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Abstract

The diversification of crop rotations by integrating green manures plays an essential
role in agroecosystem sustainability. For example, Phacelia tanacetifolia is a common
preceding crop in potato production due to its fine root system improving soil tilth.
However, P. tanacetifolia can also serve as a host plant for several species of plant-
parasitic nematodes, including Meloidogyne hapla. Seed coating of P. tanacetifolia with
potentially endophytic fungi such as Pochonia chlamydosporia could be a promising
option for regulating these plant-parasitic nematodes. However, maintaining the
germination capacity of the seed while establishing P. chlamydosporia on the plant is
challenging. Here, we ask whether (i) P. chlamydosporia can be successfully applied
via seed coating and (ii) the establishment of P. chlamydosporia in the substrate leads
to a reduction of M. hapla. For this, P. chlamydosporia blastospores were applied to
seeds of P. tanacetifolia in different coating materials and, after drum drying, were
evaluated for their biocontrol effect on M. hapla in greenhouse experiments.
Subsequently, the substrate pretreated with P. chlamydosporia and M. hapla was used
in a bioassay on tomato to simulate the effect in a crop rotation. The multiplication of M.
hapla by P. chlamydosporia was reduced by up to 95.6% compared to the untreated
control. On average, 20% of the eggs were parasitized with P. chlamydosporia.
Concomitantly, the gall index of the subsequent crop, tomato, was lower in treatments
with P. chlamydosporia. Ongoing experiments with potato plants will show whether
P. chlamydosporia can reduce other plant-parasitic nematode species and thus be
effective for biological nematode control in a potato crop rotation.

Einleitung und Zielsetzung

Pflanzenparasitare Nematoden (PPN) verursachen grof3e wirtschaftliche Schaden an
Nutzpflanzen und flihren zu Ernteverlusten bei zahlreichen Kulturpflanzen (Nicol et al.
2011). Zur Reduktion der PPN kénnen Antagonisten in Saatgutbehandlungen als
biologische Bekampfungsmittel eingesetzt werden. Pochonia chlamydosporia ist hierfur
hervorragend geeignet, da dieser Nutzpilz verschiedene Nematodengattungen wie
Globodera, Heterodora und Meloidogyne parasitieren und damit reduzieren kann
(Ciancio et al. 2016). Phacelia tanacetifolia ist eine gangige Zwischenfrucht zur
Griindlingung (Martina et al. 2017) und unterdriickt die Entwicklung und Bedeckung von
Durchwuchs und Unkrautern (Brant et al. 2009, Schappert et al. 2019), was die
Reduzierung der Wirtsunkrauter fir PPN unterstitzt. Folglich ist unsere Hypothese,
dass die Anwendung von P. chlamydosporia als Saatgutbehandlung an P. tanacetifolia
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die Anzahl der Nematodeneier in der Zwischenfrucht durch Parasitismus reduziert und
die Nematodenvermehrung verhindert, wodurch der Befallsdruck in der Folgekultur
verringert wird.

Methoden

P. chlamydosporia Pilzsporen wurden in Kartoffel-Dextrose-Brilhe sieben Tage bei
26°C und 150 U/min kultiviert. Pilzmyzel und Sporen wurden durch Filtration getrennt.
Die Sporensuspension wurde zweimal in sterilem Leitungswasser gewaschen und in
0,9% Natriumchlorid resuspendiert. Die Saatgutbehandlungen erfolgten im Labor an
der FH Bielefeld bzw. als Mantelsaat® durch die Firma Feldsaaten Freudenberger
GmbH & Co.KG, Krefeld. Um die Hypothesen zu untersuchen, wurde eine Fruchtfolge
im Gewachshaus simuliert. Zunachst wurde P. tanacetifolia in zehn Toépfen mit zehn
Samen pro Topf mit und ohne Saatgutbehandlung mit P. chlamydosporia in einem mit
M. hapla verseuchten Substrat (Sand-Vermiculit (v:v, 4:1), 0,125% Osmocoote
Dilingung, 600 ml) angezogen (6 Varianten). Nach acht Wochen wurde der oberirdische
Aufwuchs von P. tanacetifolia entfernt und die M. hapla Eier aus den Wurzeln isoliert.
200 ml des Substrats wurden in Faltschachteln Gberfiihrt und mit vier Wochen alten
Tomatenpflanzen bepflanzt. Zur Bestimmung der Wurzelschaden an den Tomaten
wurde nach 50 Tagen der Gallindex gemaf Bridge und Page (1980) visuell erfasst.

Ergebnisse und Diskussion

Die Vermehrung von M. hapla durch P. chlamydosporia wurde in beiden Gewachs-
hausversuchen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle reduziert (Tabelle 1 und 2).
Durch die Saatgutbehandlung FH Bi mit P. chlamydosporia im ersten Experiment
konnten 37 % der M. hapla Eier parasitiert werden und somit im Vergleich zur Kontrolle
ohne P. chlamydosporia die Gesamtanzahl der Eier in P. tanacetifolia um 95,6% und
der Gallindex in der Folgefrucht Tomate signifikant reduziert werden (Tabelle 1). Im
zweiten Experiment konnten insgesamt deutlich weniger der M. hapla Eier durch P.
chlamydosporia parasitiert werden. Dennoch wurde die Gesamtanzahl der Eier in P.
tanacetifolia um 29,3% bzw. 49,5 % reduziert (Tabelle 2). Der Gallindex der Folgefrucht
Tomate zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede. De Leij et al. (1993) fanden in
ihren Experimenten heraus, dass fiinfzig Tage nach der Inokulation mit M. hapla-
Juvenilen sowohl die Eier als auch die Juvenilen an Tomatenwurzeln durch
P. chlamydosporia reduziert waren. Siddiqui et al. (2009) zeigten fiir verschiedene
Isolate von P. chlamydosporia ebenfalls variables Potential zur Parasitierung von
M. hapla und Globodera pallida, abhangig von deren Herkunft und den Biotpyen.
Weiterhin sind diverse Schliisselfaktoren, die die Wirksamkeit einer Formulierung mit
P. chlamydosporia gegen PPN beeinflussen, beschrieben (Stirling, 2014). Die
dargestellten Experimente sind zu unterschiedlichen Jahreszeiten durchgefihrt
worden, wodurch Temperatur und Lichtverhaltnisse nicht identisch waren. Der
Hauptunterschied der Experimente liegt jedoch in der Anzahl vitaler Sporen/Samen. In
Experiment | sind etwa vier Mal so viele vitale Sporen/Samen ausgebracht worden als
in Experiment Il. Demnach scheint es als ware eine Mindestmenge vitaler Sporen am
Saatgut notwendig, um eine Parasitierung der M. hapla Eier durch P. chlamydosporia
zu gewahrleisten. Bontempo et al. (2017) beschreiben eine solche Dosis-
Wirkungsabhéngigkeit fiir P. chlamydosporia gegen Meloidogyne incognita an Karotten
unter Freilandbedingungen. Demnach ist eine Menge von mindestens 3 kg/ha der
Pulverformulierung Rizotec® mit P. chlamydosporia Chlamydosporen (Rizoflora
Biotecnologia S.A., Brasilien) notwendig, um die Population von M. incognita zu
reduzieren und die Qualitdt und den Ertrag von Karotten zu steigern. Ein solcher
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Zusammenhang ist ebenfalls fiir P. chlamydosporia Blastosporen zu erwarten und kann
als weitere Begriindung fur die Unterschiede der hier dargestellten Experimente
herangezogen werden.

Tabelle 1: Gesamtanzahl Eier, Anzahl und Anteil parasitierter Eier und
prozentuale Reduktion vom M. hapla (MH) an der Zwischenfrucht P. tanacetifolia
nach acht Wochen sowie Gallindex der Tomatenpflanzen nach acht Wochen aus

Experiment | (Mittelwert * Standardfehler, n=10, Kruskal-Wallis-Test mit

gepaartem Wilcoxon-Test als posthoc Test (p < 0,05)).

Gesamt- davon Anteil Mittlere Reduktion Gallindex der
anzahl MH- parasitierte parasitierter der MH-Eier im Vgl. Tomaten-
Eier MH-Eier MH-Eier (%) zur Kontrolle (%) pflanzen
ohne 10.962 1.017 + 9+ 12 - 2,6 £0,52
P. chlamydosporia +3.2012 3492
P. chlamydosporia 2.683 447 + 19230 21+ 6% 75,5 2,3+0,6%
inokuliert als +1.194°
Sporensuspension
Saatgutbehandlung | 485 + 122¢ 114 + 25° 37 +11° 95,6 0,9+0,3°

FH Bi mit
P. chlamydosporia

Tabelle 2: Gesamtanzahl Eier, Anzahl und Anteil parasitierter Eier und
prozentuale Reduktion vom M. hapla (MH) an der Zwischenfrucht P. tanacetifolia
nach acht Wochen sowie Gallindex der Tomatenpflanzen nach acht Wochen aus

Experiment Il (Mittelwert + Standardfehler, n=10, generalized linear model,

forward selection (p < 0,05)).

Gesamt- davon Anteil Mittlere Reduktion Gallindex der
anzahl MH- | parasitierte parasitierter der MH-Eier im ‘}/gl. Tomaten-
Eier MH-Eier MH-Eier (%) zur Kontrolle (%) pflanzen
ohne ) 15.074 % 180 + 46° 1,06 + 0,172 - 3,6+0,7°
P. chlamydosporia 22702
P. chlamydosporia 11.206 + 194 + 474 2,38 £ 0,58 257 2,8£0,9°
als 3.151°
Sporensuspension
Saatgutbehandlung | 14337 4 214 £ 55 23£08 24,8 44104
FH Bi ohne 2.370°
P. chlamydosporia )
Saatgutbehandlung | 10 658 + 180 + 838 1,7 £0,58 29,3 3,6+06°
FH Bi mit 3.464a
P. chlamydosporia ’
Saatgutbehandlung | 44 g5 + 144 £ 44° 1,0 £0,4° 28 31£05
Mantelsaat® 4.298°
ohne '
P. chlamydosporia
Saatgutbehandlung 7.669 + 91+ 308 1,7 40,88 49,1 34+05
Mantelsaat® 1.809°

mit
P. chlamydosporia
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Schlussfolgerungen

P. chlamydosporia ist ein vielversprechender Kandidat in der biologischen Bekampfung
von PPN. Die Saatgutbehandlungen mit P. chlamydosporia reduzierten die M. hapla
Eier effektiver als die Sporensuspension. Die Verbesserung der Vitalitat der Sporen am
Samen fiir eine konstante (Wurzel-)Besiedelung von P. chlamydosporia im Boden muss
angestrebt werden. Dadurch ware es maoglich, ein zuverldssiges Produkt fir den
Okologischen Landbau auf den Markt zu bringen, das Schaden an Kulturpflanzen durch
Nematoden praventiv reduziert.
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