonisierung durch M. brunneum Cb15 mit einer verbesserten
Pflanzengesundheit in Verbindung =zu bringen, wurden Pflanzenbiomasse, Blattoberflache,
Quantenausbeute vom Photosystem Il sowie Pflanzennéhrstoffversorgung analysiert. Wie anhand von
Abbildung 36 und Abbildung 37 deutlich wird, fihrte die Applikation von Kapseln mit M. brunneum
Cb15 sowohl unter nahrstoffarmen als auch unter nahrstoffreichen Bedingungen zu den héchsten
Werten von Pflanzenbiomasse mit 2,04 +0,089g (Fs3=7,14;p<0,01) und 3,99+0,11¢
(Fs36 = 8,39; p < 0,001), sowie von Blattoberflachen mit 89,50 + 5,99 cm? (Fs3s = 12,54; p < 0,001) und
357,98 + 8,97 cm? (Fs3s = 3,29; p <0,05). Diese Ergebnisse waren unabhéngig von einer erhthten
endophytischen Kolonisierung des Pilzes unter ndhrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 36. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die Trockenbiomasse
von Kartoffelpflanzen, die in n&ahrstoffarmen (-Fertilizer) und néhrstoffreichen Bedingungen (+Fertilizer) kultiviert
wurden. Unterschiedliche Buchstaben iber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA
mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=10 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018d).
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Abbildung 37. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die Blattoberflache von
Kartoffelpflanzen, die in nahrstoffarmen (-Fertilizer) und nahrstoffreichen Bedingungen (+Fertilizer) kultiviert
wurden. Unterschiedliche Buchstaben tiber den Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA
mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=10 (Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018d).

Wie in Abbildung 38A deutlich wird, wurde unter nahrstoffarmen Bedingungen sowohl die effektive
(F310 =8,92; p <0,01), als auch die maximale Quantenausbeute (Fs,1s = 29,22; p <0,001) durch die
Applikation von Kapseln signifikant beeinflusst. Die Anwendung von verkapseltem M. brunneum Cb15
wirkte sich inshesondere positiv auf die maximale Quantenausbeute aus. Unter nahrstoffreichen
Bedingungen blieben hingegen sowohl die effektive, als auch die maximale Quantenausbeute von den
Behandlungen unbeeinflusst (Abbildung 38B). Die Abwesenheit positiver Effekte von M. brunneum
Cb15 auf die Quantenausbeute unter nahrstoffreichen Bedingungen lasst sich vermutlich auf einen
starken Effekt der angewendeten Dungerldsung zurtckfihren, durch den bereits optimale
Quantenausbeuten erreicht wurden. Zudem ist denkbar, dass fiir signifikante Effekte des Pilzes auf die
Quantenausbeute eine héhere endophytische Kolonisierung von Kartoffelpflanzen nétig ist, so wie sie
unter ndhrstoffarmen Bedingungen erzielt wurde (Abbildung 35).
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Abbildung 38. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die effektive (AF/Fm') und
maximale Quantenausbeute (Fv/Fm) von Photosystem Il in Kartoffelpflanzen. (A): Nahrstoffarme Bedingungen (-
Fertilizer), (B): nahrstoffreiche Bedingungen (+Fertilizer). Unterschiedliche Buchstaben tber den Balken zeigen
signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=10 (Mittelwerte +
Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018d).

Abschlieend wurde die Pflanzennahrstoffversorgung analysiert. Die Kapselapplikation mit
M. brunneum Cb15 fuhrte sowohl unter nahrstoffarmen (Fsz3s=9,42; p <0,001), als auch unter
nahrstoffreichen Bedingungen (chi2 = 14,03; df = 3; p < 0,01) zu maximalen Stickstoffkonzentrationen
in Kartoffelpflanzen (Abbildung 39A). Ebenso wurden fir den Phosphorgehalt unter nahrstoffarmen
(Fs18=8,74; p<0,01) und unter nahrstoffreichen Bedingungen (chi?=18,56; df=3; p <0,001)
maximale Konzentrationen bestimmt (Abbildung 39B). Interessanterweise war der Phosphorgehalt
insbesondere unter nahrstoffreichen Bedingungen durch die Kapselapplikation mit M. brunneum Cb15
erhoht. Dies lasst sich vermutlich darauf zurlckfihren, dass im Vergleich zu nahrstoffarmen
Bedingungen Phosphor durch die Anwendung der Dungerlésung nicht limitiert vorlag und somit mehr
durch M. brunneum Cb15 mobilisiert und zu den Pflanzen transferiert werden konnte.
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Abbildung 39. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf den Stickstoff- und
Phosphorgehalt in Kartoffelpflanzen, die in nahrstoffarmen (-Fertilizer) und n&hrstoffreichen Bedingungen
(+Fertilizer) kultiviert wurden. (A): Stickstoffgehalt, (B): Phosphorgehalt. Unterschiedliche Buchstaben tber den
Balken zeigen signifikante Unterschiede bezogen auf eine ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test mit p<0,05; n=10
(Mittelwerte + Standardfehler); publiziert in (Krell et al., 2018d).

36




Abschlussbericht FKZ: 31421/01

Zusammenfassend wurde mit diesem Experiment gezeigt, dass das Potential von M. brunneum Cb15
Kartoffelpflanzen endophytisch zu kolonisieren von der Bodenfertilitdét beeinflusst wurde. Eine
verbesserte endophytische Kolonisierung unter nahrstoffarmen im Vergleich zu néhrstoffreichen
Bedingungen korrelierte mit signifikant erhéhten Quantenausbeuten des Photosystems Il. Unabhangig
von der Bodenfertilitit und der endophytischen Kolonisierung von Kartoffelpflanzen wurden durch
M. brunneum Cb15 die Trockenbiomasse, Blattoberflache, sowie der Stickstoff- und Phosphorgehalt
erhoht. Diese Ergebnisse zeigen, dass endophytische entomopathogene Pilze, wie M. brunneum Cbh15,
zusatzlich zu ihrer Fahigkeit Insekten zu kontrollieren, auch die Pflanzengesundheit verbessern kénnen.

4.6.2 Praxisnahe Versuche unter Feldbedingungen

Im Berichtzeitrum wurde ein Feldversuch gegen Drahtwirmer an drei verschiedenen niedersachsischen
Standorten durchgefiihrt. Das Versuchsdesign orientierte sich an den EPPO-Richtlinien fur die
Durchfuhrung von Feldversuchen gegen den Drahtwurm (Agriotes spp.). Nach Absprache mit
landwirtschaftlichen Beratern und Landwirten wurden fiir die Versuche Kartoffelfelder ausgewahlt, die
durch ihre besondere Lage und ackerbauliche Vorgeschichte als besonders belastet durch Drahtwirmer
eingestuft werden konnten. Die Versuchsfelder befanden sich in der Nahe von Waake, Hameln sowie
Barnstedt. An jedem der genannten Standorte wurden zwei Behandlungen mit fein-dispersem Myzel
des M. brunneum Isolates Ch15lll, sowie eine unbehandelte Kontrolle getestet. Eine Variante bestand
aus freiem fein-dispersen Myzel in einer unformulierten Suspension, die andere aus getrockneten
Kapseln in die fein-disperses Myzel eingebettet worden waren. Es wurden 3 g der Kapseln als ,Spott-
Applikation“ mit der Hand unter den Kartoffelknollen abgelegt. In der flissigen Variante wurde eine
aquivalente Menge appliziert. Die Behandlungen wurden im Block randomisiert und acht Mal je Feld
wiederholt. Die Aussaat und Applikation fand in den Monaten April bis Mai statt und die Ernte/Bonitur in
den Monaten August bis September. Bonitiert wurde der durch die Drahtwirmer entstandene Schaden
an den neu gebildeten Knollen, sowie die Dichte der Kolonien formenden Metarhizium spp. Einheiten
(cfu) im Boden, zu Beginn und zum Ende der Feldversuche. Bis zur Ernte wurden zusatzlich
Pflanzenproben gesammelt, um eine eventuelle Kolonisierung der Pflanzen nachzuweisen. Die
genommenen Pflanzenproben, jeweils Wurzel, Stangel und Blatt, wurden nach einer
Oberflachensterilisation auf selektives Medium aufgebracht, um ein Auswachsen des Pilzes aus dem
Pflanzengewebe zu ermdglichen. Ein Auswachsen des Isolates konnte aus keiner der Proben
beobachtet werden. Die gentechnische Analyse mithilfe einer Nested-PCR konnte keine Metarhizium
spp. DNS in den Proben nachweisen. Anhand der Bodenproben lasst sich allerdings zeigen, dass sich
die Anzahl der cfu im Boden zwischen der Aussaat und der Ernte teils erheblich erhtht hat. So konnte
auf dem Versuchsfeld in Waake ein Anstieg der cfu um den Faktor 1 x 102 beobachtet werden (Tabelle
6). Diese deutliche Steigerung konnte jedoch nicht auf allen Feldern nachgewiesen werden. In Barnstedt
hat sich die Anzahl der cfu nur um etwas mehr als das Doppelte steigern kénnen, wéhrend in Hameln
nur ein marginaler Anstieg bei der Behandlung mit freiem fein-dispersem Myzel zu beobachten war.

Tabelle 6. Durchschnittliche Anzahl der Kolonien formenden Metarhizium spp. Einheiten (cfu) pro 1 g Boden zum
Zeitpunkt der Aussaat und der Ernte je Behandlung und Standort.

cfu pro 1 g Boden (Aussaat) cfu pro 1 g Boden (Ernte)
Waake
Kontrolle 3,1 0,0
Freies fein-disperses Myzel 0,0 0,0
Verkapseltes fein-disperses Myzel 31,2 3375,0
Hameln
Kontrolle 0 0,0
Freies fein-disperses Myzel 0 12,5
Verkapseltes fein-disperses Myzel 0 0,0
Barnstedt
Kontrolle 43,8 106,3
Freies fein-disperses Myzel 43,8 25,0
Verkapseltes fein-disperses Myzel 50,0 183,3

Die Auswertung der Kartoffeln zeigte, dass der Anteil der durch Drahtwirmer beschadigten Kartoffelknollen
sehr stark zwischen den verschiedenen Standorten schwankte. Die meisten geschéadigten Kartoffeln,
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zwischen 80% und 90%, wurden auf dem Versuchsfeld in Barnstedt gefunden (Abbildung 40 C), die
wenigsten in Hameln (Abbildung 40 A). In Waake waren zwischen 40% und 50% der Knollen durch
Drahtwirmer beschadigt (Abbildung 40 B). An keinem der Standorte konnte der Anteil an beschadigten
Knollen durch die Behandlungen signifikant reduziert werden.

Wahrend in Barnstedt der Drahtwurmbefall so hoch war, das eine wirkungsvolle Reduktion der Population,
und damit des Schadens, als unwahrscheinlich gilt, scheint der gegenteilige Effekt in Hameln aufgetreten
zu sein. Dort erscheint die Drahtwurmpopulation und damit der entstandene Schaden so gering zu sein,
dass Effekte zwischen den Behandlungen nicht nachweisbar sind. Auf dem Versuchsfeld in Waake scheint
die Behandlung mit M. brunneum Kapseln zu einer geringen Abnahme des Schadbildes gefiihrt zu haben.
Da bei dieser Behandlung die meisten cfu im Boden nachgewiesen werden konnten, kdnnte man von einer
leichten Verminderung der Population ausgehen. Griinde fiir die schlechte Wirkung der Behandlungen
kénnten eine ausgepragte Trocken- und Kalteperiode im Friihjahr 2018 gewesen sein. Insbesondere die
applizierten Kapseln miissen, um wirksam zu sein, adaquat rehydrieren. Bei einer zu langsamen Aufnahme
von Wasser, kann man von einer verzégerten Aktivierung des Pilzes und somit seiner Wirksamkeit
ausgehen. Die Zusammenhange mussen allerdings in weiteren (Feld-) Versuchen geklart werden.
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Basierend auf den vielversprechenden Ergebnissen aus dem Gewéachshausversuch gegen Kartoffelkafer,
wurde ein weiterer Feldversuch gegen diesen Schadling durchgefiihrt. Insgesamt wurde zwei Standorte in
der Néhe des Sudniedersachsischen Ortes Etzenborn durchgefiihrt. Die Durchfiihrung des Feldversuches
orientierte sich an den EPPO-Richtlinien fir Leptinotarsa decemlineata.

Es wurden zwei Behandlungen ausgewahlt: eine Beimpfung der Saat-Kartoffelknollen mit einer Cb15IIl

Sporensuspension (Cb15l1l) und eine unbehandelte Kontrolle (Control), jeweils mit acht Wiederholungen je

Feld. Die Behandlung der vorgekeimten Saatknollen wurde wenige Tage vor dem Einpflanzen durchgefiihrt.

Die erste Bonitur der Kartoffelpflanzen wurde beim ersten Zuflug der adulten Kéfer vorgenommen und wurde

danach wéchentlich wiederholt bis die Kartoffelbestande zusammengebrochen waren. Fir die Bonitur wurde

sowohl Anzahl der abgelegten Eier als auch die Anzahl der Li-Ls, L4 sowie der adulten Kéfer aufgenommen.
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Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Anzahl der abgelegten Eier auf behandelten Pflanzen teils signifikant
von unbehandelten Pflanzen unterscheidet (Field 1: RM-ANOVA F¢,10 = 9,233, p <0,01; Field 2: RM-
AMOVA Fu,11) = 3,006, p = 0,067) (Abbildung 41). Ahnliche Ergebnisse konnten bei der Anzahl der Li-Ls
Larven beobachte werden (RM-ANOVA F10) = 11,523, p <0,001), auch wenn dieser Effekt durch die
verringerte Eiablage erklart werden kann. Aufgrund eines sehr geringen Gesamtbefalles in Feld zwei, konnten
hier nur geringe Unterschiede zwischen den Behandlungen beobachtet werden. Nichtsdestotrotz zeigen die
Ergebnisse von beiden Feldern, dass eine Knollenbehandlung mit dem M. brunneum Isolat einen erheblichen
Effekt auf die Populationsentwicklung von Kartoffelkafern hat. Die genauen Ursachen fur den Riickgang der
Eiablage an behandelten Pflanzen muss allerdings in weiterflihrenden Versuchen untersucht werden.
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Abbildung 41. Durchschnittliche Anzahl an gezéhlten Kartoffelk&fereiern, Li-Ls und L4 Larven pro Pflanze (Mittel-
wert + SE) in Feld 1 (a) Kontrolle und b) Cb15Ill Behandlung) und Feld 2 (c) Kontrolle und d) Cb15lll Behandlung)
Anzahl Eier (RM-ANOVA Fs,10) = 9.233, p < 0.01) und L1 — Ls Larven (RM-ANOVA F,10) = 11.523, p < 0.001) auf
Feld 1 unterscheiden sich signifikant zwischen Kontrolle und Treatment. Statistisch signifikante Unterschiede
konnte auf Feld 2 nicht nachgewiesen werden.

5. Diskussion

5.1 Inwieweit wurden die verfolgten Ziele erreicht?

Das Ziel des vorliegenden Projektes war die Entwicklung einer innovativen und vielfaltig einsetzbaren
Pflanzenschutzstrategie gegen verschiedene Schadlinge basierend auf der Wirkung endophytischer,
entomopathogener Nutzpilze. Dieses Ziel wurde weitestgehend erreicht.

Als Ergebnis des Projektes liegt eine trocknungs- und lagerfahige Kapselformulierung mit einem endo-
phytischen, entomopathogenen Metarhizium brunneum lIsolat (CB 15 1ll) aus dem Géttinger Umland
vor. Das Isolat totet bei direktem Kontakt eine Vielzahl von Schadinsekten wie z.B. Kartoffelk&aferlarven.
Mit Hilfe der Kapselformulierung war es mdéglich, verschiedene Nutzpflanzen wie Kartoffeln und Toma-
ten systemisch zu kolonisieren. Im Feld verringerte die Ausbringung der entwickelten Formulierung lei-
der nicht einen Fraschaden durch den Drahtwurm, was jedoch z.T. mit dem Einfluss verschiedener
biotischer und abiotischer Faktoren begriindet werden kann. Demgegenuber konnte die Formulierung
die Eiablage des Kartoffelkafers reduzieren. Um diesen Sachverhalt weiter aufzuklaren und die Formu-
lierung weiterzuentwickeln besteht weiterer Forschungsbedarf. Zudem sollte in weiteren Projekten die
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Erhéhung der Pflanzenkolonisierung durch Endophyten untersucht werden, da hier ein méglicher
Schlissel zur Verbesserung der Wirksamkeit der Formulierung liegen kénnte.

Zusatzlich zu dem Einsatz gegen Schadinsekten bietet der Einsatz der entwickelten Formulierung wei-
tere Vorteile. So kann die Verwendung der entwickelten Kapsel mit dem endophytischen M. brunneum
Isolat das Pflanzenwachstum signifikant steigern, z.B. durch die Mobilisierung von Nahrstoffen wie
Stickstoff und Phosphat. Auch eine Erhéhung der Stresstoleranz z.B. gegen Trockenstress, oder eine
erhbhte Resistenz gegenuber Pflanzenpathogenen erscheint aussichtsreich. Auch hier besteht weiterer
Forschungsbedarf.

5.2 Woraus ergaben sich Abweichungen der erhaltenen Ergebnisse?

Im Projekt ergaben sich keine gréReren Abweichungen der Zielsetzung. Dartiber hinaus wurden zuséatz-
liche Ergebnisse erzielt. So konnte eine positive, zusétzliche Wirkung der Formulierung mit M. brun-
neum CB 15 Il als Pflanzenstarkungsmittel ermittelt werden.

5.3 Wie gestaltete sich die Arbeit mit den eingebundenen Kooperationspartnern?

Die Kooperationspartner trafen sich zuséatzlich zu den gemeinsamen Gewéachshaus- und Feldversuchen
mindesten zwei Mal pro Jahr zu Projekttreffen. Hier wurde konstruktiv an der Umsetzung der For-
schungsideen gearbeitet, Experimente ausgearbeitet und neue Erkenntnisse von/fir z.B. Konferenzen
diskutiert. Alle Partner beteiligten sich an den gro3en Experimenten mit personellen und sachlichen
Ressourcen. So wurden z.B. die Fermentationen fir die Freilandversuche aus Kapazitatsgriinden von
e-nema Ubernommen.

5.4 Wird das Vorhaben oder Teile davon weitergeftihrt?

Nach Abschluss des Projektes wurde beim Bundesministerium fir Bildung und Forschung im Rahmen
des zweistufigen Programmes FHprofUnt 2018 ein Projektantrag mit dem Titel: ,Entwicklung von inno-
vativen Formulierungsverfahren mit Nutzpilzen als neuartige Pflanzenstarkungsmittel fir die Kartoffel-
fruchtfolge (Akronym: FORK) gestellt. Derzeit befindet sich der Antrag bereits in der zweiten Bewilli-
gungsphase. Der geplante Projektstart ist fur Juli 2019 geplant. Neben dem Koordinator, der FH Biele-
feld, sind als weitere Partner die Hochschule Rhein-Waal (Prof. Wichern) und die Unternehmen BIO-
CARE und Freudenberger Saatgut im Projekt aktiv eingebunden. Das Projekt wird in Unterauftragen
vom JKI in Miunster (Prof. Hallmann) und der Uni Kassel (Dr. Bruns) unterstitzt. Das FORK Projekt wird
inhaltlich an die Ergebnisse und aufgeworfenen Fragen des vorliegenden Projektes anknipfen. So wird
z.B. die Nahrstoffmobilisierung durch einen Nutzpilz weiter beleuchtet.

Das Ziel des Projektes wird sein, Formulierungsverfahren fir Nutzpilze zu entwickeln, die in die Frucht-
folge Kartoffel und Zwischenfrucht integriert werden kénnen. So kénnen nachhaltig gesunde Kartoffeln
mit erhohtem Ertrag produziert werden. Hierbei wird ein entomopathogener Nutzpilz im Kartoffelanbau
und ein nematophager Pilz zur Verbesserung der Zwischenfrucht eingesetzt.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse zur Formulierungsmethoden, -materialien und —technologien wer-
den zudem im neuen Projekt* Entwicklung und Einsatz von Smarten Diingemitteln und Pflanzenstar-
kungsmitteln fiir den 6kologischen Heidelbeeranbau® geférdert durch die Europaischen Innovationspart-
nerschaft ,Produktivitdt und Nachhaltigkeit in der Landwirtschaft® einflie3en. Die erlangten Erkenntnisse
zur Wachstumsverbessrung von Pflanzen durch verkapselte Pilze haben wir darliber hinaus in ein Pro-
jekt, in dem verkapselte Bakterien das Wachstum von Mikroalgen verbessern werden, integriert. Dieses
Projekt, COMBINE, wurde soeben vom BMBF, Forderlinie IngenieurNachwuchs — Kooperative Promo-
tion“ im Rahmen des Programms ,Forschung an Fachhochschulen, bewilligt.
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6. Offentlichkeitsarbeit

Die erlangten Ergebnisse wurden in peer-reviewed Journals, Dissertationen, Buchartikeln und auf Fachkonferenzen in Form von Vortragen und Postern veréffent-
licht. Die besuchten Konferenzen finden sich in Tabelle 7 und Tabelle 8. Die Publikationen in Tabelle 9. Die Dissertationen in Tabelle 10.

Tabelle 7. Liste der besuchten Konferenzen mit Vortragen.

Konferenzen 2015

Datum

Autoren

Titel

DPG-Tagung Pflanzenkrankheiten

11.-12.03.2015

Krell, Jakobs-Schonwandt, Patel

Entomopathogenic fungi as endophytes: enhancing their efficacy
against herbivorous pests by novel fermentation and formulation
strategies

7th International Symposium Plant Protection and Plant
Health in Europe

12.-13.03.2015

Jakobs-Schonwandt, Krell, Lohse, Lemke,
Spieth, Vidal, Patel

Entomopathogenic fungi as endophytes: supporting their biocontrol
activity by novel fermentation and formulation strategies

International Plant Protection Congress

24.-27.08.2015

Krell, Jakobs-Schonwandt, Lohse, Lemke,
Spieth, Hettlage, Vidal, Patel

Endophytic entomopathogenic fungi for biological crop protection:
novel integrated fermentation and formulation strategies

15th Microbial and Nematode Control of Invertebrate WG
Meeting

07.-11.06.2015

Jakobs-Schonwandt, Krell, Vidal, Patel

Endophytic Metarhizium strains against herbivorous insect pests:
development of novel fermentation and formulation strategies

Biopesticides — Innovative technologies and strategies for
pest control

07.- 09.09 2015

Jakobs-Schonwandt, Krell, Lohse, Lemke,
Spieth, Hettlage, Vidal, Patel

Endophytic entomopathogenic fungi for biological crop protection:
novel integrated fermentation and formulation strategies

International symposium “Microbe-assisted crop production
— opportunities, challenges and needs”

23.-26.11.2015

Jakobs-Schonwandt, Krell, Lohse, Patel

Application techniques of fungal biocontrol endophytes

Konferenzen 2016

Datum

Autoren

Titel

Using three-way interactions between plants, microbes and
arthropods to enhance crop protection and production
(COST FA1405)

10.-12.02.2016

Krell, Jakobs-Schonwandt, Patel

Endophytic entomopathogenic Metarhizium brunneum for
biological crop protection: a bioengineering approach

Society for Invertebrate Pathology (SIP)

24.-28.07.2016

Patel, Krell, Jakobs-Schénwandt, Hettlage,
Vidal

Endophytic entomopathogenic M. brunneum against insect pests:
novel integrated fermentation and formulation strategies

Plant-mediated communication between above and
belowground foodwebs (COST FA1405)

14.-16.09.2016

Jakobs-Schonwandt, Krell, Hettlage, Vidal,
Patel

Endophytic entomopathogenic Metarhizium brunneum against
insect pests: novel integrated fermentation and formulation
strategies

24th International Conference on Bioencapsulation

21.-23.09.2016

Krell, Jakobs-Schonwandt, Patel

Encapsulation of endophytic M. brunneum for biological crop
protection

60. Deutsche Pflanzenschutztagung

20.- 23.09.2016

Jakobs-Schénwandt, Krell, Patel

Endophytic entomopathogenic Metarhizium brunneum Bipesco5 for
biological crop protection: a bioengineering approach
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Konferenzen 2017

Datum

Autoren

Titel

DPG-Arbeitskreis Kartoffel

01.03.2017

Hettlage, Vidal

Metarhizium behandelte Kartoffelknollen — eine neue Méglichkeit
des Kartoffelkafer Managements?

Deutsche Phytomedizinische Gesellschaft (DPG) AK
Biologischer Pflanzenschutz, Kiel

23.-24-03.2017

Hettlage, Vidal

New insight in the endophytic behavior of Metarhizium brunneum
and the effects on Solanum tuberosum and their pests

Deutsche Phytomedizinische Gesellschaft (DPG) AK
Biologischer Pflanzenschutz, Kiel

23.- 24.03.2017

Krell, Jakobs-Schonwandt, Vidal, Patel

Improved penetration and colonization of potato plants with novel
formulations of endophytic entomopathogenic M. brunneum

16th meeting of the IOBC-WPRS Working Group Microbial
and Nematode Control of Invertebrate Pests

11.-15.06.2017

Krell, Jakobs-Schénwandt, Hettlage, Vidal,
Patel

Exoenzymes improve penetration and colonization of potato plants
by endophytic entomopathogenic M. brunneum

50th Golden Jubilee Conference of the Society for
Invertebrate Pathology (SIP), San Diego, USA

13.-17.08.2017

Krell, Jakobs-Schonwandt, Vidal, Patel

Plant cell-wall degrading enzymes improve endophytic
establishment of Metarhizium brunneum in potato plants

International Society of Chemical ecology (ISCE)/ Asian
Pacific Association for Chemical Ecology (APACE)

23.-27.08.2017

Patel, Krell, Jakobs-Schénwandt, Hettlage,
Vidal

Plant cell-wall degrading enzymes improve endophytism of
entomopathogenic M. brunneum in potato plants

SUSTAIN: Endophytes for a growing world, Dublin, Irland

28.-29.08.2017

Krell, Jakobs-Schéonwandt, Vidal, Patel

Plant cell-wall degrading enzymes improve endophytic
establishment of Metarhizium brunneum in potato plants

Hier entstand der Beitrag (Krell et al., 2019)

Konferenzen 2018 Datum Autoren Titel
Verbesserung der pflanzlichen Stresstoleranz durch eine
61. Deutsche Pflanzenschutztagung, Hohenheim Krell, Jakobs-Schénwandt, Vidal, Patel Formulierung des endophytischen Nutzpilzes Metharizium
brunneum CB15
Annual Biocontrol Indgstry Meeting (ABIM) Basel, Jakobs-Schénwandt, Krell, Unger, Patel Novel fermentation _and_ formulation strategies to support plant
Switzerland colonization by fungal endophytes
Einsatz von mit Metarhizium brunnuem beimpften Kartoffelknollen
DPG-Arbeitskreis Kartoffel 07.03.2018 Fischer, Hettlage, Vidal zur Bekampfung von Leptinotarsa decemlineata im Freiland, DPG-
Arbeitskreis Kartoffel
Konferenzen 2019 Datum Autoren Titel

COST Action: FA1405
Final Annual and MC Meeting. Thessaloniki, Grichenland

23.- 25.01.2019

Jakobs-Schénwandt, Krell, Unger, Patel

Novel fermentation and formulation strategies to support plant
colonization by fungal endophytes

Deutsche Phytomedizinische Gesellschaft (DPG) AK
Biologischer Pflanzenschutz, Bielefeld

21.-22.03.2019

Jakobs- Schénwandt, Krell, Unger, Patel

Novel fermentation and formulation strategies to support plant
colonization by fungal endophytes

Microbiota, Cartagena, Spanien

29-30.05.2019

Jakobs- Schénwandt, Krell, Unger, Patel

Formulation of agrobiologicals: Scientific and Technical aspects
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Tabelle 8. Liste der besuchten Konferenzen mit Poster.

Konferenz 2015-2019

Datum

Autoren

Titel

Entomologentagung

03.-05.03.2015

Patel, Krell, Jakobs-Schénwandt, Hettlage,
Vidal

Entomopathogenic fungi as endophytes: enhancing their
efficacy against herbivorous pests by novel fermentation
and formulation strategies

Science Fair

26.03.2015

Krell

International Plant Protection Congress

24.-27.08.2015

Krell, Jakobs-Schénwandt, Hettlage, Vidal,
Patel

Biopesticides — Innovative technologies and strategies for pest
control

07.-11.06.2015

Krell, Jakobs-Schonwandt, Vidal, Patel

Biological crop protection with fungi from within: novel
strategies against insect pests

Plant protection with endophytic M. brunneum Bipesco5: an
integrated fermentation and formulation approach

Crop protection with endophytic entomopathogenic
Metarhizium brunneum: novel fermentation and formulation
strategies

24th International Conference on Bioencapsulation

21.-23.09.2016

Krell, Jakobs-Schonwandt, Patel

Impact of culture age and endogenous polyol content on M.
brunneum shelf life

60. Deutsche Pflanzenschutztagung

20.- 23.09.2016

Jakobs-Schonwandt, Krell, Patel

A bioprocess engineering approach to improve endophytic
entomopathogenic Metarhizium brunneum Bipesco5 shelf
life

60. Deutsche Pflanzenschutztagung

20.- 23.09.2016

Hettlage, Jakobs-Schonwandt, Krell, Patel,
Vidal

Mit Metarhizium brunneum behandelte Saatknollen als
neue Bekampfungsstrategie gegen den Kartoffelkéafer
(Leptinotarsa decemlineata SAY)

16th meeting of the IOBC-WPRS Working Group Microbial and
Nematode Control of Invertebrate Pests

11.-15.06.2017

Krell, Jakobs-Schonwandt, Hettlage, Vidal,
Patel

Enhanced colonization of tomato plants by encapsulation of
endophytic entomopathogenic M. brunneum

Tropentag, Bonn

20.-22.09.2017

Krell, Jakobs-Schénwandt, Vidal, Patel

Improved M. brunneum endophytism for biological
protection of potato plants
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Tabelle 9: Publikationen in peer reviewed Journals

Autoren Titel

Krell, V., Jakobs-Schoenwandt, D., Endogenous arabitol and mannitol improve shelf life of encapsulated
Persicke, M., Patel, A.V., 2018a. Metarhizium brunneum. World Journal of Microbiology & Biotechnology 34.

Krell, V., Jakobs-Schoenwandt, D., Cellulase enhances endophytism of encapsulated Metarhizium brunneum

Vidal, S., Patel, A.V., 2018b. in potato plants. Fungal Biology 122, 373-378.
Krell, V., Jakobs-Schoenwandt, D., Encapsulation of Metarhizium brunneum enhances endophytism in tomato
Vidal, S., Patel, A.V., 2018c. plants. Biological Control 116, 62-73.

Krell, V., Unger, S., Jakobs- Endophytic Metarhizium brunneum mitigates nutrient deficits in potato and
Schoenwandt, D., Patel, A.V., improves plant productivity and vitality. Fungal Ecology 34, 43-49.
2018d.

Krell, V., Unger, S., Jakohs- Importance of phosphorus supply through endophytic Metarhizium
Schoenwandt, D., Patel, A.V., brunneum for root:shoot allocation and root architecture in potato plants.

2018e. Plant and Soil 430, 87-97.
Krell, V., Jakobs-Schoenwandt, D., Application of Formulated Endophytic Entomopathogenic Fungi for Novel
Patel, A.V., 2019. Plant Protection Strategies. Cambridge University Press.

(Buchbeitrag, in Endophytes for a Growing World (2019), Herausgeber:
Hodkinson, Doohan, Saunders and Murphy, Cambridge University Press,
ISBN: 1108471765

Tabelle 10: Aus dem Projekt entstandene Dissertationen

Autor/ Ort/ Jahr Titel der Dissertation
Krell, Vivien Development of fermentation and formulation strategies for endophytic
Gottingen, 2018 entomopathogenic Metarhizium brunneum
Hettlage, Laurenz, Use of an entomopathogenic, endophytic Metarhizium brunneum isolate
Gottingen, 2018 (Cb15lIl) to manage wireworm and Colorado potato beetle
7. Fazit

7.1 Hat sich die Vorgehensweise bewahrt?

Die Vorgehensweise des vorliegenden Projektes hat sich grundsétzlich bewahrt. Fir weitere Projekte wére
es allerdings empfehlenswert, einen gréReren Fokus bzw. mehr Zeit und Personal in die Freilandversuche
zu investieren, um ungunstige Faktoren wie Wetterphdnomene, mangelnden oder zu starken Befallsdruck
oder spezielle Bodenverhdaltnisse (mikrobielle Aktivitat) kompensieren zu kdnnen. Auch fehlt es noch an
Erkenntnissen in der Grundlagenforschung zur Interaktion von endophytischen entomopathogenen Pilzen
mit Pflanzen sowie mit hoheren trophischen Ebenen. Auch eine breitere Aufstellung in Form verschiedener
regionaler Standorte erscheint sinnvoll. Mehr Personal und gréf3ere Feldflachen wirden zudem auch noch
die Untersuchung weiterer Formulierungen ermdglichen.

7.2 Welche Zielgruppen werden in welcher Form angesprochen?

Die Ergebnisse des Projektes wurden auf nationalen und internationalen Fachkonferenzen einem breiten
Publikum zuganglich gemacht. Auf diesen Tagungen konnten so neben Forschern auch Firmen und Insti-
tute erreicht werden. Durch die aktive Arbeit aller Partner im Projekt wurden zudem auch Landwirte infor-
miert und oft auch in die Freilandversuche mit eingebunden. Durch die Veroffentlichung in Fachzeitschriften
und einem Buch sind die Ergebnisse zudem so gesichert, dass sie auch nach Beendigung des Projektes
weiter abrufbar sind. Einen weiteren positiven Effekt hatte das Projekt aul3erdem. Durch die vielen guten
Resultate wurden/werden die Projektpartner regelméRig auf Konferenzen und zu Meetings eingeladen, um
ihre Forschung vorzustellen.

Aus dem Projekt heraus ergaben sich viele neue Kontakte zu Hochschulen und der Industrie, die sicherlich
in diversen neue Projekten miinden werden.

Vielen Dank fir lhre Unterstiitzung und die Férderung des Projektes.
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8. Anlagen/Anhang

8.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1. FlieRschema zum Ablauf des Projektes ,Biologischer Pflanzenschutz mit innovativen Formulierungen

von endophytischen entomopathogenen Pilzen gegen Schadinsekten®. ............ccccoviiiiiiii e, 5
Abbildung 2. Zeitplan des Projektes ,Biologischer Pflanzenschutz mit innovativen Formulierungen von
endophytischen entomopathogenen Pilzen gegen Schadinsekten ..........ccccceeviiiiiieee i, 6

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Probenentnahme, die sowohl auf einer Griinlandflache (G) als auch auf
einer Ackerflache (C) durchgefiihrt wurden

Abbildung 4 Hierarchische Clusteranalyse der isolierten

Abbildung 5. (A): T. molitor Larven in einem Plastikschalchen mit Erde/ Vermiculit Gemenge (5:1), (B): T. molitor
Larven mit ausgepragter Mykose, ausgeldst durch den Befall mit Metarhizium spp........ccccccceeeeiiiinneee. 8

Abbildung 6. Mittelwert der vitalen Larven = SF (Standardfehler) nach Tagen: 0= Versuchsbeginn, 20= Ende des
Versuchs. (*) zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu Kontrollgruppe an, p < 0,05 (Dunnett-

101 Lo ol T o PP PPPPRPP 8
Abbildung 7. (A): Abgeschnittenes Tomatenblatt in préparierten Petrischalen, (B): aus dem Tomatenblatt

AUSWACKHSENAE WUFZEIN. ...ttt ettt e s st e s e e e anrreeeaa 9
Abbildung 8. Ergebnisse des “2. Petrischalenversuches*. In griin sind die vitalen Larven und Puppen dargestellt, die

bei der Bonitur gefunden WUFHEN. ...........eiiiiiii ettt e s 10

Abbildung 9 Uberlebensrate von Kartoffelkaferlarven nach Behandlung mit einer M. brunneum Cb15lll
Sporensuspension. Die Uberlebensrate war signifikant verkiirzt im Vergleich zur Kontrollgruppe (Log-

Rank test: (2 = 8.65; DF = 1, P < 0.01)...iiiiiuiiieiiiie e itiee ettt s st ettt e e sttt e e st e e e sntee e e snee e e s nnneeeennneeeeans 11
Abbildung 10. Einfluss von Medienkompositionen und des pH-Wertes auf die Produktion von Blastosporen des
Pilzisolates M. DrunneumM BiPESCOS. .......eiiiiiiiiiiiiie ittt et e e s e e 13

Abbildung 11. Einfluss von Medienzusétzen und deren Konzentrationen auf die Bildung von Metarhizium brunneum
Bipesco5 Trockenmyzelbiomasse, Blastosporen und Myzelpelletdurchmesser. (A): 7,5% Glukose mit
verschiedenen ANiPept-Konzentrationen (1,5%; 2,0%; 3,0%; 4,0%), (B): 7,5% Glukose, 4,0% ANiPept
mit verschiedenen PEG 200-Konzentrationen (0%; 2,0%; 5,0%; 7,0%), (C): 7,5% Glukose, 4,0%
ANiPept, 7,0% PEG 200 mit verschiedenen Kartoffelstarke-Konzentrationen (0%; 0,2%; 0,5%; 1,0%),
(D): wie (C), aber mit vegetativer Vorkultur als Inokulum anstatt von Aerokonidien. ..............ccccccvueee. 15

Abbildung 12. Beispielfermentation zu der Untersuchung des Einflusses der Geldstsauerstoffkonzentration (rpO2=
60%) auf die selektive Bildung von M. brunneum Bipesco5 Hyphen im 2L-Ruhrkesselreaktor (n = 4). 17

Abbildung 13. Einfluss der Gel6stsauerstoffkonzentration auf die Bildung von M. brunneum Bipesco5 Biomasse im
2L-Ruhrkesselreaktor (n = 4). (A): Hyphen, (B): BIaStoSPOren. ant.............eeeeeeiiniiiieieeeeeeiiiiiieeeee e 17

Abbildung 14. Einfluss der Geldstsauerstoffkonzentration auf die Morphologie von M. brunneum Bipesco5 im 2L-
Ruhrkesselreaktor. (A): rpO2 = 60%, (B): rpO2 = 30%, (C): rpO2 = 10%, Verdiinnung 1:10, (D):

rpO2 = 10%, Verdinnung 1:10 mit vergréBertem AUSSChNitt aUS C. .......cccoeiviiiieiiiiiiiiriic e 18
Abbildung 15. (A): Tomatenblatt mit neu ausgebildeter Wurzel, (B): Applikation der Wirkstoffkapseln in der
Petrischale, (C): vollstandig ausgebildetes Wurzelsystem in der Petrischale mit Kapseln.................... 19
Abbildung 16. Durchschnittlich geschliipfte adulte Motten in % + Standardfehler. ............cccccoiiiiii, 19
Abbildung 17. Durchschnittliche gefressene Blattflache in mm2 + Standardfehler.. ............cccccoeiiiii e, 19
Abbildung 18. Anzahl der durchschnittlich geschlipften adulten Kartoffelkéfer + Standardfehler nach Tagen nach
AEM ANSEIZEN B LAIVEN. ..ciiiiiiiiitiiieee ettt e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e aetaeeeaaeeessnsbbeeeeaeeesaansneseeeaaesaanes 20
Abbildung 19. Durchschnittliche Tibia-L&nge der re-isolierten adulten Kéfern in mm + Standardfehler. ANOVA F233 =
1,65, P = 0,2, ettt h e h e h ke E Rt bt b et bbbt et e e 21

Abbildung 20. REM-Aufnahmen der inneren Strukturen in feuchten Calcium-Alginatkapseln mit eingeschlossenen
M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten nach einer Inkubationszeit von 0, 7, 14 und 21 Tagen

(Maf3stab: 20 pm, VergroRerung: L000X). .......uueeeeeaiuurreeeeeeeaairereeeeessaauereeeeeaesaaasrreeeeeeaesasnseeeeesesaannes 22
Abbildung 21. Starkeabbau durch verkapselte M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmente in feuchten Calcium-
Alginatkapseln tber eine Inkubationszeit von 0, 7, 14 und 21 TageN. ......ccccuiiiiieeeiiiiiieeeee e 22

Abbildung 22. Einfluss der Kapselumgebung auf den Auswuchs von M. brunneum Bipesco5 aus feuchten Calcium-
Alginatkapseln nach 21 Tagen. (A): Exemplarisches Bild einer Kapsel mit Myzelwachstum nach
Inkubation auf unsterilem Zierpflanzensubstrat (MaRstab: 1 mm, VergrdRerung: 20x), (B): radiales
Myzelwachstum von Kapseln auf drei standardisierten Bdden (Schlicksand, lehmiger Sand, toniger
Lehmboden), Kompostboden, Zierpflanzensubstrat (*sterilisiert) und Kontrollsubstrat (Wasseragar).. 23

Abbildung 23. Einfluss der Formulierungsadditive Cellulose (C), inaktivierte Backerhefe (N) und Cellulase (E) auf die
Cellulaseaktivitat von Kapseln mit amidiertem Pektin, Starke und M. brunneum Cb15 Myzel (myc) nach
A< T - To [ =] o T T PP TP PP PP TP PP P PP PPPPTOTPPPTOTRPON 24
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Abbildung 24. Einfluss der Formulierungsadditive Cellulose (C), inaktivierte Backerhefe (N) und Cellulase (E) auf
das Wachstum des Pilzes von Kapseln mit amidiertem Pektin, Starke und M. brunneum Cb15 Myzel
(myc) nach 28 Tagen. (A): Radiales Myzelwachstum, (B): Sporenbildung an der Kapseloberflache.... 25

Abbildung 25. Einfluss der Verkapselung von M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten (myc) in Calcium-
Alginatkapseln auf die Trocknungsstabilitat. (A): Hyphenfragmente (MaRRstab: 50 um, VergréRerung:
40x), (B): getrocknete Calcium-Alginatkapseln (MaRstab: 5 mm), (C): Uberlebensrate von nicht-

verkapselten (NF-myc) und verkapselten Hyphenfragmenten (F-myc). .......ccoccveeeiiiiiiiieeee e, 26
Abbildung 26. Einfluss des Kulturalters auf den Gehalt endogener Polyole und Trehalose in M. brunneum Bipesco5

L 1Y/ 01 a =T abi = To [0 1T 0 1= o PO TP EPRRP 26
Abbildung 27. Einfluss des Kulturalters auf die Trocknungsstabilitét von verkapselten M. brunneum Bipesco5

L 1Y/ 01 a =T ahi = To [0 TT 0 1= o PO TP ERPRTSP 27
Abbildung 28. Einfluss des Kulturalters auf die Lagerstabilitdt von verkapselten M. brunneum Bipesco5

Hyphenfragmenten bei verschiedenen Lagertemperaturen. (A): 5°C, (B): 18°C, (C): 25°C. ............... 28

Abbildung 29. Einfluss von Verkapselung von M. brunneum Bipesco5 Hyphenfragmenten in Calcium-Alginatkapseln
auf die endophytische Kolonisierung von Stangeln von Tomatenpflanzen 21 Tage nach
WWUEZEIINOKUIBTION. . ..ttt ettt ettt e ettt e e sab et e e s abb e e e ettt e e enbbeeeannbeeesanbeeeen 29

Abbildung 30. Einfluss der Formulierungsadditive Cellulose (C), inaktivierte Backerhefe (N) und Cellulase (E) auf die
endophytische Kolonisierung von Kartoffelpflanzen durch M. brunneum Cb15 21 Tage nach Applikation
von Kapseln mit amidierten Pektin, Starke und M. brunneum Cb15 Myzel (MYC). ......cccccvvvveeeninneennne 30

Abbildung 31. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf das Wachstum von
Kartoffelpflanzen. (A): Trockenbiomasse mit Wurzeln, Stangel und Blattern, (B): Wurzel-zu-Spross-

VEINEIINIS. . ..ottt ettt 32
Abbildung 32. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf den Stickstoff- und
Phosphorgehalt in Kartoffelpflanzen. (A): Stickstoffgehalt, (B): Phosphorgehalt...............ccccoeeenineen. 32
Abbildung 33. Einfluss von M. brunneum Cb15 VerkapSelung ............oooiiiiiiiiiieiiie e 33
Abbildung 34. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die Anzahl von
Wourzelspitzen, -kreuzungen und -gabelungen von Kartoffelpflanzen. ............cccccoiiiiniii i 33
Abbildung 35. Einfluss der Bodenfertilitat (néhrstoffarm: -Fertilizer, néhrstoffreich: +Fertilizer) auf die endophytische
Kolonisierung von Kartoffelpflanzen durch M. brunneum Cb15. .........cooiiiiiiiiie e 34

Abbildung 36. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die Trockenbiomasse von
Kartoffelpflanzen, die in nahrstoffarmen (-Fertilizer) und nahrstoffreichen Bedingungen (+Fertilizer)
KUITIVIEIT WUFGEIN... 1.ttt ettt e et e e ek et e e b et e e aab e e e et e e e e e nneeeaanbreenns 35

Abbildung 37. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die Blattoberflache von
Kartoffelpflanzen, die in nahrstoffarmen (-Fertilizer) und nahrstoffreichen Bedingungen (+Fertilizer)
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Abbildung 38. Einfluss von M. brunneum Cb15 Verkapselung in Calcium-Pektinamid auf die effektive (AF/Fm’) und
maximale Quantenausbeute (F./Fm) von Photosystem Il in Kartoffelpflanzen. (A): Nahrstoffarme
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Mortalitdt und Mykoserate (beides in %) von Agriotes lineatus, A. obscurus und A. sputator nach der

Inokulation mit M. brunneum (Isolat: Cb15Ill und Gc2ll)
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Abklrzung Bedeutung

cfu koloniebildenden Einheit

EEPs endophytische entomopathogene Pilzisolate

LT50 median lethal time, mittlere Zeit bis zum Absterben von 50% der Insekten
Nested-PCR  Nested polymerase chain reaction, Modifizierte PCR zur Reduktion unspezifischer Bindungen
g-PCR Quantitative Echtzeit-PCR

SE standard error, Standardfehler

rpm Umdrehungen pro Minute

mL Milliliter

neonate Neugeschlipfte

wiw Gewichtsprozent

viw Volumenprozent

REM Rasterelektronenmikroskopie

AF/Fr' effektive Quantenausbeute von Photosystem I

Fu/Fm maximale Quantenausbeute von Photosystem |l

df Freiheitsgrad

SE Standartfehler
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