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1. Einleitung

Bodenbirtige Schaderreger stellen in der intensiven Pflanzenproduktion einen wichtigen begrenzen-
den Faktor dar. Aufgrund ihrer meist ausgepragten Fahigkeiten zu tberdauern und sich an anfélligen
Wirtspflanzen rasch vermehren zu kénnen, flhren einseitige Fruchtfolgen zu einer Anreicherung der
Pathogene im Boden. Neben den direkten Schéaden, die sie in der laufenden Vegetationsperiode ver-
ursachen konnen, stellen verseuchte Flachen, die Uber viele Jahre fir den Anbau bestimmter Kultu-
ren nicht mehr nutzbar sind, einen erheblichen indirekten Schaden fur die Produktion dar. lhre zu-
nehmende Bedeutung resultiert schlielBlich auch aus der Tatsache, dass der Praxis direkte wirksame
Bekampfungsstrategien, insbesondere chemische Bodenentseuchungsverfahren, zukinftig nicht

mehr zur Verfligung stehen.

In der gartenbaulichen Produktion gilt der Erreger der Verticillium-Welke als einer der wichtigsten bo-
denburtigen pilzlichen Schaderreger. Grol3e Schaden werden vor allem im Erdbeeranbau, in der Pro-
duktion von Alleebaumen sowie in Teilen des Gemusebaus verzeichnet. Dariber hinaus fiihrt insbe-
sondere der Anbau von Kartoffeln zu einer Verschleppung und Anreicherung des Erregers in unseren
Bdden. Verticillium bildet im abgestorbenen Wirtsgewebe Mikrosklerotien aus, mit denen er lange
Zeitraume im Boden Uberdauern kann und die auf belasteten Flachen als Ausgangsinokulum fir Neu-
infektionen anzusehen sind. Der Erreger vermehrt sich nicht nur an seinen zahlreichen Wirtspflanzen
intensiv, auch die Wurzeln von Nicht-Wirtspflanzen vermag er zu besiedeln, um neue Mikrosklerotien
zu bilden (Mol et al. 1996). Das Ziel einer Entseuchungsmafinahme muss deshalb eine méglichst um-
fassende und nachhaltige Verminderung einer Mikrosklerotien-Population sein, um eine Flache wie-

der dauerhaft nutzen zu kdnnen.

Im Gegensatz zu anderen bodenburtigen Pilzen steht fur Verticillium ein quantitatives Bodennach-
weisverfahren zur Verflgung mit dem der Mikrosklerotien-Belastungsgrad einer Flache erfasst wer-
den kann (Neubauer und Heitmann 2011). Das Verfahren wird in der Praxis als Grundlage einer ge-
zielten Flachenauswahl eingesetzt. Gleichzeitig bietet es die Mdglichkeit, die Wirksamkeit von Be-
kampfungsstrategien oder den Einfluss verschiedener Faktoren auf den Erreger bzw. sein Inokulum-
potential im Boden quantitativ zu erfassen. Fir das geplante Ziel des Forschungsvorhabens - die
Evaluierung des Potentials verschiedener Biofumigationsstrategien - kann deshalb der Erreger als

besonders geeignet angesehen werden.

In vielen Anbausystemen weltweit gilt der Einsatz synthetischer Bodenentseuchungsmittel gegen bo-
denblrtige Schaderreger - insbesondere auch Verticillium - als unverzichtbar. Im Montreal-Protokoll
wurde aufgrund der klimaschéadlichen Auswirkungen ein weltweiter Ausstieg aus der Anwendung von
Methlybromid - wichtigster Wirkstoff in diesem Zusammenhang - bis 2005 vereinbart. Auch die An-

wendung anderer Wirkstoffe wird wegen ihrer ungiinstigen Umwelteigenschaften mehr und mehr ein-
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geschrankt. Vor diesem Hintergrund werden dringend umweltfreundliche und wirksame Alternativen
bendtigt, die sich 6konomisch sinnvoll in die verschiedenen Anbausysteme integrieren lassen. Insbe-
sondere die Biofumigation gilt hierbei als ein aussichtsreiches Verfahren (Askew 2004; Lopez-Medina
et al. 2004).

Es basiert auf dem Grundprinzip, dass Pflanzen Inhaltsstoffe produzieren, die direkt oder indirekt ihre
biologische Umwelt beeinflussen kénnen. Die gezielte Nutzung solcher, auch als allelopathischer
Substanzen bezeichneten Verbindungen, erdffnet somit neue Moglichkeiten im integrierten Pflanzen-
schutz. In diesem Zusammenhang werden Senfdlglucoside, sog. Glucosinolate (im Folgenden ab-
gekirzt: GSL), die im Gewebe von Pflanzenarten aus der Ordnung Capparales, insbesondere der
Familie Brassicaceae, gebildet werden, als besonders aussichtsreich eingestuft (Brown und Morra
1997). Uber 100 verschiedene GSL werden auf der Grundlage der unterschiedlichen chemischen
Struktur einer vorhandenen Seitenkette unterschieden. Bei Zerstorung des Zellverbandes bzw. der
Zellen werden GSL freigesetzt und durch enzymatische Hydrolyse unter Einwirkung des pflanzenei-
genen Enzyms Myrosinase zu Isothiocyanaten (im Folgenden abgekirzt: ITC), Nitrilen, Thio-
cyanaten und anderen Verbindungen abgebaut. GSL und Myrosinase sind im intakten Gewebe auf
unterschiedliche Zellbereiche kompartimiert. Erst durch Zerstdérung der Zellen gelangen sie zueinan-
der, so dass unter Anwesenheit von Wasser der schnelle enzymatische Abbau der GSL einsetzt. Die
mehr oder weniger flichtigen Abbauprodukte weisen, im Gegensatz zu ihren GSL-Ausgangs-
substanzen, bioaktive Eigenschaften auf und kénnen toxisch auf Organismen, wie z. B. Insekten,
Bakterien und Pilze wirken. Dies trifft insbesondere auf die unter den Abbauprodukten dominierenden
ITC zu, die in ihrer chemischen Struktur der Verbindung Methylisothiocyanat, Wirksubstanz der syn-
thetischen Bodenentseuchungsmittel Metam-Natrium oder Basamid Granulat, ahneln. Ihre bioaktiven
Eigenschaften resultieren aus einer unspezifischen und irreversiblen Reaktion mit den Sulfhydril-

gruppen von Proteinen und Aminosauren (Brown und Morra 1997).

Der Begriff Biofumigation wurde urspriinglich geprégt, um die suppressiven Wirkungen GSL-haltiger
Pflanzen, vor allem verschiedener Brassicaceae, gegentber Schadlingen und Krankheitserregern zu
beschreiben, die auf eine Freisetzung bioaktiver GSL-Hydrolyse-Produkte, insbesondere ITC, aus in
den Boden eingearbeiteter Biomasse im Rahmen einer Griindingung beruhen (Kirkegaard und
Matthiesen 2004). Zusatzlich kénnen Wirkungseffekte auch auf freigesetzte toxische Substanzen zu-
rickgefuhrt werden, die nicht aus GSL entstehen (Nicht-GSL-Effekt). Dieser Begriffsdefinition folgend
hat sich das Forschungsvorhaben im Kern gezielt mit der Evaluierung bzw. Maximierung einer ITC-

bezogenen GSL-Wirkung von Biomassen befasst.

Nicht unerwahnt darf bleiben, dass in der Literatur bisweilen der Begriff Biofumigation in Zusammen-
hang mit den allgemeinen positiven Effekten der Griindiingung und ihrer direkten oder indirekten Wir-
kung auf bodenbirtige Schadorganismen eine erweiterte Begriffsdefinition erfahren hat. So vermag

schon eine Veranderung der Bodenstruktur oder die Erhéhung der mikrobiellen Aktivitat aufgrund der
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Zufuhr organischer Substanz einen suppressiven Effekt auf Pathogene auszutiben. Eine Reduzierung
von Schadorganismen kann schlieBlich auch auf Nichtwirtspflanzen- und Fangpflanzeneffekte beru-

hen. Diese Effekte waren aber nicht Gegenstand der Untersuchungen des Vorhabens.

Das klassische Biofumigationsprinzip sieht die Zerkleinerung und Einarbeitung GSL-haltiger Triebe
und Blatter (Grinmasse) von Pflanzen vor. Studien zeigen, dass die GSL-Konzentration im Stéangel-
und Blattgewebe mit voranschreitender Pflanzenentwicklung bis zur Blite hin abnimmt, wahrend aber
parallel die GSL-Menge pro Flache aufgrund der zunehmenden Biomasse-Produktion ansteigt (Sar-
war und Kirkegaard 1998; Belostas et al. 2004). Vor diesem Hintergrund wird bei der Biofumigation
das Einarbeiten der Biomasse zum Zeitpunkt der Bliute empfohlen. Zwar kann fir viele Brassica-
Genotypen die hochste flichenbezogene GSL-Menge aufgrund des sehr hohen GSL-Gehaltes der
Samen zur Samenreife ermittelt werden, jedoch ist dies aus anbautechnischer Sicht ein zu spater
Zeitpunkt fur eine Einarbeitung. Eine Zerstdrung der Samenkdrner ist beim Mulchvorgang nur schwer
zu erzielen, wahrend gleichzeitig eine unerwiinschte Samenverseuchung des Bodens droht (Belostas
et al. 2004). Gleichwohl eroffnet der im Vergleich zur griinen Biomasse um ein vielfaches hdhere
GSL-Gehalt der Samen die Perspektive einer alternativen Anwendung der Biofumigation. Als Sa-
menmehl wird der zerkleinerte Schrot bezeichnet, der nach der Entfernung des Olanteils durch Kalt-
pressung zurlickbleibt. Das Verfahren bietet gegenlber der Griindiingung Anwendungsvorteile. So
lasst sich Samenmehl als biologisches Entseuchungsmittel flir eine gewisse Zeit lagern und gezielt
auf bestimmten Flachen ausbringen. Durch Erhéhung der Aufwandmenge bei gleichzeitig homogene-
rer Verteilung des Mehls im Boden lassen sich im Vergleich zur Einarbeitung griiner Biomasse Wir-

kungssteigerungen erzielen (Curto et al. 2004; Lazerri et al. 2004; Brown und Morra 2005.).

In verschiedenen praxisnahen Studien konnte eine signifikante Wirkung des Glucosinolat-
Myrosinase-Systems durch Nutzung der grinen Biomasse gegenuber unterschiedlichen boden-
bartigen Pilzen festgestellt werden. (Lazzeri et al. 2000, 2004; Daugovish et al. 2004; Collins et al.
2006). Allerdings spiegeln die Versuchsergebnisse zum Teil ein sehr uneinheitliches und wider-
sprichliches Bild wider, das sich kaum zielgerichtet interpretieren lasst. Dies hangt mit dem meist
empirischen Ansatz der Forschungs- und Versuchstatigkeit zusammen. In Kombination mit den ge-
ringen Kenntnissen zur Wirkungsweise des Systems und seiner Einflussfaktoren liefert er nur einen
sehr eingeschréankten Erkenntnisrahmen, um daraus Ansétze einer gezielten Optimierung der Biofu-
migation ableiten zu kdnnen (Kirkegaard und Matthiesen 2004; Morra 2004). So verweisen die Auto-
ren zu Recht auf das Problem, bei Freilandversuchen die ITC-abhéngige Biofumigationswirkung zu
interpretieren, da keine Informationen Uber die im Pflanzengewebe gebildeten Arten von GSL und
ihrer Konzentration vorliegen. Zuséatzlich fehlen geeignete Kontrollen, wie z. B. Brassica-Arten mit
unterschiedlichen GSL-Gehalten oder Pflanzenarten ohne GSL-Gehalt, um die GSL-abhangigen Ef-
fekte von anderen Grindingungseffekten abgrenzen zu kénnen. Schliellich ist es zwingend notwen-

dig, dass die nach Einarbeitung der Biomasse im Boden ablaufenden chemischen und physikalischen



10

Prozesse bezlglich der GSL-Hydrolyse-Produkte besser verstanden werden. Vor diesem Hintergrund
fordern Kirkegaard und Matthiesen (2004) einen systematischen Ansatz in der Forschung zu verfol-
gen, mit dem Ziel, das Potential der Biofumigation zu ermitteln und weiterzuentwickeln (siehe Abb. 1).

Dieser Ansatz bildete die Grundlage fur die Durchfiihrung des vorliegenden Vorhabens.

Ein theoretisches Biofumigationspotential der eingearbeiteten Biomasse ergibt sich zunéachst aus ih-
rem GSL-Profil, d. h. der Art und Konzentration der vorhandenen GSL. Deshalb ist fir dessen Be-
stimmung ein quantitativer und qualitativer Nachweis der GSL im Gewebe nach Extraktion und Desul-
furierung mittels HPLC zwingend notwendig. Die maximal freisetzbare ITC-Menge wird daruber hin-
aus von der Biomasse bestimmt, d. h. der Menge der eingearbeiteten Griinmasse oder des ausge-
brachten Samenmehls. Schlie3lich hangt die potentielle Wirkung von der Toxizitat der spezifischen
GSL-Abbauprodukte, inshesondere der relevanten ITC, gegeniiber dem Zielorganismus ab. Vor die-
sem Hintergrund war im Rahmen des Vorhabens ein adaquater Test zu entwickeln und durchzufih-
ren, um die Toxizitat verschiedener ITC gegenuber den Mikrosklerotien von Verticillium vergleichend

Zzu bestimmen.

e |
3 .

Freisetzungsrate Verweildauer
ITC ITC

9

Abb. 1: Systematischer Ansatz zur Evaluierung und Entwicklung der Biofumigation als Grundlage des

Forschungsvorhabens (verandert nach Morra und Krikegaard 2002)

Die zu erwartende aktuelle Wirkung der eingearbeiteten Biomasse im Boden muss im Vergleich als
deutlich geringer angesehen werden. Zwar kann zunachst auf der Grundlage der GSL-Konzentration
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und der Biomasse die potentielle, d. h. maximale Freisetzungsmenge an ITC errechnet werden. Ver-
schiedenen Studien zeigen aber, dass nicht alle GSL umgewandelt werden und die aktuelle ITC-
Freisetzungsrate zwischen 1,0 und 56,0 % schwanken kann (Morra und Kirkegaard 2002; Gimsing
und Kirkegaard 2006; Gimsing und Kirkegaard 2009). Umweltfaktoren, wie Temperatur und Feuchtig-
keit, die Myrosinase-Aktivitdt und insbesondere der Zerkleinerungsgrad des Gewebes beeinflussen
die ITC-Freisetzung und mussen bei der Beurteilung des realen Biofumigationspotentials beriicksich-

tigt werden.

Da die Wirkung der GSL-Hydrolyse-Produkte auch von deren Verweildauer im Boden abhangt, beein-
flussen weitere Bodenfaktoren die aktuelle Biofumigationswirkung einer eingearbeiteten Biomasse.
Die Sorption von ITC an organische Kohlenstoffverbindungen und deren Inaktivierung sowie ihr mi-
krobieller Abbau sind weitere wichtige Mechanismen, die ihre Wirkung mindern kénnen (Borek et al.
1995; Warton et al. 2003; Rumberger und Marschner 2004; Gimsing und Kirkegaard 2009). Dartuber
hinaus existieren die Substanzen in Abhangigkeit der Bodeneigenschaften unterschiedlich lang in
fester, flissiger oder gasformiger Phase (Morra 2004), was Einfluss auf ihre Verweildauer hat. Bio-
tests, die ohne Boden durchgefuhrt werden, kénnen deshalb u. U. nicht exakt die biologische Aktivitat

oder Toxizitat einer ITC wiedergeben.

Gesamtziel des Vorhabens war es, einem systematischen umfassenden Ansatz folgend, das theore-
tische Biofumigationspotential (potentielle Wirkung) sowie das unter praktischen Bedingungen zu er-
wartende reale Wirkungspotential (aktuelle Wirkung) verschiedener Genotypen aus der Familie der
Brassicaceae hinsichtlich ihrer gebildeten Griinmassen als auch der gewonnenen Samenmehle ge-
genliber dem Erreger Verticillium zu evaluieren. Die Ergebnisse sollten sowohl die Grundlage fur eine
zZielgerichtete Implementierung der Biofumigation in praktische Anbausysteme liefern als auch die

Basis fir eine Optimierung und zukinftige Weiterentwicklung des Verfahrens bilden.
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2. Material und Methoden
2.1 Laborversuche
2.1.1 Herstellung des Mikrosklerotien-Quarzsandes

Zur Durchfuhrung der verschiedenen Labor-Biotests wurde ein standardisiertes, auf Quarzsand ba-
sierendes und mit Mikrosklerotien (MS) von V. dahliae kiunstlich verseuchtes Medium (MS-Quarz-

sand) entwickelt und eingesetzt. Seine Herstellung setze sich aus folgenden Schritten zusammen:

Produktion der Mikrosklerotien

Hierzu wurden Kartoffelpflanzen im Gewachshaus angezogen. Zum Zeitpunkt der Bliite wurden Kar-
toffelstdngel geerntet, in 10 cm lange Stlicke geschnitten und entlaubt. AnschlieBend wurden die
Stangel bei 121°C fir 20 Minuten autoklaviert. Nachfolgend wurden die Kartoffelstangel in der Rein-
raumwerkbank im Tauchverfahren (30 Sek.) mittels einer Sporensuspension (V. dahliae-Isolat

E39/05, Sammlung Hochschule Osnabriick) von 10° Sporen/ml im Tauchverfahren inokuliert.

Die Herstellung der Sporensuspension erfolgte zuvor in einem Czapeck-Dox-Flussigmedium (CDA),

das sich wie folgt zusammensetzt:

30,09 Saccharose (Fa. Merck)
309 NaNO;

1049 KH,PO,

05¢g KCI

05g MgSO, x 7 H,0

0,01g FeSO, x 7 H,O

1000 ml Aqua dest.

Vor dem Autoklavieren (121 °C, 20 Min.) wurde der pH-Wert des Flissigndhrmediums auf 5,0 einge-
stellt. In Erlenmeyerkolben (250 ml) wurden jeweils 50 ml des autoklavierten Flissignédhrmedium mit
funf Myzelsticken (@ 0,5 mm) des Verticillium-Isolates beimpft und fur funf Tage bei Raumtemperatur
auf einem Rotationsschittler bei ca. 80 U/Min. inkubiert. AnschlieRend wurde mittels Thomakammer
die Sporendichte der Flussigkultur bestimmt und durch Verdinnung mit sterilem Leitungswasser eine

Suspension mit einer Dichte von 10° Konidien/ml hergestellt.

Die inokulierten Kartoffelstangel wurden in Neubauerschalen (& 20 cm) auf Filterpapier bei 20 °C und
Dunkelheit im Klimaschrank inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit von 2 Wochen bildeten sich auf
der Stangeloberflache die Mikrosklerotien. Die schwarz verfarbten Kartoffelstangel wurden entnom-
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men, auf Filterpapier in der Reinraumwerkbank bei 18-20°C fiir ca. 48 Stunden getrocknet und an-
schlieRend in einer elektrischen Kaffeemiihle zu einem feinen Pulver vermahlen, das nachfolgend
Uber ein Analysensieb (0,5 mm) homogenisiert wurde. Die Lagerung des Mikrosklerotien-Pulver er-

folgte im Glasbehalter bei 6 °C im Kihlschrank.

Herstellung des Quarzmehl-Inokulums

Zehn Gramm des Mikrosklerotien-Pulvers wurden in einen Erlenmeyerkolben eingewogen und mit
sterilem Leitungswasser zu einer Suspension von 100 ml aufgefillt. Diese wurde fir 30 Minuten bei
200 U/Min. auf einem Horizontalschittler bewegt, um zusammenhangende Mikrosklerotien zu verein-
zeln. Im Anschluss erfolgte eine Nasssiebung der Mikrosklerotien-Suspension mit einer Vibrations-
siebmaschine (Analysette 3, Fa. Fritsch) Uber drei Siebgrdfzen (1 mm, 125 pum, 20 pm) mit dem Ziel,
ein homogenes Inokulum herzustellen, das sich aus Mikrosklerotien der Grol3enfraktion 20-125 pm
zusammensetzt. Die Dauer des Siebvorganges, unter kontinuierlicher Wasserzufuhr, betrug 5 Minu-
ten mit einem Siebintervall von 10 Sekunden und einer Schwingungsamplitude von 3 mm. Nach dem
Siebvorgang wurde das auf dem 20 um-Sieb liegende Siebgut mit Hilfe einer Spritzflasche und steri-
lem Leitungswasser in einen sterilen Papierfilter (& 90 mm) Uberfihrt. Im Anschluss wurde das Filtrat

in einer Reinraumwerkbank bei 18-20 °C fur 24 h getrocknet.

Nach der Trocknung ist das Material in einem Mdorser zerkleinert und zu einem feinen Pulver vermah-
len worden. Das Inokulum-Pulver wurde anschlie@end in 500 Gramm sterilisiertem Quarzmehl
(Microsil® M6, Fa. Euroquarz) der Kérnung 0,001-0,25 mm gleichmé&Rig eingemischt. Die Lagerung

erfolgte in einer 500 ml Glasflasche (Fa. Duran) bei 6 °C im Kuhlschrank.

Bestimmung der Mikrosklerotien-Dichte

Zur Bestimmung der Mikrosklerotien-Dichte wurde in finffacher Wiederholung jeweils 1 Gramm des
Quarzmehl-Inokulums im Erlenmeyerkolben (250 ml) mit 100 ml sterilem Leitungswasser aufgefullt.
Die Suspension wurde fur 30 Minuten bei 200 U/Min. auf dem Horizontalschittler bewegt und im An-
schluss fur 2 Minuten mit der Vibrationssiebmaschine Analysette 3 (Fa. Fritsch) Uber drei Siebgrolien
(2 mm, 125 pm, 20 um) gesiebt. Nach Beendigung des Siebvorganges wurde das auf dem 20 pm-
Sieb liegende Siebgut mit Aqua dest. Uber einen Glastrichter wiederum in einen Erlenmeyerkolben
(250 ml) tberfihrt und anschlielend mit sterilem Leitungswasser auf 100 ml aufgefillt. Mehrere Ver-
dunnungsstufen der Suspension (1:10 - 1:1000) wurden auf einen Selektivhahrboden (Pektatmedium
- PEM) nach Neubauer und Heitmann (2011) ausgebracht. Die Platten wurden fur 14 Tage bei 20 °C
und Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss konnten unter einer Stereolupe die typischen Verticillium dah-

liae-Kolonien gezahlt und die Mikrosklerotien-Dichte im Quarzmehl-Inokulum bestimmt werden.
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Bei der Auswertung wurde erkennbar, dass nicht alle Mikrosklerotien auf dem Selektivhahrmedium
ausgekeimt waren. Um den Anteil nicht keimfahiger Mikrosklerotien im Quarzmehl-Inokulum zu be-
stimmen, wurde die Gesamtzahl der Mikrosklerotien optisch erfasst. Hierzu wurden in dreifacher Wie-
derholung jeweils 0,1785 g Quarzmehl-Inokulum in einem Erlenmeyerkolben (250 ml) mit 100 ml ste-
rilem Leitungswasser suspendiert. Eine Menge von 0,1785 g Quarzmehl-Inokulum entsprechen 50,0
g Einwaage MS-Quarzsand bei einem eingestellten Zielwert von 200,0 colony forming units (cfu)/g
Testsubstrat. Nach Homogenisierung fir 30 Minuten bei 200 U/Min. auf einem Horizontalschittler
wurden die Suspensionen auf einem Magnetrihrer kontinuierlich in Bewegung gehalten. Mittels einer
Pipette erfolgte aus der Mitte des halben Radius des Erlenmeyerkolbens die Entnahme eines 500 pl-
Aliquotes, das unter Unterdruck Uber eine Biuchner-Filter (& 9 cm) auf ein Filterpapier (3 90 mm, Fa.
Macherey-Nagel) tubertragen wurde, in zehnfacher Wiederholung. Unter der Stereolupe wurde die
Gesamtanzahl Mikrosklerotien optisch gezéhlt. In Bezug auf die Kolonien-Anzahl auf dem Selektiv-
nahrmedium konnte die Keimrate der Mikrosklerotien im Quarzmehl-Inokulum bestimmt werden
(Tab.1).

Mikrosklerotien-Dichten der verwendeten Inocula

Tab. 1: Dichten von Mikrosklerotien (MS) verwendeter Chargen des Quarzmehl-Inokulums

Charge Gekeimte MS Gesamtanzahl MS
Auswertung Nahrboden Optische Auswertung Keimrate MS in %

(MS/g Quarzmehl)*

1 14.005 (771) 123.100 (4.387) 11,4
2 56.160 (3.416) 123.700 () 45,4
3 83.450 () 181.700 () 45,9

! Mittelwerte mit Standardabweichungen in Klammer

Herstellung des MS-Quarzsandes

Quarzsand (Kérnung 0,063-0,2 mm, Fa. Nielson) wurde autoklaviert (121 °C, 60 Min.) und bei 150 °C
fur 6 Stunden im Sterilschrank getrocknet. Nach dem Abkuhlen wurde in einer Reinraumwerkbank die
fur eine Versuchsserie benétigte Menge des sterilisierten Quarzsandes in einen verschlieBbaren Ei-
mer (10,0 I) eingewogen und die entsprechende Menge Quarzmehl-Inokulum zur Erreichung eines
Zielwert von 100,0 oder 200,0 cfu/g Quarzsand zugegeben. AnschlieRend erfolgte eine gleichmalige

Durchmischung der Komponenten zu einer homogenen Mischung.
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In allen Biotests wurde eine Feuchtigkeit, die 60 % der der maximalen

Wasserhaltekapazitat (WKnax) des Quarzsandes entsprach, eingestellt.

Die Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazitat des verwendeten

Quarzsandes erfolgte durch die vereinfachte Trichtermethode nach SOP

6.1.1 (Hochschule Osnabriick 2008).

2.1.2 Bestimmung der Toxizitat von Isothiocyanaten im Sand

Mittels eines standardisierten Biotestes wurde in vitro die Toxizitat von

funf relevanten, kommerziell verfigbaren Isothiocyanaten gegenuber Mi-

krosklerotien vergleichend untersucht (Tab. 2).

Tab. 2: Isothiocyanate, deren Toxizitat in vitro bestimmt wurde

Glucosinolat Isothiocyanat Molekilmasse Hersteller

o der Seitenkette
(Trivialname) (g/mol)
Alipathische-GSL
Glucoapparin Methyl-ITC 73,12 Merck
Sinigrin 2-Propeny-ITC 99,15 Merck
Glucoraphenin 4-Methylsulfinyl-3-butenyl-ITC 175,27 Phytolab
Aromatische-GSL
Glucotropaeolin Benzyl-ITC 149,21 Sigma-Aldrich
Gluconasturtiin 2-Phenylethyl-ITC 163,24 Sigma-Aldrich

Die Versuche wurden in gasdichten Glasflaschen (50,0 ml, Fa. Schott) durchgefiihrt (Abb. 2), die je-
weils mit 75,0 g MS-Quarzsand (200 MS/g Sand) beftllt wurden. Alle ITC wurden mit finf Konzentra-
tionen (1, 5, 25, 125, 625 nmol/g Sand) in jeweils vierfacher Wiederholung getestet. Die Konzentrati-

onen waren auf der Grundlage von Vorversuchen ermittelt worden und deckten eine grof3e Bandbrei-

te fungizider Wirkungen ab. Zunachst wurden Stammlésungen hergestellt. Hierzu wurden die ITC in

Methanol geldst und mit sterilisiertem Leitungswasser zu einer Gesamtmenge von 10,35 ml aufgefullt.
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Die Zugabe dieser Menge in eine Flasche entsprach 60 % Wasserkapazitat von WK,.x des verwen-

deten Quarzsandes. Ausgehend von der Stammlésung wurden Verdinnungsstufen hergestellt.

In Vorversuchen war zuvor festgestellt worden, dass Methanol in der hdchsten applizierten Menge
keinen letalen Effekt auf die Mikrosklerotien ausiibt. Nach Uberfilhrung der jeweils 10,35 ml ITC-
Ldsung in eine Glasflasche wurde ihr Deckel fest verschlossen. Um eine gleichmaRige Verteilung der
Ldsung im Quarzsand zu gewahrleisten, wurde das Gefal3 mehrfach auf einer Tischplatte aufgesetzt,
bis die Losung den Sand vollstandig durchdrungen hatte. Kontrollen erhielten ausschlief3lich Wasser.
Die Flaschen wurden anschlieRend fir 48 Stunden bei 20 °C und Dunkelheit inkubiert. Nachfolgend
wurde die Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien nach der Methode von Neubauer und Heitmann (2011)
bestimmt. Abweichend wurde jeweils die komplette Sandmenge pro Glasgefal von 75,0 g nach der
Trocknung gesiebt bzw. analysiert.

In Beziehung zur Kontrolle wurden der Anteil gekeimter Mikrosklerotien bzw. die Wirkungsgrade der
einzelnen ITC-Konzentrationen errechnet. AnschlieBend wurden LDso- und LDgo-Werte als toxikologi-
sche Vergleichsparameter mittels einer Probit-Analyse unter Nutzung des Statistikpaketes SPSS er-

mittelt.

2.1.3 Ermittlung der Toxizitat von 2-propenyl-ITC in natirlichen Bdoden

In einer ergédnzenden Versuchsreihe wurde die Toxizitat von 2-propenyl-ITC in 22 verschiedenen,
natdrlich mit V. dahliae belasteten Boden untersucht. Die Béden stammen aus Einsendungen von
Bodenproben der Praxis bzw. der Sammlung der Hochschule Osnabrick. Im Vorfeld wurden Boden-
art mittels Fingerprobe sowie C,4-Gehalt und pH-Wert nach den Methoden der AG Boden (2005) er-
mittelt (Tab. 3). Zusatzlich wurde der im Biotest verwendete MS-Quarzsand in die Untersuchung als

Vergleichsstandard mit einbezogen.

Es wurde die gleiche Versuchsanordnung wie unter 2.1.2 beschrieben durchgefiihrt. Abweichend
wurden 50,0 g Boden in die Glasflaschen gefillt. Die Toxizitat von 2-propenyl-ITC wurde einheitlich
mit einer Dosis von 150,0 nmol/g Boden geprift. In einem ersten Schritt wurde eine entsprechende
Stammlésung in Wasser hergestellt. Die fur die anzustrebende Konzentration notwendige Menge
Stammlésung wurde je nach Bodenart zusatzlich mit 18,4 bis 22,7 Gewichtsprozent sterilem Lei-
tungswasser versetzt und anschlieend vollstandig in die Glasflasche Uberfiihrt. Damit wurde in allen
Bodenproben eine Feuchtigkeit von ca. 60 % der maximalen Wasserkapazitat eingestellt. Kontrollen
erhielten ausschlief3lich Wasser. Pro Bodenprobe wurden Kontrollen und 2-propenyl-Behandlungen in
jeweils dreifacher Wiederholung angelegt. Weitere Durchfihrung und Auswertung sind 2.1.2 zu ent-
nehmen. Fir jede 2-propenyl-Behandlung einer Bodenprobe wurde in Bezug zur Kontrolle der Wir-

kungsgrad berechnet.



Tab. 3: Natirliche Mikrosklerotien-Belastung sowie Eigenschaften der verwendeten Bodenproben

Bodenprobe Ausgangsverseuchung Bodenart pH-Wert  C,y-Gehalt
[MS/g Boden]

406-2 22,0 Uts 5,6 1,19
404-3 46,4 Su2 6,7 0,58
403-1 32,0 Su3 6,0 0,84
401-1 85,2 Lu 7,3 1,41
396-1 35,2 Su3 5,5 0,97
395-1 90,0 Lt3 7,2 1,04
393-4 24,0 Su3 7,1 1,28
386-2 24,0 Ls4 7,3 0,94
373-2 32,0 Su2 7,3 1,09
371-6 23,6 Ls4 7,4 1,89
365-1 43,6 Us 59 1,34
364-6 64,4 Su2 5,4 2,08
363-1 58,4 Tu4 6,7 1,09
360-2 83,6 Su2 52 1,34
357-2 20,4 Su2 7,2 0,86
354-3 44,4 Su2 6,1 1,78
351-1 26,8 Su2 5,8 1,42
348-1 18,8 Su2 5,7 0,90
346-12 36,0 Su2 6,2 1,53
417-23/24 36,0 ut2 7,5 1,09
B4 38,0 Su3 5,8 0,87
418-2/3 132,2 Su4 59 1,73

MS-Quarzsand 100,0 Ss 7,2 0,0
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2.1.4 Evaluierung des Biofumigationspotentials von Brassicaceaen
2.1.4.1 Herkunft und Produktion der Griinmassen

Feldanbau der Genotypen

Zur Produktion von Grinmassen und Samenmehlen fur anschlieRende Laborversuche wurden in den
Jahren 2010-2012 verschiedene Arten bzw. Sorten aus der Familie der Brassicaceae auf den Ver-

suchsflachen (Wulves Kamp) der Hochschule Osnabriick angebaut (Tab. 4).

Vor der Aussaat wurde die Flache mit einem Grubber bearbeitet und eingeebnet. Im Anschluss er-
folgte die Entnahme einer Bodenprobe zur Dingerbedarfsermittlung. Hierbei wurden Sollwerte fur N
von 80 kg/ha und fir S von 60 kg/ha sowie fur P, K und Mg jeweils die Gehaltsklasse C angestrebt.
Zur Anwendung kamen die Diinger Entec 26, Superphosphat und Patenkali, die gleichmafiig auf die
Anbauflache ausgestreut und anschlieRend mit einer Kreiselegge eingearbeitet wurden. Der pH-Wert
des schluffigen Sandbodens betrug 5,9 und konnte als optimal angesehen werden.

Die Aussaat erfolgte im Jahr 2010 am 13. Juli, im Jahr 2011 am 07. Juni und 2012 am 14. Mai mit
einer Parzellensdmaschine (Hege 80, Fa. Hege). Pro Parzelle wurden 10 Saatreihen auf einer Breite
von 1,2 Metern und einer Lange von 10 m gelegt. Unmittelbar nach der Aussaat wurde ein Vogel-
schutznetz auf die Saatflachen ausgebracht. Die Bewasserung fand mit Uberkopfregner nach Bedarf
statt. Zur Unkrautregulierung wurde im Vorauflauf vier Tage nach der Aussaat Butisan (Fa. BASF) mit
einer Aufwandmenge von 1,5 I/ha ausgebracht. Zur Bekdmpfung des Erdflohs wurde Karate (Fa.

Syngenta Agro GmbH) mit einer Aufwandmenge von 75, mil/ha appliziert.

Abb. 3: Feldanbau der Genotypen 2011



Tab. 4: Angebaute Genotypen: Herkunft, Aussaatmengen, Anbaujahr.

Gattung/Art Sorte Herkunft Aussaatmenge Anbaujahr
(kg/ha)

Sinapis alba Luna P. H. Petersen 20 2010, 2011
Cover P. H. Petersen 20 2010, 2011
Absolut P. H. Petersen 20 2010, 2011
Maxi P. H. Petersen 20 2010, 2011
Mikado P. H. Petersen 20 2010, 2011
Accent P. H. Petersen 20 2010, 2011
Samba P. H. Petersen 20 2010, 2011

Brassica juncea Terrafit P. H. Petersen 10 2010, 2011, 2012
Energy P. H. Petersen 10 2010, 2011, 2012
BRJ-101 P. H. Petersen 10 2010, 2011, 2012
BRJ-102 P. H. Petersen 10 2010, 2011, 2012
BRJ-103 P. H. Petersen 10 2010, 2011, 2012
Ji Joordens Zaden 10 2012

Brassica nigra M24 P. H. Petersen 10 2012

Brassica carinata Utopia Joordens Zaden 10 2012
Carbon Joordens Zaden 10 2012
Cappuccmino Joordens Zaden 10 2012

Raphanus sativus Defender P. H. Petersen 30 2010, 2011
Contra P. H. Petersen 30 2010, 2011
Adagio P. H. Petersen 30 2010, 2011
Consul P. H. Petersen 30 2010, 2011
Siletta Nova P. H. Petersen 30 2010, 2011
Colonel P. H. Petersen 30 2010, 2011
Picobello P. H. Petersen 30 2010, 2011
Commodore P. H. Petersen 30 2010, 2011

Eruca sativa ERS-1001 P. H. Petersen 5 2010, 2011
ERS-1002 P. H. Petersen 5 2010, 2011

Phacelia Angelia 16 2010, 2011, 2012
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Ernte und Aufarbeitung der Griilnmassen

Die Grinmasse, d.h. Biomasse in Form von Blatt- und Sprossgewebe, wurde zum Zeitpunkt der Voll-
blute geerntet. Dies entsprach nach der BBCH-Skala fiir Raps dem Entwicklungsstadium "65°. Tabel-

le 4 sind die jeweiligen Erntetermine und Standzeiten zu entnehmen.

Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die Anzahl Pflanzen und die Frischmasse ermittelt. Hierzu wurden
pro Parzelle alle Pflanzen eines reprasentativen Quadratmeters am Wurzelhals abgeschnitten, ge-

z&hlt und anschliel3end gewogen.

Zusatzlich wurden jeder Parzelle drei Proben, bestehend aus jeweils 5 reprasentativen Pflanzen, ent-
nommen. Nachdem jeweils die Frischmasse bestimmt worden war, wurden die Pflanzen komplett bei

-25 °C eingefroren.

GSL-Analysen sowie Evaluierung des Biofumigationspotentials mittels Biotest setzten eine Gefrier-
trocknung der Griinmasse voraus. Hierzu wurden die eingefrorenen Pflanzen einer Probe mit einer
Rosenschere in ca. 5-8 cm Stiicke zerkleinert. Das gesamte Probenmaterial wurde anschlieend in
einer Gefriertrocknungsanlage (Fa. Piatkowski) fur 96 Stunden gefriergetrocknet (Tab. 5).

Tab. 5: Programmparameter der Gefriertrocknung.

Temperatur Zeit
Abschnitt

[°C] (h]
1 -24 8
2 -20 8
3 -16 8
4 -12 8
5 -8 8
6 -6 8
7 -4 8
8 -2 8
9 0 8
10 2 6
11 5 6
12 10 6
13 15 6
14 20 oo

Nach der Gefriertrocknung wurde das Probenmaterial gewogen und im Vergleich zur zuvor ermittel-
ten Frischmasse der Wassergehalt in Prozent ermittelt. Im Anschluss wurde das Probenmaterial in
einer Schneidmihle (Fa. Retsch) in ca. 1-2 mm Stiicke zerkleinert, in Probenbechern abgefillt und im
Kuhlraum bei 4 °C gelagert. Spater wurde das vorzerkleinerte Material in einer Ultra-Zentrifugalmuhle
(Modell: ZM 100, Fa. Retsch) auf eine Gréf3e von < 0,5 mm vermahlen. Das gefriergetrocknete und
vermahlene Grinmasse-Pulver wurde bis zur weiteren Verwendung in Glasbehaltern im Exsikkator

bei 4 °C gelagert.



Tab. 6: Erntetermine und Standzeiten

Gattung/Art Sorte 2010 2011 2012
Ernte Standzeit Ernte Standzeit Ernte Standzeit
Sinapis alba Luna n.a. n.a. 21.7. 45 n.a. n.a.
Cover 30.8. 48 21.7. 45 n.a. n.a.
Absolut 17.9. 66 21.7. 45 n.a. n.a.
Maxi n.a. n.a. 21.7. 45 n.a. n.a.
Mikado n.a. n.a. 21.7. 45 n.a. n.a.
Accent 17.9. 66 21.7. 45 n.a. n.a.
Samba n.a. n.a. 21.7. 45 n.a. n.a.
Brassica juncea Terrafit 24.8. 42 22.7. 46 9.7. 57
Energy 24.8. 42 22.7. 46 9.7. 57
BRJ-101 24.8. 42 22.7. 46 9.7. 57
BRJ-102 24.8. 42 22.7. 46 9.7. 57
BRJ-103 24.8. 42 22.7. 46 9.7. 57
J1 n.a. n.a. n.a. n.a. 9.7. 57
Brassica nigra M24 n.a. n.a. n.a. n.a. 9.7. 57
Brassica carinata Utopia n.a. n.a. n.a. n.a. 3.8. 82
Carbon n.a. n.a. n.a. n.a. 16.7. 64
Cappuccmino n.a. n.a. n.a. n.a. 16.7. 64
Raphanus sativus Defender 20.9. 69 1.8. 56 n.a. n.a.
Contra n.a. n.a. 5.8. 60 n.a. n.a.
Adagio n.a. n.a. 5.8. 60 n.a. n.a.
Consul 20.9. 69 9.8. 64 n.a. n.a.
Siletta Nova n.a. n.a. 1.8. 56 n.a. n.a.
Colonel 3.9. 52 1.8. 56 n.a. n.a.
Picobello 20.9. 69 5.8. 60 n.a. n.a.
Commodore n.a. n.a. 9.8. 64 n.a. n.a.
Eruca sativa ERS-1001 n.a. n.a. 22.7. 46 n.a. n.a.
ERS-1002 n.a. n.a. 22.7. 46 n.a. n.a.
Phacelia Angelia 20.9. 63 10.8. 65 n.a. n.a.

n.a. = nicht angebaut
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2.1.4.2 Herkunft und Produktion der Samenmehle

Samenmehle 2011

Zur Herstellung verschiedener Samenmehle wurden 2011 von verschiedenen Saatzuchtunternehmen

jeweils ca. 1,0 kg Saatgut verschiedener Arten und Sorten von Brassicaceaen bezogen (Tab. 7).

Tab. 7: Herkunft des Saatgutes verschiedener Genotypen von Brassicaceaen

Gattung/Art Sorte Herkunft
Sinapis alba Absolut P. H. Petersen Saatzucht
Maxi P. H. Petersen Saatzucht
Accent P. H. Petersen Saatzucht
Samba P. H. Petersen Saatzucht
Brassica juncea Terrafit P. H. Petersen Saatzucht
Energy P. H. Petersen Saatzucht
BRJ-101 P. H. Petersen Saatzucht
BRJ-102 P. H. Petersen Saatzucht
BRJ-103 P. H. Petersen Saatzucht
J1 Joordens Zaden
Brassica nigra M24 P. H. Petersen Saatzucht
Brassica carinata Utopia Joordens Zaden
Carbon Joordens Zaden
Cappuccmino Joordens Zaden
Raphanus sativus Defender P. H. Petersen Saatzucht
Adagio P. H. Petersen Saatzucht
Siletta Nova P. H. Petersen Saatzucht
Picobello P. H. Petersen Saatzucht
Commodore P. H. Petersen Saatzucht
Eruca sativa ERS-1003 P. H. Petersen Saatzucht
Brassica napus Emerald P. H. Petersen Saatzucht
Akela Feldsaaten Freudenberger
Greenland EURO GRASS B.V.

Molino EURO GRASS B.V.
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Von jedem Genotyp wurden 0,5 kg Saatgut in einer Olmiihle (Fa. IBG Monforts Oekotec GmbH, Type
CA 59 G3) kaltgepresst (Abb. 4). Nach Abtrennung des Ols wurde der Presskuchen mittels eines La-
bormixers (Fa. Waring, Model 8011) zu feinerem Samenschrot zerkleinert (Abb. 5). Die sog. Samen-
mehle wurden bis zur weiteren Verwendung in Kunststoffbehéltern im Gefrierraum bei -25 °C gela-

gert.

Abb. 5;: Gewonnenes Samenmehl

Samenmehle 2012

Samen der im Jahr 2012 auf dem Versuchsfeld der Hochschule angebauten Sinigrin-haltigen Sorten
von B. juncea, B. carinata und B. nigra wurde am 04.09.2012 geerntet. Hierzu wurden die schotentra-
genden Sténgel auf insgesamt zwei Quadratmetern Anbauflache entnommen und im Gewachshaus
bei 20 °C fur drei Tage luftgetrocknet. Anschliel3end wurde das Erntegut tber Holzrahmensiebe (& 3

mm) vorgesiebt, um die Samen von Stangeln und Schoten abzutrennen. In einem zweiten Schritt
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wurden die Samen von weiteren feineren Verunreinigungen gereinigt. Dazu wurde das Saatgut mit
Hilfe einer Saatgut-Reinigungsmaschine (Fa. A/S Rationel Kornservice, Model MLN) aufbereitet und
vollstandig von Fremdmaterial befreit. Nachfolgend fand wie oben beschrieben die Kaltpressung und

Herstellung der Samenmehle statt.

Fur die GSL-Analysen wurde alle Samenmehle wie die Griinmassen gefriergetrocknet (siehe 2.1.4.1,
S.20) und dann ihr Wassergehalt bestimmt. Die gefriergetrockneten Samenmehle wurden anschie-
3end in einer Ultra-Zentrifugenmuhle (Modell ZM 100, Fa. Retsch,) mit einem Siebring von 0,5 mm zu

einem feinen Pulver vermahlen, das in 50 ml Glasbehdltern im Exikator bei 6 °C gelagert wurde.

2.1.4.3 Analyse der Glucosinolat-Gehalte der Biomassen

Teilmengen der vermahlenen Griinmasse- und Samenmehl-Proben (ca. 10 mg) wurden dreifach in
1,0 ml 80 % Methanol extrahiert nachdem zuvor ein entsprechender interner Standard zugegeben
worden war in Form von benzyl-GSL fir B. juncea-Proben, sowie 2-propenyl-GSL fur S. alba, R. sa-
tivus und E. sativa-Proben. Die GSL wurden von Phytoplan, Heidelberg bezogen. Nach Zentri-
fugation wurden die Uberstéande in Saulen mit Diethylaminoethyl Sephadex A 25 (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) pipettiert. Gereinigte Sulfatase [E.C. 3.1.6.1, ‘type H-1, from Helix pomatia, 15,100
units von Sigma, Taufkirchen] wurde zur Desulfatisierung der GSL appliziert. Die desulfatisierten GSL
wurden nach Abdalsamee und Miller (2012) mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC, 1200 Series, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mittels der Saule Supelcosil LC 18
(3 um, 150x3 mm, Supelco, Bellefonte, PA, USA) analysiert.

Die Identifizierung der GSL wurde durch Vergleich mit den Standards sowie mittels ultra-HPLC in
Kombination mit einem Massenspektrometer (1290 Infinity uHPLC and 6210 ToF-MS Agilent Techno-
logies, Santa Clara, CA, USA) vorgenommen. Zur Quantifizierung der GSL wurden Peaks bei 229 nm
sowie die in Relation zu den internen Standards errechneten Konzentrationen unter Nutzung der von

Muller et al. (2001) verwendeten Retentionszeiten.

2.1.4.4 Ermittlung der Freisetzung von Isothiocyanaten

Die Quantifizierung der tatsachlichen ITC-Freisetzung GSL-haltiger Biomasse-Proben erfolgte nach
Zhang et al. (1992) mittels spektralphotometrischer Detektion von 1,3-Benzodithiol-2-thion nach zuvor
erfolgter Derivatisierung der ITC mittels 1,2-Benzenedithiol. In der vorliegenden Arbeit wurde aus-

schlieBlich die Freisetzung von 2-propenyl-ITC aus Sinigrin-haltigen Samenmehlen untersucht.
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Maximale ITC-Freisetzung von Samenmehlen

Hierzu wurden vermahlene Samenmehlproben (50 mg) mit 10 ml sterilem Aqua dest. und 10 ml Me-
thanol in Duranflaschen (75 ml) Uberfuhrt und fir 24 h auf einem Horizontalschiittler bei 150 U/min
bewegt. Die durch Hydrolyse freigesetzten ITC wurden in Methanol gebunden. Das Gemisch wurde
Uber einen Faltenfilter geklart und anschlieBend nochmals Uber einen Spritzenvorsatzfilter (hw3, 0,2

pum) mit PTFE-Membran gefiltert.

Die Derivatisierung der ITC im gewonnenen SM-Extrakt erfolgte in einem Gemisch aus Methanol, 100
mM Dikaliumhydrogenphosphat-Pufferldosung sowie 80 mM 1,2-Benzenedithiol als Derivatisierungs-
reagenz. Zunachst wurden 100 pl des SM-Extrakts in einen 2 ml Messkolben pipettiert. Darauf folgte

die Zugabe von 900 pl der Pufferlésung sowie 100 ul des in Methanol geldsten Derivatisierungs-

mittels:

900 pl 100 mM K,HPO, Puffer (pH 8,5)

900 pl Methanol

100 pl Biomassextrakt in MeOH-H,O Gemisch
100 pl 80 mM 1,2 benzenedithiol in MeOH
2000 pl Gesamtvolumen

Nachdem das Gemisch mit Methanol auf 2 ml aufgefillt worden war, wurde das Gefal3 geschuttelt
und fur 60 Minuten in ein 60 °C warmes Wasserbad gestellt. Nach der Derivatisierung wurde die Pro-
be bei Raumtemperatur abgekuhlt und in Halbmikrokivetten Uberfihrt. Die Messung erfolgte an-
schlieRend bei einer Wellenlange von 365 nm in einem Spektralphotometer. Pro Genotyp wurden drei

Wiederholungen angesetzt.

Zur Kalibrierung des Systems waren zuvor sechs Standards gemessen worden. Die Standards ent-
hielten Konzentrationen von 2-propenyl-ITC zwischen 1,25-40,0 umol/l. Hierzu wurden einem Ge-
misch von 100 ul Derivatisierungsreagenz sowie 900 ul Pufferlésung die entsprechenden ITC-Meng-
en (Standardadditionen) zugegeben und die Probengemische mit Methanol auf 2 ml aufgefillt. Die
weitere Behandlung erfolgte wie oben beschrieben. Die Standards wiesen im Vergleich zu Zhang et
al. (1992) ahnliche Messwerte auf, die in mehreren Wiederholungen reproduziert werden konnten
(Abb. 6). Zusatzlich wurde der Matrixeffekt der Probe auf die Messung ermittelt. Hier wurden Proben
des Samenmehls einer Sorte von B. juncea und B. carinata wie oben beschrieben hydrolysiert und
derivatisiert bevor die Standardadditionen mit 2-propenyl-ITC zugegeben wurden und Messungen er-
folgten. Es wurden in mehreren Versuchsreihen Matrixeffekte fir Samenmehlproben von B. juncea
und B. carinata von 4,935 bzw. 7,213 uM/Probe ermittelt und bei der Berechnung der Konzentratio-
nen entsprechend beriicksichtigt.
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Abb. 6: Spektralphotometrische Bestimmung von 2-propenyl-ITC nach der

Reaktion von 1,2-benenedithiol zu 1,3-benzodithiole-2-thione (Eichreihe).

ITC-Freisetzung des Samenmehls von B. juncea "Energy” im Biotest

Die Freisetzung von 2-propenyl-ITC des Samenmehls der Sorte B. juncea "Energy” sollte im Biotest-
system Uber einen 48stiindigen Zeitraum in sterilem Quarzsand sowie in den natiirlichen Béden 1 und
5 (siehe Tab. 13) nach einer Applikation mit einer Dosis von 0,4 Vol.-% erfasst werden. Die Ver-
suchsanstellung folgte zunéchst der unter 2.1.4.5. sowie 2.1.4.7 (S. 32) beschriebenen Vorgehens-

weise.

Nach einer Inkubationszeit von 15 Min. 3 h, 6 h, 12 h, 24 h und 48 h wurden die Glaser geotffnet und
jeweils 75 g des Bodens entnommen und mit 30 ml Methanol in eine Glasflasche gegeben. Um die
ITC-Verbindungen im Methanol zu binden, wurden die Glasflaschen bei 400 U/Min. fur 1 h auf einem
Horizontalschittler geschittelt. Anschlieend wurde der Probe Uber einem Blcherfilter und einem
Filterpapier (hw3), mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe, die Methanol-Losung entzogen und aufgefan-
gen. Der Methanol-Extrakt wurde anschief3end Uber einen Spritzenvorsatzfilter (0,45 um, PTFE, Fa.

Satorius) weiter gereinigt bevor sich die Derivatisierung der ITC-Verbindungen und ihre spektralpho-
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tometrische Detektion anschloss (s.0). Pro Zeitpunkt und Boden wurden drei Wiederholungen ange-
legt. FUr jeden Boden (Quarzsand, Boden 1 und 5) wurde vorab der Matrixeffekt auf die Messung mit
Hilfe von Standardadditionen in mehreren Versuchsreihen bestimmt und spater bei den Berechnun-

gen bertcksichtigt.

2.1.4.5 Evaluierung der Wirkung der Biomassen mittels Biotest im Quarzsand

Um in kurzer Zeit mit vertretbarem Aufwand das Biofumigationspotential der Griinmasse und Sa-
menmehle verschiedener Genotypen vergleichend und reproduzierbar ermitteln zu kdnnen, wurde in

zahlreichen Vorversuchen ein standardisierter Laborbiotest entwickelt und angewendet.

Versuche mit Grinmasse

Hierzu wurden gasdichte Glasbehalter (250 ml, Fa. Weck) verwendet, in die jeweils 200 g eines mit
Mikrosklerotien verseuchten Quarzsandes (200 MS/g Sand) eingeflllt wurden (siehe 2.1.1, S. 14).
AnschlieRend erfolgte das Einmischen der Grinmasse des zu prifenden Genotyps in Form des ge-
friergetrockneten, vermahlenen Griinmasse-Pulvers (siehe 2.1.4.1, S. 20) und in einer Menge wie sie
in Anndherung der Feldsituation entsprach. Als Grundlage fir die applizierte Menge dienten die
durchschnittlichen Biomasseertrage der verschiedenen Gattungen. Fiur die Gattungen Brassica,
Sinapis und Eruca wurde ein durchschnittlicher Frischmasseertrag von 3,0 kg/ha sowie fir Raphanus
von 6,0 kg/ha festgelegt. Unter Einbeziehung der im Rahmen der Gefriertrocknung ermittelten durch-
schnittlichen Wassergehalte der Biomassen (Brassica, Sinapis, Eruca = 84 %, Rhapahus = 88 %),
der Annahme einer Einarbeitungstiefe von 10 cm sowie der Dichte des Quarzsandes (1,587 g/cm3)
wurden die pro Gefal3 applizierten Mengen berechnet bzw. festgelegt (Tab. 8). AnschlieRend wurde

die Grinmasse sorgféltig mit dem trockenen Quarzsand vermischt (Abb. 7, links und Mitte).

Um einen optimalen Ablauf der Hydrolyse zu gewahrleisten wurde in einem nachsten Schritt steriles
Leitungswasser zugegeben. Zunachst galt es eine Wasserhaltekapazitat von 60 % der WK« €inzu-
stellen. Dies entsprach einer Menge von 27,6 ml Wasser/200 g Quarzsand bzw. Gefal3. Zudem wurde
jener Wasseranteil der Grinmasse, der durch die Gefriertrocknung entzogen worden war, zugege-
ben. Die verabreichten Wassermengen auf der Grundlage der durchschnittlichen Wassergehalte der
Grunmassen (s.0.) betrugen 3,2 und 6,6 ml/Gefaf3. Nach der Wasserzugabe wurde der Quarzsand
erneut sorgfaltig durchmischt, um eine gleichméaRige Feuchteverteilung zu gewahrleisten (Abb. 7,
rechts). AnschlieRend wurden die Glasgefal3e mit einem Deckel sowie Parafilm verschlossen und fur
48 h bei 20 °C im Klimaschrank aufgestellt. Nach der Inkubation wurde das Quarzsand-Biomasse-
Gemisch eines jeden Gefal3es in eine Aluschale Uberflhrt und bei 20 °C im Gewachshaus getrocknet.

Der anschlieRende Nachweis keimfahiger Mikrosklerotien erfolgte mittels eines Nasssiebeverfahrens
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unter Verwendung eines selektiven Pektatnahrbodens nach der Methode von Neubauer und Heit-
mann (2011). GefalRe ohne griine Biomasse oder mit der Glucosinolat-freien Biomasse von Phacelia
dienten als Standardkontrollen. In weiteren Versuchen wurde autoklavierte Griinmasse von Brassica-
Genotypen mit inaktiviertem GSL-Myrosinase-System eingesetzt. Alle Varianten wurden vierfach wie-
derholt.

Tab. 8: Im Biotest verwendete Griinmasse- und Wassermengen.

Gattung Grinmasse- entspricht H,0O-Zugabe
Pulver Frischmasse® (MIGefaR)
(g/GefaR) (kg/m?)
fur WK 60%  Anteil Biomasse Gesamt
Brassica sp. 0,6 2,98 27,6 3,2 30,8
Raphanus 0,9 5,95 27,6 6,6 34,2
Sinapis 0,6 2,98 27,6 3,2 30,8
Eruca 0,6 2,98 27,6 3,2 30,8
Phacelia 0,9 5,95 27,6 3,2 30,8

3

! pei Einarbeitungstiefe 10 cm, Dichte Quarzsand: 1,5873 g/cm

Abb. 7: Biotest: Einarbeitung gefriergetrockneter vermahlener Griinmasse

Versuche mit Samenmehlen

Die Versuche wurden in gleicher Weise durchgefiihrt (s.0.). Hierbei wurde das vermahlene Samen-
mehl eines zu prifenden Genotyps in den mit MS verseuchten Quarzsand gemischt. Alle Samenmeh-
le wurden in einer Dosis von 0,4 Vol.-% zugemischt. Dies entsprach 252 mg Samenmehl pro Gefal.
Anschlielend wurde eine Substratfeuchte eingestellt, die 60 % der max. Wasserkapazitat des Quarz-

sandes entsprach. Hierzu wurden 27,6 ml steriles Leitungswasser pro Gefal3 appliziert. Die weitere
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Vorgehensweise entsprach den Versuchen mit Griinmassen (s. 0.). In Vorversuchen hatte sich die
Applikation von autoklaviertem Samenmehl als geeignete Kontrolle erwiesen. Deshalb wurden Gefa-
3e mit autoklaviertem Samenmehl von B. juncea, S. alba und R. sativus in einer Dosis von 0,4 Vol.-%

angelegt. Alle Varianten wurden vierfach wiederholt.

Tab. 9: Im Biotest verwendete Samenmehl- und Wassermengen.

Gattung Samenmehl entspricht H,O- Zugabe
(mg/GefaR) Samenmehl'  fiir WK 60 %
(kg/m?) (ml/GefaR)
Brassica sp. 252 0,2 27,6
Raphanus 252 0,2 27,6
Sinapis 252 0,2 27,6
Eruca 252 0,2 27,6

! bei Einarbeitungstiefe 10 cm, Dichte Quarzsand: 1,5873 g/cm®

2.1.4.6 Einfluss der Biomassen auf die Wirkung freigesetzter Isothiocyanate

In ergdnzenden Versuchen wurde der Einfluss der applizierten Biomasse (Grinmasse oder Samen-
mehl) auf die Wirkung freigesetzter ITC im verwendeten Biotestsystem (Abb. 7) untersucht. Hier wur-
de in einer Variante eine pure ITC-Verbindung appliziert und in einer weiteren Vergleichsvariante die
pure ITC-Menge mit einer autoklavierten Biomasse kombiniert, die diese ITC-Menge generieren

konnte. Beide Varianten wurden zusatzlich mit einer unbehandelten Variante verglichen.

Einfluss Grinmasse

Es wurden Versuche mit 2-propenyl-ITC und der Griinmasse von B. juncea "Energy” sowie benzyl-
ITC und der Grinmasse von S. alba "Accent” durchgefiihrt. Die ITC-Mengen wurden auf der Grund-
lage der toxikologischen Studien so gewahlt, dass Wirkungen zwischen 80-100 % zu erwarten waren.

Folgende ITC-Stammldsungen wurden angesetzt:
1. 80 pl 2-propenyl-ITC, 6 ml Methanol, 93,92 ml Aqua dest.
2. 60 pl benzyl-ITC, 3 ml Methanol, 46,94 ml Aqua dest.

Nach dem Einmischen der Komponenten in den Quarzsand erfolgte die weitere Versuchsdurchfih-

rung wie unter 2.1.4.5 beschrieben (Tab. 10).
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Tab. 10: Versuchsdurchfiihrung - Einfluss Griinmasse auf Wirkung zweier ITC

ITC-Menge ITC-Menge Stammlésung iggrkr::j;en WK 609% Methanol
(nmol/g QS) (W/GefaRr) (V)] (g/GefaR) (1l H2O/GefaR) (u/GefaRr)
Versuch 2-propenyl-ITC
Kontrolle 0 0 0 0 27,6 0
2-propenyl 50 0,974 1.218 0 27,6 73,08
2-propenyl 0,6 27,6
+Biomasse 50 0,974 1.218 “Energy’ +32 73,08
Versuch benzyl-ITC
Kontrolle 0 0 0 0 27,6 0
benzyl 10 0,265 221 0 27,6 13,26
Benzyl 0,6 27,6
+Biomasse 10 0,265 221 “Accent’ +3.2 13,26

Einfluss Samenmehle

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss der Biomasse eines Samenmehls von B. juncea "Ter-
rafit” auf die Wirkung von 2-propenyl-ITC untersucht (Tab. 11). Folgende Stammlésung wurde ange-

setzt:

40 pl 2-propenyl-ITC, 3 ml Methanol + 46,96 ml Aqua dest.

Tab. 11: Versuchsdurchfuhrung - Einfluss Samenmehl auf Wirkung von 2-propenyl-ITC

ITC-Menge ITC-Menge Stammlésung iﬁgﬁg&gm WK 60% Methanol
(nmol/g QS) (W/GefaR) (V)] (mg/GefaR) (ul HO/GefaR) (W/GefaRr)
Versuch 2-propenyl-ITC
Kontrolle 0 0 0 0 27,6 0
2-propenyl 50 0,974 1,218 0 27,6 73,08
- 63 27,6
2-propenyl 50 0,974 1,218 73,08

+Biomasse “Terrafit’ + 3,2
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2.1.4.7 Evaluierung der Wirkung von Biomassen mittels Biotest in B6den

In weiteren Versuchen wurde die Wirkung von griner Biomasse bzw. Samenmehlen ausgewahlter
Genotypen in naturlich mit Verticillium belasteten Boden untersucht. Hierzu waren zuvor auf sechs
verseuchten Standorten Bodenproben gezogen worden. Die Bodenproben wurden luftgetrocknet und
durch ein 2 mm Analysesieb (Fa. Retsch) homogenisiert. Die Bodenart wurde mittels Fingerprobe,
Corg-Gehalt und pH-Wert nach den Methoden der AG Boden (2005) ermittelt (Tab. 12).

Tab. 12: Herkunft der natirlichen Boden und ihre Eigenschaften

Nr.  Herkunft Mikrosklerotien- Bodenart ph-Wert  Cgyq
Belastung

(MS/g Boden)

1 Hochschule 8,0 su3 schluffiger Sand 60 1,06
Osnabriick
2 Borgmeyer
73,2 Su3 schluffiger Sand 51 1,04
Dissen
3 Soeffken
58,0 Su2 schwach schluffiger Sand 59 1,70
Martfeld
4 Luske
26,8 Su4 stark schluffiger Sand 55 2,80
Bethen
5 Aumitiller
54,8 Ss Sand 52 3,23
Garrel
6 Sennekamp 46,0 Ss sand 55 357
Senden

Der Versuchsablauf entsprach weitgehend dem Biotest unter Verwendung von Quarzsand (Abb. 6)

mit jeweils 200 g luftgetrocknetem Boden pro Gefals.

Versuche mit Grinmasse

Im Falle der grinen Biomasse wurde gefriergetrocknetes, vermahlenes Pulver der B. juncea-Sorte
“Energy” mit 0,6 g/GefaR (= 3,0 kg FM/m?), eine der Praxis entsprechende Aufwandmenge gepriift.
Durch Zugabe von sterilem Leitungswasser wurde eine Feuchtigkeit eingestellt, die 60 % der max.
Wasserkapazitat von Boden 1 entsprach (Richtwert WK ax von Boden 1; WKgo, = 17 mI/100 g Bo-
den). Dies entsprach 34 ml/Gefal3. Im Falle des Bodens 4 wurden abweichend 38 ml/Gefal3 appliziert.

Entsprechend dem durchschnittlichen Wassergehalt der Frischmasse von 84,0 % wurden als Aus-
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gleich zur applizierten gefriergetrockneten Grinmasse jeweils 3,2 ml Wasser/Gefal appliziert. Kon-

trollen enthielten Phacelia-Griinmasse. Alle Versuchsglieder wurden vierfach wiederholt.

Versuche mit Samenmehlen

Samenmehl der B. juncea-Sorte "Energy” wurden in unterschiedlichen Aufwandmengen im Quarz-
sand und in den natlrlich verseuchten Bdden 1-6 gepruft (Tab. 13). Als Kontrollen dienten GefalRe mit
autoklaviertem Samenmehl der gleichen Sorte in jeweils hochster Aufwandmenge (0,3 bzw. 0,8 Vol.-

%). Alle Varianten wurden vierfach wiederholt.

Tab. 13: Versuche mit Samenmehl B. juncea "Energy” in unterschied-

lichen Aufwandmengen

Samenmehl Samenmehl entspricht H,0O-Zugabe
Konzentration (Mg/GefaR) Samenrr12ehl1 fur WK 60 %
(Vol.- %) (kg/m?) (ml/Gefaf)

Versuch in Quarzsand

0,05 31,5 0,025 34,0
0,1 63,0 0,05 34,0
0,2 126 0,1 34,0
0,3 189 0,15 34,0

Versuch in Béden 1-6

0,2 148 0,1 34,07
0,4 296 0,2 34,07
0,8 592 0,4 34,07

! bei Einarbeitungstiefe 10 cm, Dichte Quarzsand: 1,5873 g/cm®, Dichte Béden: 1,35 g/cm3

Zin Boden 4: + 4 ml

2.1.4.8 Nicht-GSL-abhangige Wirkung von Samenmehlen

Die nicht GSL-abhangige Wirkung eines Sinigrin-haltigen Samenmehls wurde im Quarzsand sowie
unterschiedlichen Bdden untersucht. Hierzu wurde das GSL-Myrosinase-System des Samenmehls
von B. juncea "101" zuvor auf zweierlei Art und Weise ausgeschaltet. In einer Variante wurde es bei
121 °C fur 20 Minuten autoklaviert und anschliel3end bei 105 °C fur 2 h im Sterilschrank getrocknet.
DarlUber hinaus wurde es nach Elberson et al. (1996) durch zuvor eingeleitet Hydrolyse entgiftet.
Hierzu war Samenmehl in eine Petrischale eingefillt und mit 3,0 ml H,O/g Samenmehl versetzt wor-
den. Danach wurde die Petrischale fir 48 h verschlossen. Zur Belliftung wurde der Deckel mit Lo-
chern versehen. Das Samenmehl trocknete anschlieBend an der Luft. Die Versuchsdurchfiihrung

(Tab. 14) entsprach der unter 2.1.4.5 dargestellten Vorgehensweise.
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Tab. 14: Versuch zur Wirkung von autoklaviertem und entgiftetem Samen-

mehl der B. juncea-Sorte "101" mit 0,1 Vol.-% in Quarzsand und nattrlichen

Bdden.

Variante Samenmehl entspricht H,0O-Zugabe

(mg/GefaR) Samenmehl®  fiir WK 60%
(kg/m?) (ml/GefaR)

Versuch in Quarzsand

Kontrolle 0

Samenmehl autoklaviert 63,0 0,05 27,0

Samenmehl entgiftet 63,0 0,05 27,0

Versuch in Béden 1,3,4

Kontrolle 0 34,0

Samenmehl autoklaviert 74,0 0,05 34,0

Samenmehl entgiftet 74,0 0,05 34,0

! 'bei Einarbeitungstiefe 10 cm, Dichte Quarzsand: 1,5873 g/cm®, Dichte Boden: 1,35 g/cm®

2.2 Praxisversuche

2.2.1 Standort Schifferstadt

Freilandversuch 2011

Vom Kooperationspartner Lehr- und Versuchsbetrieb Queckbrunner Hof des DLR Rheinpfalz wurde
2011 in Zusammenarbeit mit der Hochschule Osnabriick ein Freilandversuch angelegt. Unter praxis-
nahen Bedingungen war die Biofumigationswirkung der Griinmasse zweier Sorten von B. juncea bzw.
R. sativus zu prufen. Zusatzlich wurde die Ausbringung eines Samenmehls von B. juncea gepruft. Als
Kontrollen diente eine Schwarzbrache sowie eine Variante, in der Glucosinolat-freie Biomasse einer
Phacelia-Griindiingung in den Boden eingearbeitet wurde. Zur Unkrautregulierung wurden 4-7 Tage
nach der Aussaat 1,5 | Butisan im VA ausgebracht. Die Regulierung des Kohlerdflohs erfolgte mittels

Karate. Eine Bewasserung erfolgte nach Bedarf.

Vor der Aussaat wurden alle Parzellen hinsichtlich ihres Ausgangsverseuchungsgrades untersucht.
Hierzu wurden pro Parzelle mittels eines Bohrstockes 25 zufallig und gleichmagig verteilte Einstiche
bis zu einer Tiefe von 15 cm entnommen. Von der hergestellten Mischprobe wurden ca. 500 cm® Bo-
den fur die Analyse zur Hochschule Osnabrlick geschickt. Der Nachweis von Verticillium erfolgte mit

den Nasssiebeverfahren nach Neubauer und Heitmann (2011). Die ermittelten durchschnittlichen
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Verseuchungsgrade der Parzellen variierten zwischen 6,4 und 32,4 MS/g Boden. Die einzelnen Wie-
derholungen der Varianten wurden anschlieRend so auf die Parzellen verteilt, dass alle Varianten

eine durchschnittliche Ausgangsbelastung von 16,0-20,6 MS/g Boden aufwiesen.

Die Versuchsdaten sind Tab. 15 zu entnehmen. Zum Zeitpunkt der Vollblite wurde die Biomasse
mittels eines Mulchers zerkleinert und unmittelbar eingefrast (Abb. 8). AnschlieRend erfolgte eine in-
tensive Bewasserung der Versuchsflache. Am 4.8. wurde als Nachfolge-Kultur eine gegentiber Verti-
cillium anfalige Romanesco-Sorte gepflanzt. Mitte August erfolgte eine weitere Verticillium-
Beprobung aller Parzellen. Am 11.10. wurde jeweils der Strunk von 20 Pflanzen pro Parzelle nach

einem Boniturschema (0-5) auf Verticillium-Befall visuell bonitiert.

Abb.8: Freilandversuch Schifferstadt 2011: Versuchsflache (a), Mulch-und EinfraRvorgang (b), zer-
kleinerte Biomasse (c), Versuchsflache nach dem Einfral3en der Biomasse (d).
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Tab. 15: Freilandversuch Schifferstadt 2011

Varianten Aussaat-/ Aufwandmenge

Kontrolle Schwarzbrache

Kontrolle Phacelia “Angelia 12,0 kg/ha
B. juncea "Terrafit’ 14 kg/ha
R. sativus “Defender” 30 kg/ha
B. juncea "Terrafit” (Samenmehl) 0,2 kg/m?

Versuchsanlage

Parzellengrofe: 10 x 7,5 m Aussaat: 31.5.2011
Anzahl Parzellen/Variante: 4 Mulchen/Einarbeiten: 25.7.2011

Dungung: Entec 26 (26 % N, 13 % S), 230 kg/ha = 60 kg N/ha, 30 kg S/ha

MS-Verseuchung (Natirliche Belastung)

Vorbeprobung: 11.5. Nachbeprobung: 11.8.

AnschlieRende Kultur

Romanneso "Celio” Pflanzung: 4.8. Ernte: 17.10.
Bonituren: 11.10.2011

Gewéchshausversuch 2012

Zusatzlich wurde 2012 vom gleichen Partner in einem Gewachshaus ein Samenmehlversuch mit ge-
staffelten Aufwandmengen durchgefiihrt (Tab. 16). Neben einer Schwarzbrache wurde eine Boden-
dampfung als Vergleichsvariante angelegt. Die Flache wies eine natirliche Verticillium-Belastung auf.
Vor Versuchsbeginn wurden alle Parzellen hinsichtlich ihres Ausgangsverseuchungsgrades unter-
sucht (siehe Freilandversuch). Die Flache erwies sich als sehr ungleichmalfiig verseucht. Die ermittel-
ten durchschnittlichen Verseuchungsgrade der Parzellen variierten zwischen 0,4 und 15,2 MS/g Bo-
den. Die einzelnen Wiederholungen der Varianten wurden anschlieRend so auf die Parzellen verteilt,

dass alle Varianten eine durchschnittliche Ausgangsbelastung von 3,5-7,8 MS/g Boden aufwiesen.

Das ausgebrachte Samenmehl wurde anschlieBend unmittelbar in den Boden eingefrést, bevor eine
Bewasserung erfolgte. Am 6.8. wurde eine gegentber Verticillium anféllige Rettich-Sorte gepflanzt.
Mitte August erfolgte eine weitere Verticillium-Beprobung aller Parzellen. Am Erntetermin wurden
Wurzeln und Blatter von jeweils 50 Pflanzen pro Parzelle nach einem Boniturschema (0-9) auf Verti-

cillium-Schadigungen visuell bonitiert. Zusatzlich wurde das Wurzelgewicht ermittelt.
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Tab. 16: Gewachshausversuch Schifferstadt 2012

Varianten Aufwandmenge

Kontrolle Schwarzbrache

Dampfung, 10 Bodentiefe

B. juncea "Energy” Samenmehl 0,10 kg/m?
B. juncea "Energy” Samenmehl 0,25 kg/m?
B. juncea "Energy” Samenmehl 0,50 kg/m2
B. juncea "Energy” Samenmehl 1,00 kg/m?

Versuchsanlage

ParzellengroBe: 8 m? Aussaat; ----
Anzahl Parzellen/Variante: 4 Ausbringung und Einarbeitung: 20.7.12

MS-Verseuchung

Naturliche Belastung
Vorbeprobung: 6/2012 Nachbeprobung: 8/2012

AnschlieRende Kultur

Rettich, Sorte "Sepp”  Pflanzung: 6.8.2012 Ernte: 9.10.2012
Bonituren: Wurzel- und Blattbonitur (1-9), Schadensklassen am 9.10.2012

2.2.2 Standort Langforden

Freilandversuch 2011

Der Kooperationspartner VBOG Langférden der LWK Niedersachsen filhrte 2011 einen ahnlichen
Versuch wie in Schifferstadt durch. In der Vorbeprobung erwies sich die zur Verfigung stehende Fla-
che als nur sehr gering belastet. Vor diesem Hintergrund wurde die Biofumigationswirkung der Vari-
anten anhand vergrabener Inokulumbeutel erfasst. Hierzu wurde getrockneter Boden des Versuchs-
standortes mit MS-Quarzmehl-Inokulum (56.000 cfu/g) kinstlich verseucht. Jeweils 30 g des mit ca.
200 MS/g belasteten Bodens wurden in kleine Nylonbeutel gefullt, von denen jeweils 10 Beutel unmit-
telbar nach dem Anwalzen der Versuchsflache gleichméaRig auf der Parzelle 10 cm tief vergraben
wurden (Abb. 9f). Die Versuchsdaten sind Tab. 17 zu entnehmen. Zur Unkrautbek&mpfung wurden
1,51 Butisan ausgebracht. Die Zerkleinerung der Biomasse erfolgte mittels eines Schlegelmulchers
(Abb. 9c). Nach dem Anwalzen wurde intensiv bewéssert. Nach 14 Tagen wurden die Inokulumbeutel
ausgegraben. Der Inhalt aller Beutel einer Parzelle wurde vereinigt, getrocknet und mit dem Nasssie-
beverfahren auf keimfahige Mikrosklerotien untersucht. Im Mai des darauffolgenden Jahres wurden

Erdbeeren gepflanzt. Eine Bonitur der Pflanzen wurde nicht durchgefihrt.
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Abb. 9: Freilandversuch Langférden 2011

Versuchsflache (a), Mulchvorgang (b), Zerklei-
nerung der Biomasse mittels Schlegelmulcher
(c), EinfrdBen der Biomasse (d), ausgebrachtes
Samenmehl vor Einarbeitung (e), Vergraben
der Inokulumbeutel (f), Versuchsflache nach
dem Anwalzen (g).
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Tab. 17: Freilandversuch Langférden 2011

Varianten Aussaat-/ Aufwandmenge

Kontrolle Schwarzbrache

Kontrolle Phacelia 12,0 kg/ha
B. juncea "Terrafit’ 10 kg/ha
R. sativus “Defender” 30 kg/ha
B. juncea "Terrafit” (Samenmehl) 0,2 kg/m?

Versuchsanlage

ParzellengroRe: 55x 7,5 m Aussaat: 28.6.2011
Anzahl Parzellen/Variante: 4 Mulchen/Einarbeiten: 26.7.2011

MS-Verseuchung (Kunstlich mit Inokulumbeutel)

Vorbeprobung: ------ Nachbeprobung Inokulumbeutel: 8/2011
Dungung: NovaTecN-Max, 27,5 kg/Versuchsflache

AnschlieRende Kultur

Erdbeeren “Elsanta Pflanzung: 9.5.2012 Ernte: 2012/2013
Bonituren: keine

2.2.3 Standort Osnabriick

2013 wurde auf der Versuchsflache "Wulfeskamp” der Hochschule Osnabriick ein Freilandversuch
durchgefuhrt mit dem Ziel, die Biofumigationswirkung zweier Aufwandmengen eines Samenmehls der
B. juncea-Sorte "Energy” zu prifen (Tab. 18).

Da die zur Verfigung stehende Flache eine zu geringe Ausgangsbelastung mit Verticillium aufwies,
wurde sie durch Ausbringung von MS-Quarzsand-Inokulum kunstlich verseucht. Drei Wochen vor
Versuchbeginn wurde pro Parzelle jeweils eine Kernparzelle von 1,5 m? mit 10 Einstichen beprobt
und auf Mikrosklerotien untersucht. Die ermittelten durchschnittlichen Verseuchungsgrade variierten
zwischen 2,4 und 10,0 MS/g Boden. Die einzelnen Wiederholungen der Varianten wurden anschlie-
Rend so auf die Parzellen verteilt, dass alle Varianten eine durchschnittliche Ausgangsbelastung von
6,0-7,0 MS/g Boden aufwiesen.

Das Samenmehl wurde nach der Ausbringung unmittelbar mittels einer Fréase bis zu einer Bodentiefe
von 12,5 cm eingearbeitet. AnschlieBend erfolgte ein Anwalzen der Flache bevor sie beregnet wurde
(5 I/m?). Die Parzellen der Variante 3 wurden zusétzlich mit einer gasdichten Folie abgedeckt, um die

Verweildauer der ITC-Verbindungen zur erhéhen (Abb. 10). Sieben Tage nach der Ausbringung des
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Samenmehls wurden die Parzellen wiederholt beprobt und auf ihre Mikrosklerotien-Belastung hin

untersucht.

Tab. 18: Freilandversuch Osnabriick 2013

Varianten Aufwandmenge
Kontrolle, Schwarzbrache -

B. juncea "Energy” Samenmehl 0,5 kg/m?

B. juncea "Energy” Samenmehl (mit Folienabdeckung) 0,5 kg/m?

B. juncea "Energy” Samenmehl 1,0 kg/m?
Versuchsanlage

ParzellengroBRe: 5 m? Aussaat: ---

Anzahl Parzellen/Variante: 4

Ausbringung/Einarbeitung: 20.7.13

MS-Verseuchung

Kinstliche Verseuchung mit MS-Quarzsand

Vorbeprobung: 1.7.2013 Nachbeprobung: 27.7.2013

Abb. 10: Freilandversuch Osnabriick 2013
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3. Ergebnisse

3.1 Toxizitat von Isothiocyanaten in sterilem Sand

Als Grundlage fir die Bewertung des Biofumigationspotentials von Grinmassen und Samenmehlen
wurde die Toxizitat verschiedener Isothiocyanate gegeniber Mikrosklerotien von Verticillium verglei-
chend in einem Biotest unter sterilen Bedingungen und Ausschluss stérender Einflussfaktoren ermit-
telt. Auf der Grundlagen der beobachteten Dosis-Wirkungskurven (Abb. 11) konnten mittels einer

Probitanalyse die Dosis-Wirkungsbeziehungen bzw. LD-Werte als toxikologische Vergleichsparame-

ter geschatzt werden (Tab. 19, Tab. 20).
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Abb. 11: Dosis-Wirkungskurven verschiedener Isothiocyanate in sterilem Sand




Tab. 19: Toxizitat der Isothiocyanate gegenliber Mikrosklerotien — Mittels Probit-Analyse berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehung

2-propenyl- methyl- 4-methylsulfinyl-3-butenyl benzyl- phenylethyl-
Wirkung (%) 95%- 95%- 95%- 95%- 95%-
(Probits) Konfidenzintervall Konfidenzintervall Konfidenzintervall Konfidenzintervall Konfidenzintervall
Konz. Konz. Konz. Konz. Konz.
Untergr. | Obergr. Untergr. | Obergr. Untergr. | Obergr. Untergr. | Obergr. Untergr. | Obergr.
0,05 1,4 0,6 25 0,6 0,2 1,0 0,3 0,1 0,8 0,5 0,3 0,6 0,2 0,1 0,4
0,10 2,4 1,2 3,8 11 0,5 1,8 0,7 0,2 15 0,7 0,5 0,9 0,3 0,1 0,6
0,15 34 1,8 5,2 1,6 0,9 2,5 1,2 0,4 2,4 0,9 0,7 11 0,5 0,2 0,8
0,20 4,4 2,6 6,7 2,3 1,3 3,4 1,8 0,7 34 1,1 0,8 1,3 0,7 0,3 11
0,25 5,6 3,4 8,3 3,0 1,9 4,5 2,6 11 4,6 1,2 1,0 15 0,9 0,5 1,4
0,30 6,9 4,4 10,1 3,9 2,5 5,7 3,6 1,7 6,2 1,4 1,2 1,7 1,2 0,7 1,7
0,35 8,5 55 12,2 5,0 3,3 7,1 4,8 2,4 8,1 1,7 1,4 1,9 15 0,9 2,1
0,40 10,2 6,8 14,7 6,3 4,3 8,8 6,4 3,5 10,7 1,9 1,6 2,2 1,8 11 2,6
0,45 12,2 8,3 17,7 7,9 55 11,0 8,5 4,8 14,2 2,1 1,8 2,5 2,2 15 3,2
0,50 14,6 10,0 21,4 9,8 6,9 13,7 11,1 6,5 18,9 2,4 2,1 2,8 2,8 1,9 3,9
0,55 17,4 12,0 26,0 12,1 8,7 17,2 14,6 8,7 25,5 2,7 2,4 3,2 3,4 2,3 4,8
0,60 20,8 14,4 31,8 15,1 10,8 21,7 19,2 11,5 35,1 3,1 2,7 3,6 4,2 3,0 59
0,65 251 17,2 39,4 19,0 13,5 27,9 25,5 15,2 49,4 3,5 3,0 4,1 5,2 3,7 7,4
0,70 30,5 20,8 49,6 24,1 17,1 36,6 34,4 20,1 71,7 4,0 3,5 4.8 6,6 4,7 9,6
0,75 37,7 25,3 63,9 31,3 21,7 49,2 47,5 27,0 108,5 4,7 4,0 5,6 8,4 6,0 12,7
0,80 47,7 31,3 85,2 41,7 28,3 69,0 68,1 36,9 173,8 55 4,6 6,7 111 7,7 17,7
0,85 62,8 39,9 119,7 58,4 38,3 102,8 103,7 52,8 304,2 6,6 5,5 8,4 15,3 10,4 26,1
0,90 88,7 53,8 184,8 89,2 55,7 170,9 175,9 82,0 621,3 8,4 6,9 11,0 22,9 14,8 43,1
0,91 96,4 57,8 205,4 98,8 60,9 193,4 199,9 91,0 739,3 8,9 7,2 11,7 25,3 16,1 48,7
0,92 105,6 62,5 230,5 110,4 67,1 221,3 229,6 102,0 893,3 9,5 7,7 12,6 28,1 17,7 55,7
0,93 116,7 68,0 261,6 124,7 74,6 256,7 267,5 115,5 1100,6 10,2 8,1 13,7 31,6 19,5 64,6
0,94 130,4 74,8 301,6 142,9 83,9 303,1 3171 132,6 1390,1 11,0 8,7 14,9 36,0 21,8 76,2
0,95 148,1 83,3 354,7 167,0 96,0 366,5 385,1 155,1 1815,4 12,0 9,4 16,5 41,8 24,7 92,1
0,96 1719 94,4 429,5 200,4 112,3 458,4 483,8 186,4 2486,1 13,3 10,3 18,6 49,7 28,7 1151
0,97 206,5 110,1 543,8 250,9 136,1 603,9 640,5 233,55 3662,5 15,2 11,6 21,6 61,7 34,3 151.6
0,98 263,5 134,9 744,8 338,2 175,6 872,1 930,1 314,5 6137,9 17,9 13,4 26,3 82,0 43,5 219,0
0,99 387,1 185,6 1225,0 541,3 262,0 1559,0 1674,2 501,6 | 13883,0 234 17,0 35,9 128,6 63,2 391,7
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Alle ITC zeigten im sterilen Sand gegeniber den Mikrosklerotien eine Wirkung. Auf der Grundlage der
Dosis-Wirkungsbeziehungen bzw. LDsg- und LDgo-Werte kénnen die aromatischen ITC im Vergleich
zu den aliphatischen ITC als toxischer eingestuft werden (Tab. 20). Fir methyl- und propenyl-ITC
wurden jeweils LDgo-Werte von ca. 90,0 nmol/g Sand bestimmt. Im Vergleich dazu erwies sich 4-
methylsulfinyl-3-butenyl ITC als weniger toxisch. Mit LDgo-Werten von 8,4 bzw. 22,9 nmol/g Sand
zeigten benzyl- und phenyl-ITC die héchste Toxizitat.

Tab. 20: Toxizitat der Isothiocyanate gegentuiber Mikrosklerotien in sterilem Sand

Isothiocyanate LDso* LDgo *

(nmol/g Sand)

aliphatische ITC

methyl- 9.8 (6.9-13.7) 89.2 (55.7-170.9)
2-propenyl- 14.6 (10.0-21.4) 88.7 (53.8-184.8)
4-methylsulfinyl-3-butenyl- 11,1 (6.5-18.9) 175.9 (82.0-621.3)

aromatische ITC
benzyl- 2.4 (2.1-2.8) 8.4 (6.9-11.0)
phenylethyl- 2.8 (1.9-3.9) 22.9 (14.8-43.1)

T Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall in Klammern

3.2  Toxizitat von 2-propenyl-ITC in naturlichen Bdden

Im Vergleich zum sterilen Quarzsand war die Toxizitdt von 2-propenyl-ITC in natlrlich verseuchten
Boden deutlich verringert. Die Applikation von 2-propenly-ITC mit einer Dosis von 150,0 nmol/g Sand
eliminierte im Quarzsand alle Mikrosklerotien (Boden 23). Dagegen wurden in den natirlichen Béden
1-22 mit der gleichen Behandlung sehr unterschiedliche Wirkungsgrade zwischen 9,1 (Boden 19) und
91,9 % (Boden 2) erzielt (Tab. 21, Abb. 12).

Die Wirkung von 2-propenyl-ITC war negativ korreliert mit dem organischen Kohlstoffgehalt der Bo-
den (Abb. 13). Es wurde eine mittlere lineare, signifikante Korrelation ermittelt (R>=0.409, P=0.001).
Korrelationen des ph-Wertes (R?=0.066, P=0.236) oder der Bodenzusammensetzung (R?=0.101,

P=0.139) mit der Mortalitat der Mikrosklerotien waren dagegen nicht signifikant.
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Tab. 21: Wirkung von 2-propenyl-ITC (150,0 nmol/g Boden) auf Mikrosklerotien in unter-

schied-lich natlrlich verseuchten Béden (n=3)

Boden Proben- unbehandelt behandelt mit 2-  Wirkungsgrad
(NI) bezeichnung (MS/g Boden) propenyl-ITC* (%)
(MS/g Boden)

1 406-2 10,2+ 1,5 32+0,3 68,9
2 404-3 45,0+5,3 3,7+0,6 91,9
3 403-1 22,7+4.2 55%+0,5 75,7
4 401-1 495+23 41,7+15 15,8
5 396-1 26,8 +3,3 10,5+0,9 60,9
6 395-1 89,8+5,6 443+ 34 50,7
7 393-4 14,2 +1,3 10,2+ 0,6 28,2
8 386-2 202+4,2 57+2,8 71,9
9 373-2 42,0+2,2 26,2+ 3,0 37,7
10 371-6 22,0+2,3 18,7+ 3,3 15,2
11 365-1 70+2,3 23+0,7 66,7
12 364-6 33,7+1,0 19,2 +3,8 43,1
13 363-1 40,1+5,8 34,3+1,6 14,5
14 360-2 49,0+6,9 14,3+3,1 70,8
15 357-2 8,0+1,8 6,2+0,8 22,9
16 354-3 8,3+1,8 5,0+0,9 40,0
17 351-1 10,0+ 2,2 58+1,5 41,7
18 348-1 53%1,9 23+14 56,3
19 346-12 135,7£6,7 123,3+8,8 9,1

20 417-23/24 28,0+1.8 16,8+2,4 39,9
21 B4 37,778 10,8 +5,9 71,2
22 418-2/3 128,7+ 7,2 94,2+ 3,8 26,8
23 MS-Quarzsand 101,7 £ 35,4 0,0£0,0 100,0

! Mittelwerte mit Standardabweichung
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Abb. 12: Wirkungsgrad der 2-propenyl-Behandlung (150,0 nmol/g Boden) in unterschiedlich na-

turlich verseuchten Boden (Boden 23 = Kontrolle: steriler Quarzsand)
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3.3 Evaluierung des Biofumigationspotentials von Griinmassen im Labor
3.3.1 Glucosinolat-Profile der Grinmassen

Im Anbaujahr 2010 herrschten unmittelbar nach der Aussaat sehr hohe Temperaturen von bis zu
36°C. Dies fuhrte in der Folge insbesondere bei B. juncea und S. alba zu einem sehr lickigen Auflauf
und ungleichmafligen Bestanden. Insgesamt mussen die Anbaubedingungen im Vergleich zu 2011

und 2012 als suboptimal bewertet werden.

In den Griinmassen von B. juncea, B. nigra und B. carinata wurde erwartungsgemaf Sinigrin als ein-
zige GSL-Hauptkomponente nachgewiesen. Die B. juncea-Sorten von Petersen wiesen Uber alle An-
baujahre Sinigrin-Gehalte von ca.15,0-25,0 umol/g TM auf. Die Sorte "Energy” zeigte 2011 und 2012
jeweils die hochsten Gehalte. Sie konnte im Boden potentielle Mengen von 2-propenyl-ITC von 89,4
bzw. 170,8 nmol/g freisetzen (Tab. 22-24). Noch besser schnitt 2012 die Sorte "J1" ab mit einem
Sinigrin-Hoéchstgehalt von 34,4 umol/g TM und einer potentiell freisetzbaren ITC-Menge von 273

nmol/g Boden.

Die 2012 zusétzlich gepriften Sorten von B. nigra und B. carinata wiesen im Vergleich deutlich gerin-
gere Sinigrin-Konzentrationen auf (Tab. 24). Die B. carinata-Sorten fielen durch sehr hohe Trocken-
masseertrage auf. Die Sorte "Cappuccino” konnte mit 141,0 nmol/g Boden die potentiell héchste ITC-

Menge freisetzen.

Tab. 22: Analyse Griinmasse von B. juncea - Anbau 2010

Sorte Biomasseertrag Sinigrin
FM ™ Konzentration in TM Ertrag ITC Konzentration*
(kg/m?) (gim?) (umolig) (mmolim?) 'm Boden
(nmol/g Boden)

Terrafit 3,2 0,3 19,1+1,8 51 37,9
Energy 3,6 0,3 196+0,1 6,4 47,1
BRJ-101 4,0 0,4 18,7+2,2 7,3 53,7
BRJ-102 31 0,4 16,7 £ 0,6 59 44,0
BRJ-103 3,9 0,4 153+1,4 5,8 43,0

'max. 2-propenyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm?
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Tab. 23: Analyse Griinmasse von B. juncea - Anbau 2011

Sorte Biomasseertrag Sinigrin
FM ™ Konzentration in TM Ertrag ITC Konzentration
(kg/m?) (kg/m?) (umolig) (mmolim) 'm Boden
(nmol/g Boden)

Terrafit 2,9 0,5 20,1+29 10,6 78,2
Energy 2,8 0,5 26,5+2,2 12,1 89,4
BRJ-101 3,6 0,5 219+1,6 11,9 87,8
BRJ-102 3,2 0,5 155+19 7,5 55,8
BRJ-103 19 0,4 244+ 47 9,2 67,8

'max. 2-propenyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm?

Tab. 24: Analyse Griinmasse von B. juncea, B. carinata und B. nigra - Anbau 2012

Sorte Biomasseertrag Sinigrin
FM ™ Konzentration in TM Ertrag ITC Konzentration*
(gim?)  (kgim?) (umolig) (mmolim?) 'm Boden
(nmol/g Boden)

Terrafit 4,5 0,8 228+34 17,2 127,1
Energy 4,9 0,9 25,6 £6,0 23,2 170,8
BRJ-101 5,3 0,9 16,1 +1,5 13,8 102,0
BRJ-102 55 0,7 16,1+ 3,9 11,5 85,5
BRJ-103 5,0 0,8 21,1+2,7 17,2 127,2
J1 6,1 1,1 34417 36,8 273,0
M24 55 0,9 179+48 15,6 115,8
Utopia 7,6 1.3 10,6 £ 4,7 13,5 100,1
Carbon 8,5 11 125+1,.2 13,2 98,0
Cappuccino 7,0 1,0 185+2,2 19,0 141,0

"max. 2-propenyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm?
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In den Grilnmassen von R. sativus konnte lediglich das GSL Raphsatin nachgewiesen werden. Die
Sorten ‘Defender” und "Consul” wiesen sowohl 2010 als auch 2011 deutlich héherer Gehalte auf als
die Sorten “Colonel” und ‘Picobello” (Tab. 25 u. 26). Ahnlich hohe Werte konnten 2011 auch fiir die
Genotypen "Adagio” und "Commodore” ermittelt werden. Bei 100%iger Umsetzung im Boden konnten
die aussichtsreichsten Genotypen uber ihre Grinmassen 4-methylthiobutenyl-ITC in maximaler Hohe

von 98,2-142,0 nmol/g Boden freisetzten.

Tab. 25: Analyse Griinmasse von R. sativus - Anbau 2010

Sorte Biomasseertrag Raphsatin
FM ™ Konzentration in TM Ertrag ITC Konzentration*
kg/m2 kg/m? mol/ mmol/m? im Boden
(kg/m?) (kg/m2) (kmol/g) (mmol/m2) (nmolig Boden)
Defender 10,1 1,1 86+1,1 9,1 67,4
Consul 8,5 0,7 119+1,6 8,3 61,5
Colonel 9,5 0,9 45+1,6 4.1 30,1
Picobello 9,4 1,0 43+1,6 4,2 30,8

'max. 4-methylthiobutenyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm3

Tab. 26: Analyse Grinmasse von R. sativus - Anbau 2011

Sorte Biomasseertrag Raphsatin
FM ™ Konzentration in TM Ertrag ITC Konzentration*
(g/m?) (g/m?) (umolig) (mmolim?) 'm Boden
(nmol/g Boden)

Defender 7,3 0,9 17,1+4,1 14,9 111,0
Contra 5,6 0,7 140+4,1 9,8 72,8
Adagio 8,3 1,0 19,6 £ 0,3 19,2 142,0
Consul 4,4 0,5 153+4,1 8,1 59,8
Siletta Nova 6,1 0,8 4,0+ 3,0 3,1 22,8
Colonel 5,6 0,8 7,7+x1,1 6,0 44,6
Picobello 4,4 0,5 94+0,5 4,7 34,8
Commodore 6,3 0,7 182+24 13,3 98,2

'max. 4-methylthio-3-butenyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/lcm?
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Die Sorten von S. alba wiesen als GSL-Hauptkomponente Sinalbin auf mit Gehalten zwischen 10,0
und 19,8 umol/g TM (Tab. 27 u. 28). Aufgrund der sehr geringen Stabilitdt der 4-hydroxybenzyl-ITC
kénnen die freisetzbaren Mengen flr die Biofumigationswirkung als wenig relevant angesehen wer-
den. Als zweites GSL wurde in allen Geweben Tropaeolin in niedrigen Konzentrationen von 0,9-3,3
pmol/g TM nachgewiesen. Die Sorte "Accent” wies in beiden Anbaujahren die héchsten Gehalte auf.
Die freisetzbaren Mengen von benzyl-ITC bewegten sich - vor allem auch beeinflusst in Abhangigkeit

durch variable Trockenmassenertrage - zwischen 3,2 und 19,1 nmol/g Boden.

Tab. 27: Analyse Griinmasse von S. alba - Anbau 2010

Sorte Biomasseertrag Sinalbin Tropaeolin
FM TM  Konz.inTM  Ertrag ITC Konz.! Konz.inTM  Ertrag  ITC Konz.?
(kg/m?)  (kg/m?) (umol/g) (mmol/m2) im Boden (umol/g) (mmol/m2) im Boden
(nmol/g) (nmol/g Boden)
Cover 4,9 0,5 119+£1,0 5,8 42,9 25+£04 1,2 9,0
Absolut 54 0,8 11,8+1,8 9,3 68,6 24+05 19 141
Accent 55 0,8 10,0£0,7 7,8 57,7 3,3+0,5 2,6 19,1

! max. 4-hydroxybenzyl- und ? benzyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm3

Tab. 28: Analyse Griinmasse von S. alba - Anbau 2011

Sorte Biomasseertrag Sinalbin Tropaeolin
FM ™ Konz.in TM Ertrag ITC Konz.! Konz.in TM  Ertrag Konz.?
(kg/m?) (kg/m?) (umol/g) (mmol/m?) im Boden (umol/g) (mmol/m2)  im Boden
(nmol/g) (nmol/g Boden)

Luna 2,0 0,3 160+1,4 53 39,4 2,4+0,6 0,8 5,9
Cover 2,6 0,5 19,8+ 3,5 9,2 68,0 0,9+0,2 04 3,2
Absolut 2,8 0,5 16,0+£1,7 8,1 59,6 20+0,2 1,0 7.4
Maxi 2,3 0,4 11,4+23 4,9 36,2 1,8+0,2 0,8 57
Accent 2,7 0,5 11,1+15 5,2 38,6 26+0,7 1,2 8,9
Samba 1,7 0,3 129+0,7 4,1 30,1 24+07 0,8 5,6

! max. 4-hydroxybenzyl- und 2 benzyl-Konzentration (bei 100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm?
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Im Gewebe der beiden Genotypen von E. sativa wurden die GSL Erucin und Raphanin nachgewie-
sen. Die Erucin-Gehalte lagen hierbei etwas héher (Tab. 29). Bei geringen Trockenmassenertragen
von 0,3 kg/m? konnte firr beide Sorten eine potentiell freisetzbare Gesamt-ITC-Menge von ca. 30,0

nmol/g Boden errechnet werden.

Tab. 29: Analyse Grinmasse von E. sativa - Anbau 2011

Sorte Biomasseertrag Erucin Raphanin

FM ™ Konz. in TM Ertrag ITC Konz."! Konz.in TM Ertrag ITC Konz.?

(kg/m?)  (kg/m?) (umol/g) (mmol/m2)  im Boden (umol/g) (mmol/m2)  im Boden
(nmol/g) (nmol/g)
ERS-1001 2,0 0,3 85+14 2,5 18,5 6,6 +£0,5 1,9 14,4
ERS-1002 2,0 0,3 11,8+0,3 3,4 251 3,8+£0,6 11 8,2

'max. 4-methylthiobutyl- und *4-methylsulfinylbutyl-Konzentration (100% Umsetzung) bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm3

3.3.2 Theoretisches Biofumigationspotential der Grinmassen

Die auf der Grundlage der ermittelten GSL-Gehalte und der Biomassen berechneten, maximal erziel-
baren ITC-Konzentrationen im Boden (siehe Tabellen 22-29) kénnen mit den toxikologischen Kenn-
werten der ITC verglichen werden, um daraus die theoretische Biofumigationsleistung der Griinmasse
eines Genotyps abzuleiten. Als Vergleichsparameter wurden die EDsg- und EDgo-Werte (Tab. 20) der
jeweiligen ITC verwendet, d.h. 2-propenyl-ITC fur alle Sinigrin-haltigen Brassica sp. und benzyl-ITC
fur S. alba. Im Falle von R. sativus und E. sativa wurde 4-methylsulfinyl-3-butenyl-ITC zur Bewertung
herangezogen, da sie der vom Gewebe freigesetzten ITC chemisch &hnlich ist. Das theoretische Bio-
fumigationspotential wurde als ,gering” oder ,mittel* eingestuft, wenn die potentiell freisetzbare ITC-
Menge unterhalb bzw. oberhalb des EDsqo-Wertes der jeweiligen ITC lag. Bei maximal freisetzbaren

ITC-Mengen oberhalb des EDgy-Wertes erfolgte eine Bewertung mit ,hoch*.

Das theoretische Biofumigationspotential der untersuchten Griinmassen konnte am haufigsten mit
,mittel“ bewertet werden (Tab. 30). Die Sinigrin-haltigen Gewebe verschiedener Brassica sp. wiesen
insbesondere fir das Anbaujahr 2012 eine hohe potentielle Wirkung auf. Dies konnte auch vereinzelt
fur einige Sorten von S. alba festgestellt werden.
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Tab. 30: Theoretisches Biofumigationspotential der Griinmassen auf der

Grundlage der ermittelten GSL-Profile und Biomasseertrage sowie der

Toxikologie der relevanten ITC

Gattung/Art Sorte 2010 2011 2012

Sinapis alba Luna n.e. 2 n.e.
Cover 2 n.e.
Absolut 2 n.e.
Maxi 2 n.e.
Mikado n.e. 2 n.e.
Samba n.e. 2

Brassica juncea Terrafit 2 2
Energy 2 3
BRJ-101 2 2
BRJ-102 2 2
BRJ-103 2 2
J1 n.e. n.e.

Brassica nigra M24 n.e. n.e.

Brassica carinata Utopia n.e. n.e.
Carbon n.e. n.e.
Cappuccmino n.e. n.e.

Raphanus sativus Defender 2 2
Contra n.e. 2 n.e.
Adagio n.e. 2 n.e.
Consul 2 2 n.e.
Siletta Nova n.e. 2 n.e.
Colonel 2 2 n.e.
Picobello 2 2 n.e.
Commodore n.e. 2 n.e.

Eruca sativa ERS-1001 n.e. 2 n.e.
ERS-1002 n.e. 2 n.e.

n.e. = nicht ermittelt; Biofumigationspotential: 1 = gering, 2 = mittel, 3 = hoch
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3.3.3 Wirkung der Grinmassen im Biotest in Quarzsand
Vorversuch

Im Rahmen der Entwicklung des Biotestes wurden verschiedene Vorversuche durchgefihrt. In einem
Versuchsansatz galt es die Frage nach der geeigneten "Kontrolle” zu kléaren. Hierbei war zu bertck-
sichtigen, dass eine zugeflihrte Biomasse Uber ihre Biofumigationswirkung hinaus eine positive oder
negative Wirkung auf das Keimverhalten der Mikrosklerotien ausiiben kann. Vor diesem Hintergrund
wurde die Wirkung gefriergetrockneter Griinmassen der GSL-haltigen Genotypen B. juncea "Energy”
und S. alba "Accent” im Vergleich zu vorher autoklavierten Grinmassen gepruft. Hierbei zeigte B.
juncea eine mit 64,0 % zu erwartende Wirkung, wahrend S. alba wirkungslos war (Tab. 31). Die je-
weils autoklavierten Biomassen wiesen signifikante Wirkungen auf, was auf ein nicht vollstandig de-
aktiviertes GSL-Myrosinase-System oder andere Effekte hinweist. Die Einmischung einer GSL-freien
Grunmasse von Phacelia hatte im Vergleich zur Biomasse-freien Variante dagegen keinen signifikan-
ten Einfluss. Deshalb wurde fir das Screening der Genotypen (siehe unten) die Applikation von

Phacelia-Griinmasse als weitere Kontrolle gewahlt.

Tab. 31: Wirkung der Griinmassen von B. juncea "Energy” und S. alba "Accent” im Biotest im

Vergleich zu verschiedenen Kontrollen (n=4)

Variante Mikrosklerotienl Wirkungsgrad
(Anzahl/g Sand) (%)

ohne Biomasse 137,9+ 4,6 a -

P. tanacetifolia 133,9+12,1 a 29

B. juncea "Energy’ 49,7 £ 6,8 c 64,0

B. juncea "Energy” autoklaviert 84,7+7,2 b 38,6

S. alba “Accent’ 138,1+4,6 a 0,0

S. alba "Accent” autoklaviert 90,3+1/4 b 34,5

"Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05)

Screening Griinmassen 2011

Die Applikation der GSL-freien Grinmasse von Phacelia schien das Keimverhalten der Mikrosklero-
tien zu stimulieren und fuhrte zu einem nahezu doppelt so hohen Nachweis im Vergleich zur Biomas-
sen-freien Kontrolle mit lediglich 108,8 MS/g Boden (Tab. 32). Da auch fiur viele geprufte Genotypen
deutlich héhere Werte ermittelt wurden, diente die Phacelia-Kontrolle zur Berechnung der Wirkungs-

grade.
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Die B. juncea-Genotypen zeigten die hochsten Wirkungsgrade von 69,3 bis 81,3 % (Tab. 32, Abb.
14). Eine ahnlich gute Wirkung wiesen die Griinmassen der beiden Genotypen von E. sativa auf. Die
gepruften Sorten von S. alba und R. sativus wirkten dagegen signifikant schlechter mit niedrigen Wir-

kungsgraden zwischen 9,2 bis 37,5 %.

Tab. 32. Wirkung der Griinmassen verschiedener Genotypen aus dem Anbaujahr 2011

im Biotest sowie ihre maximal freisetzbare ITC-Menge (n=4)

Biotest max. freisetzbare ITC-Menge

(nmol/g Sand)®

Art/Sorte Mikrosklerotier:1 Wirkungfgrad ety 4 WTE

(Anzahl/g Sand) (%) 2-propenyl 3-butenyl AMSB benzyl
ohne Biomasse 108,8 £ 8,2 b
P. tanacetifolia 1940+ 143 f
Brassica juncea
Terrafit 506 +125 a 69,3 70,1 - - -
102 52.3+9,1 a 73,0 50,6 - - -
103 46,8 £ 5,8 a 75,9 59,6 - - -
Energy 46,4 + 3,8 a 76,1 78,1 - - -
101 36,2 +8,7 a 81,3 64,5 - - -
Sinapis alba
Luna 176,1 + 33,3 ef 9,2 - - - 7,2
Cover 162,8 + 26,4  def 16,1 - - - 2,8
Absolut 157,3+19,7 cdef 18,9 - - - 6,5
Samba 1448 + 21,4 bcde 25,4 - - - 5,3
Accent 1425+ 14,7  bcde 26,6 - - - 9,9
Maxi 1212+ 14,4 bc 37,5 - - - 5,2
Raphanus sativus
Defender 147,2+ 12,8 bcde 24,1 - 83,7 - -
Colonel 145,1 +£18,7 bcde 25,2 - 40,3 - -
Consul 139,4+5,3 bcde 28,1 - 47,6 - -
Contra 138,0+7,8 bcde 28,9 - 44,6 - -
Adagio 135,8+4,9 bcde 30,0 - 86,8 - -
Picobello 133,1+£8,2 bcd 31,4 - 41,4 - -
Siletta Nova 121,8+16,8 bc 37,2 - 14,9 - -
Commodore 121,5+13,3 bc 37,4 - 75,0 - -
Eruca sativa
ERS-1001 80,1 +143  ba 58,7 - - 32,9 -
ERS-1002 66,9 5,0 a 65,5 - - 33,3 -

2 Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05), ® Wirkungsgrad berechnet in Relati-
on zur Phacelia-Kontrolle, © Berechnung der max. freisetzbaren ITC-Menge auf Grundlage der GSL-Konzentration der appli-

zierten Biomasse (Dichte Sand: 1.59 g cm®)
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Abb. 14: Wirkungsgrade der Griinmassen verschiedener Genotypen aus Anbau 2011 gegeniber Verticillium im Biotest
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3.3.4 Einfluss der Grinmassen auf die Wirkung freigesetzter Isothiocyanate

In zwei weiteren erganzenden Versuchen wurde der Einfluss der applizierten Grinmasse von B.
juncea "Energy” und S. alba "Accent” auf die Wirkung der jeweils freigesetzten ITC untersucht (Tab.
33). Hier wurde in einer Variante eine pure ITC-Verbindung appliziert und in einer weiteren Ver-
gleichsvariante die gleiche ITC-Menge mit einer autoklavierten Biomasse kombiniert, die diese ITC-
Menge generieren kdnnte, deren GSL-Myrosinase-System aber inaktiviert war.

Die Applikation von 2-propenyl-ITC mit 50,0 nmol/g Sand fuhrte im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle zu einer 100%igen Wirkung. Bei Anwesenheit des B. juncea-Gewebes wurde die Wirkung die-
ser ITC-Menge auf 92,5 % leicht verringert. Auch die applizierte Menge benzyl-ITC von 10,0 nmol/g
Sand eliminierte alle Mikrosklerotien. Wurde diese ITC-Menge aber mit Gewebe von S. alba kombi-

niert, war ihre Wirkung deutlich verringert. Der ermittelte Wirkungsgrad betrug lediglich 32,4 %.

Tab. 33: Wirkung von 2-propenyl-ITC (50 nmol/g Sand) und benzyl-ITC (10 nmol/g Sand) mit und

ohne jeweiliger Biomasse (n=4)

Variante Mikrosklerotien® Wirkungsgrad
(Anzahl/g Sand) (%)

2-propenyl ITC

ohne Biomasse 107,0+6,0 a -

2-propenyl ITC + autoklavierte Biomasse B. juncea 8,0+3,6 b 92,5

2-propenyl ITC 0,0+£0,0 c 100,0

benzyl ITC

ohne Biomasse 151,4+4,0 a -

benzyl ITC + autoklavierte Biomasse S. alba 102,3+31,1 b 32,4

benzyl ITC 0,0+0,0 c 100,0

"Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05)

3.3.5 Wirkung der Grinmasse von B. juncea in naturlichen Bdden

Die im Screening (siehe Tab. 32) ein hohes Biofumigationspotential zeigende Grinmasse der Sorte
"Energy” von B. juncea wurde in sechs natirlich verseuchten Béden unterschiedlicher Standorte ge-
pruft und mit der Applikation einer GSL-freien Phacelia-Griinmasse verglichen. Die ermittelten Wir-

kungsgrade variierten auf einem niedrigen bis mittlerem Niveau zwischen 10,0 und 66,0 % (Tab. 34,
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Abb. 15). Eine Reduktion der Mikrosklerotien durch die B. juncea-Griinmasse erwies sich in 4 Béden

als hoch signifikant. In den Béden 2 und 4 konnte keine signifikante Wirkung ermittelt werden.

Tab. 34: Wirkung der Griinmasse von B. juncea "Energy” in natirlich verseuchten Boden

im Vergleich zur Grinmasse Phacelia (n=4)

Mikrosklerotien Wirkungsgrad
Variante (Anzahl/g Sand) (%)
(Boden Nr.)
Kontrolle Phacelia B. juncea 'Energy”  Sig.(p =)
1 209+11 135+£1,2 0,000 35,4
2 89,0+ 5,2 80,1+8,1 0,113 10,0
3 50,9 +3,5 17,3+6,7 0,000 66,0
4 24621 18,2+ 4,3 0,050 26,0
5 47,2 + 3,6 250+6,1 0,001 46,0
6 51,9+5,5 19,3+3,3 0,000 62,8
100,0
90,0
80,0
— 66,0
X 70,0 62,8
B 600
g 50.0 46,0
c 35,4
S 40,0
= 26,0
§ 30,0 .
20,0
10,0
]
0,0 T T T T T
1 2 3 4 5 6
Boden

Abb. 15: Wirkungsgrade der Griinmasse von B. juncea "Energy” in unterschiedlichen Béden
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3.4 Evaluierung des Biofumigationspotentials von Samenmehlen im Labor
3.4.1 Glucosinolat-Profile der Samenmehle

Die Samenmehle der verschiedenen Sorten von B. juncea und B. carinata aus dem Jahr 2011 (Anbau
2010) wiesen Sinigrin-Gehalte zwischen 82,8 und 108,1 umol/g auf (Tab. 35). Bei einer Ausbrin-
gungsmenge von 250 g/m? und einer Einarbeitungstiefe von 10 cm wiirden sie somit maximal 142,6-
186,2 nmol 2-propenyl-ITC/g Boden freisetzen kdnnen. Die aus eigenem Anbau 2012 gewonnenen
Samenmehle der gleichen Sorten wiesen ahnliche Gehalte an Sinigrin auf (Tab. 36). Im Samenmehl
der B. nigra-Sorte "M24” aus dem Jahr 2011 konnte in gleichen Teilen Sinigrin und Gluconapin nach-

gewiesen werden. Dagegen beinhaltete das 2012 gewonnene Mehl dieser Sorte nur Sinigrin.

Tab. 35: Analyse der Samenmehle von B. juncea, B. carinata und B. nigra - Herkunft 2011

Sinigrin Gluconapin
Art/Sorte GSL Konzentration ITC Konzentration® ~ GSL Konzentration  ITC Konzentration®
in T™M im Boden in T™M im Boden

(umol/g) (nmol/g) (umol/g) (nmol/g)
B. juncea
Terrafit 99,0 170,5 - -
Energy 91,4 157,4 - -
101 108,1 186,2 - -
102 107,1 184,5 - -
103 103,8 177,8 - -
Ji 101,5 1748 - ]
B. carinata
Utopia 104,6 180,1 - -
Carbon 82,8 142,6 - -
Cappuccimo 97,6 168,1 - -
B. nigra
M24 57,2 98,5 56,7 97,6

"max. 2-propenyl- und ?3-butenyl-Konzentration (100% Umsetzung) bei Aufwandmenge 250 g/m” bezogen auf 10 cm Tiefe,
Dichte: 1,35 g/cm3
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Tab. 36: Analyse der Samenmehle von B. juncea, B. carinata und B. nigra - Anbau 2012

Sinigrin Gluconapin
Art/Sorte GSL Konzentration ITC Konzentration® ~ GSL Konzentration  ITC Konzentration®
inT™ im Boden inT™M im Boden

(umol/g) (nmol/g) (umol/g) (nmol/g)
B. juncea
Terrafit 109,3 188,3 - -
Energy 108,3 186,5 - -
101 99,3 171,0 - -
102 109,4 188,4 - -
103 97,3 167,6 - -
J1 110,0 189,4 - -
B. carinata
Carbon 66,7 114,9 - -
Cappuccimo 94,8 163,3 - -
B. nigra
M24 70,5 1214 - -

'max. 2-propenyl-Konzentration (100% Umsetzung) bei Aufwandmenge 250 g/m’bezogen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm?

Im Samenmehl von E. sativa konnten die beiden GSL Erucin und Raphanin in einem &hnlichen Ver-
haltnis zueinander detektiert werden wie in der Grinmasse (Tab. 37). Das Samenmehl kann mit
162,7 nmol/g Bodem eine fast gleichhohe aliphatische ITC-Menge freisetzen wie Samenmehle von B.

juncea.

Die Samenmehle der verschiedenen Sorten von S. alba wiesen hohe Gehalte von Sinalbin auf. Sie
kénnten Konzentrationen des sehr instabilen 4-hydroxybenzyl-ITC von ca. 200 nmol/g Boden generie-
ren (Tab. 38). Tropaeolin konnte im Gegensatz zur Griinmasse in den Samen nicht detektiert werden.
In den Samenmehlen der Sorten von R. sativus wurden nur geringe Mengen an Raphsatin nachge-

wiesen, die niedrige 4-methylthiobutenyl-Konzentrationen im Boden freisetzen kénnen.

In den B. napus Samenmehlen wurden die ITC freisetzenden GSL Gluconapin, Glucobrassicanapin
und Gluconasturtiin in unterschiedlichen Gehalten nachgewiesen (Tab. 39). Die Samen der Sorte
"Greenland” wiesen dabei den hochsten GSL-Gehalt bzw. maximal freisetzbare ITC-Menge auf. Die

Sorte "Molino” zeichnete sich durch einen sehr niedrigen GSL-Gehalt aus.
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Tab. 37: Analyse der Samenmehle von E. sativa - Herkunft 2011

Erucin Raphanin
Art/Sorte GSL Konzentration ITC Konzentration®  GSL Konzentration ITC Konzentration®
inT™M im Boden inT™M im Boden
(umol/g) (nmol/g) (umol/g) (nmol/g)
E. sativa
ERS-1003 88,5 152,4 6,0 10,3

'max. 4-methylthiobutyl- und *4-methylsulfinylbutyl-Konzentration (100% Umsetzung) bei Aufwandmenge von 250g/m? bezo-
gen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm3

Tab. 38: Analyse der Samenmehle von S.alba und R. sativus - Herkunft 2011

Sinalbin Raphsatin
Art/Sorte GSL Konzentration ITC Konzentration' ~ GSL Konzentration  ITC Konzentration®
in T™M im Boden inT™ im Boden

(umol/g) (nmol/g) (umol/g) (nmol/g)
S. alba
Absolut 116,7 201,0 - -
Accent 116,6 200,8 - -
Maxi 133,4 229,7 - -
Samba 119,6 205,0 - -
R. sativus
Defender - - 1.8 31
Commodore - - 1,7 2,9
Picobello - - 5,0 8,6
Adagio - - 2,4 4.1
Siletta N - - 4,8 8,3

'max. 4-hydroxybenzyl- und ?4-methylthio-3-butenyl-Konzentration (100% Umsetzung) bei Aufwandmenge 250 g/m’ bezo-
gen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm3
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Tab. 39: Analyse der Samenmehle von B. napus - Herkunft 2011

Gluconapin Glucobrassicanapin Gluconasturtiin
Art/Sorte GSL Konzent- ITC Konzent- GSL Konzent- ITC Konzent- GSL Konzent- ITC Konzent-
ration in TM ration® ration in TM ration® ration in TM ration®
im Boden im Boden im Boden
(kmol/g) (nmol/g) (umol/g) (nmol/g) (kmol/g) (nmol/g)
B. napus
Emerald 35,4 61,0 3,9 6,7 0,9 1,6
Akela 46,7 80,4 7,5 12,9 1,7 2,9
Greenland 34,4 59,3 23,0 39,6 8,1 13,9
Molino 7,7 13,3 3,5 6,0 0,9 1,6

'max. 3-butenyl-, *>4-pentenyl- und *2-phenylethyl-Konzentration (100% Umsetzung) bei Aufwandmenge von 250g/m® bezo-
gen auf 10 cm Tiefe, Dichte: 1,35 g/cm?3

3.4.2 Freisetzungsrate von 2-propenyl-ITC bei Sinigrin-haltigen Samenmehlen

Mittels spektralphotometrischer Detektion von 1,3-Benzodithiol-2-thion nach zuvor erfolgter Derivati-
sierung der ITC mittels 1,2-Benzenedithiol wurde in der vorliegenden Arbeit bei den Sinigrin-haltigen
Samenmehlen die Bildung von 2-propenyl-ITC untersucht (siehe 2.1.4.4). Die Werte wurden in Be-
ziehung zur potentiellen, d.h. maximal freisetzbaren Menge - kalkuliert auf Grundlage des zuvor ermit-

telten Sinigrin-Gehaltes - gesetzt und somit die Freisetzungsrate berechnet (Tab. 40).

In einer ersten Messreihe konnten fur die Samenmehle von B. juncea Freisetzungsraten von 62,5 bis
100,0 % ermittelt werden. Das Mehl der Sorte "Energy” zeigte die héchste Umsetzungsrate, d.h. die
gesamte Menge Singrin von 91,4 ymol/g Samenmehl (Trockenmasse) wurde unter den optimalen
Bedingungen des Versuches innerhalb von 24 h in 2-propenyl-ITC verwandelt. Insbesondere die Sor-
ten 103" und "J1” sowie die Mehle von B. carinata wiesen deutlich geringere Freisetzungsraten auf.
Die niedrigeren Freisetzungsraten dieser Mehle konnte in einer zweiten Messreihe bestatigt werden.
Die Mehle’103" und "J1” sowie "Utopia” und "Cappuccino” verwandelten nur 66,8 bis 78,1 % ihres

Sinigrin-Gehaltes in 2-propenyl-ITC um (Tab. 40).
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Tab: 40: Bestimmung der Freisetzung von 2-propenyl-ITC bei Sinigrin-haltigen Samenmehlen von B.

juncea und B. carinata mittels spektralphotometrischer Analyse

Messreihe 1 Messreihe 2

Art/Sorte Max. ITC- Freigesetzte ITC-  Freisetzungs- Max. ITC- Freigesetzte ITC- Freisetzungs-

Konzentration®  Konzentration® rate Konzentration®  Konzentration” rate

(umol/g) (nmol/g) (%) (umol/g) (nmol/g) (%)

B. juncea
Terrafit 99,0 95,6 95,5 - -
Energy 91,4 92,2 101,0 - -
101 108,1 99,4 91,9 - -
102 107,1 94,4 88,2 - -
103 103,1 78,2 75,9 103,1 80,5 78,1
J1 101,5 63,4 62,5 101,5 67,8 66,8
B. carinata
Utopia 104,6 69,7 66,6 104,6 71,2 68,1
Carbon 82,8 73,2 88,5 - -
Cappuccino 97,6 69,3 71,1 97,6 75,1 76,9

'Potentiell (maximal) freisetzbare ITC-Menge auf Grundlagen des GSL-Gehaltes des Samenmehls

®Freigesetzte ITC-Menge, die mittels spektralphotometrischer Analyse ermittelt wurde

3.4.3 Wirkung der Samenmehle im Biotest in Quarzsand

Die Samenmehle der verschiedenen Sorten von B. juncea erwiesen sich als am wirksamsten. Bei
maximal freisetzbaren 2-propenyl-ITC-Mengen zwischen 107,0 und 127,0 nmol/g Sand wurden alle
Mikrosklerotien abgetdtet und somit Wirkungsgrade von 100,0 % erzielt (Tab 40, Abb. 16). Von den
Ubrigen Sinigrin-haltigen Mehlen zeigte nur noch das Mehl der B. carinata-Sorte "Utopia” eine gleich
gute Wirkung. Mehle der Sorten R. sativus entfalteten Wirkungsgrade zwischen 67,0 und 87,6 %,
wobei sie allerdings nur sehr geringe Mengen von 4-methylthio-3-butenyl-ITC freisetzen konnten (2,0-
5,9 nmol/g Sand). Das geprifte Samenmehl von E. sativa schnitt mit einem Wirkungsgrad von 99,8 %
so gut ab, wie die B. juncea-Mehle. Dagegen erwiesen sich alle Mehle der gepriften Sorten von S.
alba im Vergleich zur Kontrolle mit autoklaviertem S. alba-Mehl als wirkungslos. Auch die Mehle von
B. napus zeigten keine (CAkela” und “Greenland”) oder nur eine sehr schwache Wirkung ("Emerald”

und "Molino").



Tab. 41: Wirkung der Samenmehle verschiedener Genotypen (Herklnfte 2011) im Biotest bei ei-

ner Aufwandmenge von 0,4 Vol.-% sowie ihre maximal freisetzbare ITC-Menge (n=4)

Biotest

max. freisetzbare ITC-Menge

(nmol/g Sand)®

Art/Sorte Mikrosklerotien WG ‘ 3-butenyl
(Anzahl/g Sand)® (%)° 2-propenyl A-methylthio-  4-MTB 4-pentenyl benzyl
3-butenyl 4-MSB
2-phenylethyl
ohne Biomasse 116.8 + 16,4
Brassica juncea
Energy autokl. 121,8 +12,3 a
Terrafit 0,0+0,0 b 100,0 116,0 - - - -
Energy 0,0+0,0 b 100,0 107,1 - - - -
101 0,0+0,0 b 100,0 126,7 - - - -
102 0,0+0,0 b 100,0 125,5 - - - -
103 0,0+0,0 b 100,0 120,8 - - - -
Ji 0,0+0,0 b 100,0 118,9
Brassica carinata - - - -
Utopia 0,0+0,0 b 100,0 122,6 - - - -
Cappuccino 6,7+3,0 94,5 114,4 - - - -
Carbon 9,3+3,3 c 92,4 96,8
Brassica nigra - - - -
M24 9,6 +2,2 c 92,1 114,4
Sinapis alba
Maxi autokl. 136,1+13.2 a
Accent 162,8 + 22,4 a 0,0 - - - - 0,0
Samba 157,3+12,5 a 0,0 - - - - 0,0
Absolut 144,8 +9,1 a 0,0 - - - - 0,0
Maxi 1425+ 13,2 a 0,0 - - - - 0,0
Raphanus sativus
Defender autokl. 137.9+9,6 a
Adagio 16,8 + 3,0 d 87,8 - 2,8 - - -
Siletta N 19,7+5,6 e 85,7 - 5,6 - - -
Picobello 20,8+7,0 e 84,9 - 5,9 - - -
Defender 345+5.9 d 75,0 - 2,1 - - -
Commodore 455+ 3,5 c 67,0 - 2,0 - - -
Eruca sativa -
ES-1003 0,3 £+04 f 99,8 - - 110,7 -- -
Brassica napus -
Emerald 112,6 £ 10,5 b 18,3 - - - 47,1 -
Akela 139,4 + 10,7 a 0,0 - - - 65,5 -
Greenland 1413+ 11,5 a 0,0 - - - 76,8 -
Molino 115,0+ 12,7 b 16,6 - - - 14,2 -

 Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05) innerhalb der einzelnen Samenmehlgruppen,
®wirkungsgrad berechnet in Relation zur jeweiligen autoklavierten Kontrolle. Bei E. sativa und B. napus in Relation zu “Defender” auto-
klaviert,  Berechnung der max. freisetzbaren ITC-Menge auf Grundlage der GSL-Gehalte der applizierten Samenmehlmenge (Dichte
Sand: 1,59 g cm®)
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Abb. 16: Wirkungsgrade der Samenmehle verschiedener Genotypen (Herkunft 2011) gegeniber Verticillium im Biotest
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3.4.4 Wirkung des Samenmehls von B. juncea in natirlichen Boden

Die Wirkung des B. juncea-Samenmehls der Sorte "Energy” auf Mikrosklerotien des Erregers in ver-
schiedenen natirlichen Béden im Vergleich zu sterilem Quarzsand kann Tabelle 42 enthommen wer-
den. Die Wirkungsgrade bzw. Dosis-Wirkungskurven sind in Abb. 17 dargestellt. Eine Aufwandmenge
von 0,2 Vol.-% fuhrte im Sand bereits zu einer vollstdndigen Eliminierung der Mikrosklerotien. In den
naturlichen Boéden war die Wirkung dagegen erheblich reduziert. Eine Dosis von 0,2 Vol.-% erbrachte
Wirkungsgrade zwischen 14,0 und 52,0 %. Mit der hdchsten gepriften Menge von 0,8 Vol.-% konnten
in den Boden 1-4 Wirkungsgrade von tiber 90,0 % erzielt werden. Die errechneten EDgp-Werte liegen
zwischen 0,55 und 0,65 Vol.-% (Tab. 43). In den Bdden 5 und 6 war die Wirkung nochmals reduziert,
was sich in hohen EDgp-Werten von 2,21 bzw. 1,27 Vol.-% ausdriickt. Bezogen auf die EDgo-Werte
war die Wirkung des Samenmehls in den Bdden in Abhé&ngigkeit ihrer Eigenschaften im Vergleich

zum Quarzsand um ca. das 5-22-fache verringert.

Tab. 42: Wirkung des Samenmehls B. juncea "Energy” in Quarzsand und natirlichen Béden in Ab-

hangigkeit verschiedener Aufwandmengen (n=4)

Anzahl Mikrosklerotien/g Boden

Konzentration
(Vol.-%) qua?]rdz' Boden 1 Boden 2 Boden 3 Boden 4 Boden 5 Boden 6
0,05 59,7+49
0,1 14,6 £ 4,0
0,2 0,1+02 48+09 755+22 192+45 126+25 408+54 25625
0,3 0,0+0,0

0,3 autokl.! 129,9+126

0,4 2708 24551 11,2+30 43+20 433+28 17417
0,8 01+0,2 0,7+0,7 1,8+0,7 0908 179%x41 75%x13
0,8 autokl.! 99+20 720x41 401+150 231+x26 476+30 429%51

'Kontrolle, versetzt mit autoklaviertem Samenmehl
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Abb.17: Dosis-Wirkungskurven des Samenmehls B. juncea "Energy” in Quarzsand und naturli-

chen Bdden

Tab. 43: EDso- und EDgo-Werte flir Samenmehl B. juncea "Energy”

Boden EDso (Vol.-%) EDgyo (V0l.-%)
Quarzsand 0,04 0,11
Boden 1 0,21 0,57
Boden 2 0,37 0,51
Boden 3 0,20 0,65
Boden 4 0,22 0,55
Boden 5 0,71 2,21

Boden 6 0,28 1,27
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3.4.5 ITC-Freisetzung des Samenmehls von B. juncea in natlrlichen Béden

Unter den Bedingungen des Biotestsystems wurde in drei ausgewéhlten Bdéden mittels spektralpho-
tometrischer Analyse (siehe 2.1.4.4.) der zeitliche Verlauf der Freisetzung von 2-propenyl-ITC des B.

juncea-Samenmehls "Energy” nach Applikation in einer H6he von 0,4 Vol.-% erfasst (Abb. 18).

Die hochsten ITC-Konzentrationen wurden im Quarzsand und Boden 1 bereits nach 3 Stunden ge-
messen mit 63,4 bzw. 62,4 nmol/g Boden. In Boden 5 wurde der héchste Gehalt mit 97,0 nmol/g Bo-
den nach 6 h festgestellt. AnschlieRend nahm in allen drei Varianten die ITC-Konzentration tber den
48stiindigen Versuchszeitraum kontinuierlich ab. Bei Versuchsende wurde nur noch Konzentrationen
zwischen 8,3 und 24,8 nmol/g Boden gemessen. Der Verlauf der ITC-Freisetzung und -Abnahme war
im Quarzsand und Boden 1 nahezu identisch. Dagegen wurden im Boden 5 durchweg ca. doppelt so

hohe Mengen an 2-propenly-ITC nachgewiesen.
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Abb. 18: Verlauf der Freisetzung von 2-propenyl-ITC Uber 48 h nach Applikation des Samenmehls

von B. juncea "Energy” mit 0,4 Vol.-% in unterschiedlichen Béden
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3.4.6 Wirkung des Samenmehls von B. junceain geschlossenen u. offenen Gefalien

Das B. juncea-Samenmehl der Sorte "101" zeigte im Boden 1 bei geschlossenen GefalRen eine
100%ige Wirkung, die in offenen Gefal3en um ca. 50,0 % verringert war (Tab. 44). Im Boden 4 ver-

minderte sich der Wirkungsgrad von 76,4 auf 65,0 %.

Tab. 44: Wirkung des Samenmehls von B. juncea 101 mit einer Aufwandmenge von 0,8 Vol.-% in

geschlossenen und offenen Gefal3en

Varianten Boden 1 Boden 4
Mikrosklerotien® Wirkungs-  Mikrosklerotien® Wirkungs-
grad grad
(Anzahl/g Sand) (%) (Anzahl/g Sand) (%)

Samenmehl autoklaviert

8,3+0,2 bc 229+21 c
Gefal3 geschlossen
Samenmehl nicht autoklaviert
0,0+0,0 a 100 54+25 a 76,4
Gefal3 geschlossen
Samenmehl autoklaviert
9,6 +3,0 c 24,0+0,3 c
Gefal offen
Samenmehl nicht autoklaviert
46+1,9 b 52,1 84+55 b 65,0

Gefal’ offen

"Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05)

3.4.7 Einfluss des Samenmehls auf die Wirkung von freigesetztem 2-propenyl-ITC

In einem ergdnzenden Versuch wurde der Einfluss der Biomasse des Samenmehls von B. juncea
(Sorte “Terrafit’) auf die Wirkung einer freigesetzten 2-propenyl-ITC-Menge von 50,0 nmol/g Sand
untersucht (Tab. 45). Hier wurde in einer Variante die pure ITC-Verbindung appliziert und in einer
weiteren Vergleichsvariante die gleiche ITC-Menge mit einer autoklavierten Samenmehlmenge kom-
biniert (0,1 Vol.-%), die ca. 50,0 % der ITC-Menge generieren kdnnte, deren GSL-Myrosinase-System

aber inaktiviert war.

Die Applikation von 2-propenyl-ITC fuhrte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu einer Reduzie-
rung keimfahiger Mikrosklerotien um 96,0 %. Bei Anwesenheit des Samenmehls war die Wirkung der
ITC-Menge auf 91,9 % leicht verringert.
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Tab. 45: Wirkung von 2-propenyl-ITC (50 nmol/g Sand) mit und ohne Samenmehl von B. juncea "Ter-

rafit” (n=4).
ohne Samenmehl 95,5+5,8 a -
2-propenyl ITC + autoklaviertes Samenmehl (0,1 Vol.-%) 7,7+2,1 b 91,9
2-propenyl ITC 3819 b 96,0

"Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05)

3.4.8 Nicht-GSL-abhangige Wirkung des Samenmehls von B. juncea

Eine maogliche nicht GSL-abhangige Wirkung Singrin-haltiger Mehle wurde mit der Applikation von

vorbehandelten Samenmehlen Uberprift, die kein 2-propenyl-ITC freisetzen. Hierbei handelte es sich

um ein entgiftetes und autoklaviertes Samenmehl (siehe 2.1.4.8). In einer Analyse wurde der Singirin-

Gehalt des entgifteten B. juncea Samenmehls 101" mit 0,2 pumol/g bestimmt. Das autoklavierte Sa-

menmehl wies dagegen eine Konzentration von 88,8 umol/g auf.

Tab. 46: Wirkung von autoklaviertem und entgiftetem Samenmehl von B. juncea "101°

mit einer Aufwandmenge von 0,1 Vol.-% in Quarzsand und naturlichen Béden.

Variante Mikrosklerotien® Wirkungsgrad
(Anzahl/g Sand) (%)

Quarzsand

ohne Samenmehl 95,5+5,8 a

Samenmehl entgiftet 81,3+21,3 a 15,5

Samenmehl autoklaviert 94,5+5,8 a 7,4

Boden 1

ohne Samenmehl 7,710 a

Samenmehl entgiftet 59+15 a 24,1

Samenmehl autoklaviert 7,6+0,8 a 4,6

Boden 3

ohne Samenmehl 259+3,6 a

Samenmehl entgiftet 255+15 a 3,3

Samenmehl autoklaviert 30,322 a 0,0

Boden 4

ohne Samenmehl 23,224 a

Samenmehl entgiftet 17,7+ 0,6 23,6

Samenmehl autoklaviert 18,9+ 0,6 b 18,4

"Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05)
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Das entgiftete, GSL-freie Samenmehl reduzierte die Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien tendenziell
etwas starker als das autoklavierte Mehl (Tab. 46). Die Wirkungen der entgifteten und autoklavierten
Variante unterschieden sich im Quarzsand und den Béden 1 und 3 weder untereinander noch gegen-
Uber der unbehandelten Kontrolle signifikant. Lediglich im Boden 4 zeigten beiden Samenmehl-

Varianten eine signifikante Wirkung gegentiber der Kontrolle.

35 Praxisversuche

Im Jahr 2011 wurden an 2 Standorten Freilandversuche durchgefiihrt mit dem Ziel, die Biofumigati-
onswirkung einer Grindingung mit zwei ausgewahlten Sorten von B. juncea und R. sativus unter

praxisnahen Bedingungen zu prifen. Zuséatzlich wurde die Applikation eines Samenmehls untersucht.

Auf dem naturlich verseuchten Standort in Schifferstadt konnten nach der Behandlung in allen Varian-
ten die nahezu doppelte Anzahl an Mikrosklerotien nachgewiesen werden im Vergleich zur Vorbepro-
bung (Tab. 47). Unter Berlcksichtigung dieser natlrlichen populationsdynamischen Schwankung
zeigten alle Behandlungen keine signifikante Wirkung. Dies spiegelte sich im Verticillium-Befall der
nachfolgenden Kultur von Romanesco wieder. In allen Varianten lag der Befall mit Befallshaufigkeiten
zwischen 71,0 und 88,0 % sowie geringen Befallsstarken zwischen 1,3-2,0 auf einem vergleichbarem

Niveau.

Tab. 47: Standort Schifferstadt - Ergebnisse des Freilandversuches 2011

EM GSL-/ ITC- Mikrosklerotien® s Pflanzen-
Variante Konzentration® (Anzahl/g Boden) WS bonitur’

kg/m*  umol/g TS nmol/g Boden vorher nachher (%) BH BS
Kontrolle Schwarzbrache - - 20,6 £10,8 39,7+4,0 88 19
Kontrolle Phacelia 6,3 - - 16,3+55 330%x96 a 00 71 13
B. juncea "Terrafit’ 16 22,009 65,7 18,7+6,7 342+19 a 51 85 2,0
R. sativus "Defender’ 7,9 n.e. n.e. 20,2+6,7 385%x80 a 03 74 15
B. juncea "Terrafit’ 02 644+12 889 19,7+6,4 358+68 a 57 8L 17

(Samenmehl)

'GSL-Gehalt und potentiell freisetzbare ITC-Menge bezogen auf Einarbeitungstiefe 10 cm, *Mittelwerte nach der Behandlung mit unter-
schiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05), *Wirkungsgradberechnung nach Henderson & Tilton, “BH = Befalls-
héaufigkeit in %; BS = Befallstarke 0-5
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Auch am Standort Langférden zeigten alle Behandlungen keine signifikante Wirkung gegeniiber Ver-
ticillium (Tab. 48). Nach den MalRBhahmen wiesen die vergrabenen Inokulumbeutel (siehe auch 2.2.2)
nachwievor die urspringliche Ausgangsverseuchung von ca. 120,0 MS/g Boden auf. Lediglich die
Ausbringung von B. juncea-Samenmehl verringerte die Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien erkenn-

bar, wenngleich die Wirkung nicht signifikant war.

Tab. 48: Standort Langférden - Ergebnisse des Freilandversuches 2011

Variante GSL-/ ITC- Mikrosklerotien s Pflanzen-
FM . WG o4
kg/m? umol/g TS nmol/g Boden vorher nachher (%) BH BS
Kontrolle Schwarzbrache - - - 123,7+ 18,5 - -
Kontrolle Phacelia 6,0 - - - 118,129 a 45 - -
B. juncea "Terrafit’ 6,0 18,1+0,8 87,1 - 122,0+48 a 14 - -
R. sativus “Defender” 8,0 n.e. n.e. - 119,7+214 a 3,2 - -

B. juncea Terrafit’

02 644+1.2 88,9 - 101,0£18,2 a 18,2 - -
(Samenmehl)

'GSL-Gehalt und potentiell freisetzbare ITC-Menge bezogen auf Einarbeitungstiefe 10 cm, *Mittelwerte nach der Behandlung mit unter-
schiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05), ® Wirkungsgradberechnung nach Abbott, “Pflanzenbonitur entfiel

Die Wirkung von Samenmehl-Applikationen wurde gezielt in zwei Versuchen 2012/2013 untersucht.
In einem Gewéachshausversuch am Standort Schifferstadt wurden auf einer nattrlich verseuchten
Flache verschiedene Aufwandmengen des B. juncea-Samenmehls der Sorte "Energy” gepruft. In der
Variante "Schwarzbrache” hatte sich die Population keimfahiger Mikrosklerotien im Vergleich zur Vor-
beprobung von 4,6 auf 8,4 MS/g Boden nahezu verdoppelt (Tab. 49). Unter Beriicksichtigung dieser
Populationsschwankung konnte fur die Dampfungsmaf3nahme ein Wirkungsgrad von 39,0 % ermittelt
werden. Er spiegelte sich in der nachfolgenden Kultur von Rettich in einem deutlich verringerten Ver-
ticillium-Befall wieder. Blatt- und Wurzelsymptome waren entsprechend geringer ausgepragt. Die
Samenmehl-Applikationen zeigten ab einer Aufwandmenge von 0,25 kg/m? Wirkungen. Aufgrund der
inhomogenen Verseuchung der Versuchsflache und der Populationsschwankungen erbrachte der
Nachweis der Mikrosklerotien nach der Behandlung inkonsistente Ergebnisse. Immerhin wies die
héchste Aufwandmenge mit 1,0 kg/m? auch den héchsten Wirkungsgrad von 58,0 % auf. Die Pflanz-
enbonituren zeigen aber einen mit steigender Aufwandmenge kontinuierlich zurtickgehenden Verti-

cillium-Befall an.
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Der Freilandversuch am Standort Osnabriick auf einer zuvor kinstlich verseuchten Flache war
dadurch gekennzeichnet, dass bei Versuchsende von der urspringlichen Ausgangsverseuchung von
6,0-7,0 MS/g Boden nur noch weniger als die Hélfte nachgewiesen werden konnte (Tab. 50). Unter
Berucksichtigung diesen ,naturlichen Rickgangs® der Population wiesen alle Behandlungen mit dem
B. juncea-Samenmehl der Sorte "Energy” bei niedrigem Verseuchungsniveau eine signifikante Wir-
kung auf. Der Wirkungsgrad der Variante mit einer Aufwandmenge von 0,5 kg/m? von 50,0 % konnte
durch eine Folienabdeckung auf 90,0 % gesteigert werden. Eine Verdoppelung der Aufwandmenge

auf 1,0 kg/m? erbrachte dagegen eine geringere Wirkungsverbesserung.

Tab. 49: Standort Schifferstadt - Ergebnisse des Gewachshausversuches 2012

Variante M GSL-/ ITC- Mikrosklerotien wg?  Pflanzen-
Konzentration (Anzahl/g Boden) bonitur
kg/m?>  pmol/g TS nmol/g Boden vorher nachher (%) Blatt Wurzel
Kontrolle Schwarzbrache - - 4,6 £3,0 8,4 - 7,8 7,9
Dampfung 10 cm Tiefe - - 54+39 6,0 39,0 45 3,3
Samenmehl "Energy’ 0,10 70,0 48,2 3540 14,8 0,00 8,0 7,1
Samenmehl "Energy’ 0,25 70,0 120,6 7,8+6,3 8,8 38,2 8,0 7,2
Samenmehl “"Energy’ 0,50 70,0 2411 35+28 8,4 0,00 7,0 5,6
Samenmehl "Energy” 1,00 70,0 482,2 4,2 +3,7 3,2 58,0 6,0 5,7

! Geschatzter GSL-Gehalt und potentiell freisetzbare ITC-Menge bezogen auf Einarbeitungstiefe 10 cm, 2Nach der Behandlung wurde von
allen 4 Parzellen einer Variante eine Sammelprobe gezogen. Statistische Verrechnung daher nicht moglich, *wirkungsgradberechnung
nach Henderson & Tilton, “Bonitur der Blatt- und Wurzelsymptome 1-9

Tab. 50: Standort Osnabrtick - Ergebnisse des Freilandversuches 2013

Variante - - Mikrosklerotien®
M KOGr‘il‘;’{tgtfonl (Anzahl MS/g Boden) we*
kg/m®  umolig TS nmol/g Boden vorher nachher (%)
Kontrolle Schwarzbrache - - 7,0x£0,2 29+0,8 a
Samenmehl "Energy” 0,5 70 241,1 6,0+25 1,2+1,0 b 50,0
Samenmehl "Energy” + Folie 0,5 70 241,1 6,8+2,2 0,2+0,2 b 90,0
Samenmehl "Energy” 1,0 70 482,2 70+33 1,0+0,8 b 70,0

'Geschatzter GSL-Gehalt und potentiell freisetzbare ITC-Menge bezogen auf Einarbeitungstiefe 10 cm, *Mittelwerte nach der Behandlung
mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0.05), *Wirkungsgradberechnung nach Henderson & Tilton
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4. Diskussion und Schlussfolgerungen

Bei der Nutzung des Biofumigationsprinzips kdnnen grundsatzlich zwei Verfahren unterschieden wer-

den:

1. Zerkleinerung der GSL-haltigen griinen Pflanzenteile (Triebe, Blatter) einer Kultur von Brassi-

caceae und Einarbeitung der Grinmasse in den Boden (Grundliingungs-Variante).

2. Ausbringung des aus einer Kultur von Brassicaceae gewonnenen GSL-haltigen Samenmehls mit

anschliel3ender Einarbeitung in den Boden (Samenmehl-Variante).

Beide Verfahren weisen jeweils Vor- und Nachteile auf. Ziel des Projektes war es, das theoretische
Biofumigationspotential der Grinmassen sowie Samenmehle verschiedener Pflanzenarten und
Sorten aus der Familie der Brassicaceae zu ermitteln und die unter praktischen Bedingungen zu er-

wartende aktuelle Wirkung der beiden Biomassen gegentiber Verticillium dahliae abzuschéatzen.
Toxizitat der Isothiocyanate

Zur Bewertung des Biofumigationspotentials von GSL-haltigen Biomassen sind Kenntnisse hinsicht-
lich des GSL-Profils (Art und Gehalt der GSL) sowie der spezifischen Toxizitat der jeweiligen ITC ge-
geniber dem Zielorganismus notwendig. Deshalb wurde in einem ersten Schritt die Toxizitat ver-
schiedener ITC, die aus den Haupt-GSL der untersuchten Grinmassen und Samenmehle freigesetzt
werden, gegeniber V. dahliae vergleichend untersucht. Zum Vergleich wurde das von synthetischen
Bodenentseuchungsmittel gebildete methly-ITC, welches in Brassicaceaen natirlicherweise nicht
gebildet wird, in die Untersuchungen mit einbezogen. In den meisten Studien wurde bisher die Toxizi-
tat von ITC gegenlber bodenburtigen Pilzen in Plattentests anhand der Hemmung des Myzelwachs-
tums bestimmt (Manici et al. 1997; Sarwar et al. 1998; Smith und Kirkegaard 2002; Smolinska et al.
2003), obwonhl solche Tests nicht der Biologie der Erreger gerecht werden und die Daten kaum auf
die Bedingungen im Boden zu Ubertragen sind. Das Ziel einer Biofumigationsmafihahme muss die
Eliminierung von Mikrosklerotien sein, da sie die Quelle fur Verticillium-Infektionen darstellen. Vor
diesem Hintergrund wurde ein Test entwickelt und erstmalig angewandt, um die Toxizitat der ITC ge-

genlber den Mikrosklerotien unter standardisierten Bedingungen vergleichend zu bestimmen.

Die Ergebnisse (Abb.11, Tab. 20) belegen die letale Wirkung der ITC gegenlber den Mikrosklerotien
von Verticillium und machen die Unterschiede in ihrer Toxizitat deutlich. Zwar weisen die ermittelten
LD-Werte zum Teil groR3e Vertrauensintervalle auf. Dies kann auf eine systematische Abweichung
vom angenommen linearen Modell, der ungleichmafligen Verteilung der ITC im Testsystem oder der
unterschiedlichen Sensitivitdt einer inhomogenen Mikrosklerotien-Population zurlckgefthrt werden

(Finney 1971). Trotzdem zeigen die LD-Werte ein deutliches Muster. Die aromatischen ITC waren
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toxischer als die aliphatischen ITC, wobei innerhalb der beiden Gruppen ITC mit zunehmendem Mo-
lekulargewicht an Wirksamkeit verlieren. Das Ranking der Toxizitat (methyl ITC > 2-propenyl ITC > 4-
methylsulfinyl-3-butenyl ITC) und (benzyl ITC > phenylethyl ITC) deutet daraufhin hin, dal’ die Toxizi-
tat mit abnehmender Seitenkettenlange zunimmt, was in Ubereinstimmung mit anderen Studien steht
(Sawar et al. 1998; Manici et al. 1997).

Die toxikologischen Parameter wurden in einem sterilen Testsystem ermittelt, in dem ausschlief3lich
die zugefihrten ITC fur 48 Stunden in Kontakt mit den Mikrosklerotien standen. Eine Ubertragung der
Daten auf ein natirliches Bodensystem ist schwierig. So war die Toxizitat von 2-propenly-ITC in vie-
len natdrlich verseuchten Bdden deutlich geringer (Tab. 21). Die Abnahme der Toxizitat war mit ei-
nem steigenden Gehalt an organischer Substanz im Boden korreliert, da ITC an organische Verbin-
dungen adsorbiert und biologisch inaktiv werden. Eine ahnlichen Zusammenhang konnten Borek et
al. (1995) in ihrer Studie nachweisen. Der mikrobielle Abbau ist ein zweiter potentieller Mechanismus,
der fur eine ITC-Abnahme und einer verringerten Wirkung verantwortlich gemacht werden kann (War-
ton et al. 2003; Rumberger und Marschner 2004; Gimsing et al. 2009; Gimsing und Kirkegaard 2009).

Bei der Bewertung der Ergebnisse des 2-propenyl-ITC-Versuches muss die spezielle Biologie des
Erregers berlcksichtigt werden. Die Mikrosklerotien werden im abgestorbenen Gewebe der Wirts-
pflanzen in gro3en Mengen gebildet und verbleiben Uber viele Jahre im Boden lebensfahig. Zusatz-
lich vermag Verticillium auch die Wurzeln von Nicht-Wirtspflanzen zu besiedeln und dort Mikrosklero-
tien auszubilden. Deshalb sollte es das Ziel einer Bodenentseuchungsmalnahme sein, die Populati-
on des Erregers moglichst umfassend zu eliminieren, d. h. Wirkungsgrade von tber 80 % zu erzielen.
Bei deutlich geringerer Wirkung droht die Gefahr, dass das im Boden reichlich verbleibende Inokulum
als Ausgangspunkt fir Neuinfektionen und einem schnellen Wiederaufbau der Mikrosklerotien-Popu-
lation fungiert. Die Ergebnisse deuten nun darauf hin, dass in vielen Béden - in Abhangigkeit
ihrer Eigenschaften - deutlich mehr als 150,0 nmol ITC/g Boden fiur eine solch ausreichende
Wirkung gegeniber Verticillium benétigt werden. Zusatzlich erweisen sich bei dieser Bewertung
die empfohlenen Aufwandmengen kommerzieller Bodenentseuchungsmittel, die methyl-ITC - einem
2-propenyl-ITC toxisch gleichwertigen ITC (Tab. 20) - freisetzen, als hilfreich. Hierbei werden schliel3-
lich methyl-ITC-Konzentrationen zwischen 517 bis 1294 nmol/g Boden erzielt (Brown et al. 1991), die
sich in zahlreichen Versuchen als ausreichend wirksam gegeniiber Verticillium herausgestellt haben
(Tsor et al. 2005; Triky-Donan et al. 2007).

Theoretisches Biofumigationspotential von Griinmassen

Eine grofRere Anzahl von Sorten vier verschiedener Pflanzenarten wurde tber drei Jahre im Freiland
angebaut, um ihre Biomasse-Produktion und die GSL-Gehalte als Grundlage fur die Bestimmung des
theoretischen Biofumigationspotentials zu ermitteln. Die Sorten von B. juncea produzierten hierbei

Sinigrin-Mengen (Tab. 22-24), die in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Studien stehen
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(Kirkegaard und Sawar 1998; Morra und Kirkegaard 2002; Belostas et al. 2004). Errechnet man die
maximal freisetzbare Menge von 2-propenyl-ITC unter Feldbedingungen, dann ergeben sich fiir den
Anbau 2011 Konzentrationen von bis zu 89,4 nmol/g Boden. Zu wenig angesichts der Tatsache, dass
in vielen Boden weit mehr als 150,0 nmol/g Boden fir eine ausreichende Kontrolle notwendig sind
(s.0.). Gunstiger sind die Berechnungen fur den Anbau 2012 mit deutlich héheren Werten bzw. maxi-
mal erzielbaren Konzentrationen von bis 273,0 nmol/g Boden fir Sorten von B. juncea und B. carina-

ta.

Die verschiedenen Sorten von R. sativus beinhalteten Raphsatin als GSL-Hauptkomponente. Trotz
des hohen Biomasseertrages reichten die GSL-Konzentrationen theoretisch nicht aus, um vom 4-
methylthio-3-butenyl-ITC mehr als 150,0 nmol/g Boden freizusetzen (Tab. 25-26). Da dieses ITC dem
in den toxikologischen Untersuchungen verwendeten 4-methlysulfinyl-3-butenyl-ITC strukturell &hnlich
ist, kann davon ausgegangen werden, dass es ebenfalls eine deutlich geringere Toxizitat im Vergleich
zu 2-propenyl-ITC aufweist. Vor diesem Hintergrund kann das theoretische Biofumigationspotential
der Sorten als eher gering eingestuft werden. Die fur E. sativa ermittelten Daten fiihren zu einer ahnli-

chen Bewertung (Tab. 29).

Eine andere Situation liegt bei den gepriften Sorten von S. alba vor. Zwar wiesen die Griinmassen
sehr geringe Tropaeolin-Konzentrationen auf (Tab. 27-28), die mit den Ergebnissen einer Studie von
Kirkegaard und Sawar (1998) Ubereinstimmen. Allerdings kann das aus Tropaeolin freigesetzte aro-
matische benzyl-ITC als deutlich toxischer im Vergleich zu den aliphatischen ITC bewertet werden, so
dass die relativ geringen maximal freisetzbaren ITC-Mengen von bis zu 19,1 nmol/g Boden eine deut-

liche Wirkung entfalten kénnten.

Setzt man die aufgrund der GSL-Gehalte und Biomasseertrage kalkulierten, maximal erzielbaren ITC-
Konzentrationen im Boden in Relation zu den toxikologischen Kennwerten der jeweiligen ITC, ist eine
Klassifizierung des theoretischen Biofumigationspotentials der gepriften Genotypen mdglich
(Tab.30). Den meisten Genotypen konnte auf diese Weise zumindest ein mittleres Potential mit theo-
retischen Wirkungen zwischen 50,0-90,0 % gegenuber Verticillium zugesprochen werden. Fir einige
Sorten von S. alba und B. juncea konnte in Abh&ngigkeit des Anbaujahres ein hohes Potential mit
theoretischen Wirkungsgraden > 90,0 % prognostiziert werden.

Aktuelle Wirkung von Grinmassen

Das theoretische Wirkungspotential einer Grinmasse spiegelt aber nicht das reale Wirkungspotential
wieder. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass die in einem natirlichen Boden unter prak-
tischen Bedingungen zu erwartende, sog. aktuelle Wirkung der Griinmasse verringert ist (Abb. 1). So
beeinflussen zahlreiche endogene und exogene Faktoren wie die Myrosinase-Aktivitdt im Gewebe

bzw. Bodentemperatur und -feuchtigkeit sowie Zerkleinerungsgrad des Gewebes die Hydrolyse, d. h.
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die Umsetzung der GSL in ITC. Zusatzlich kann die Toxizitat der ITC durch andere Pflanzeninhalts-
stoffe beeinflusst werden. Dartber hinaus wird die Wirkung von der Verweildauer der ITC im Boden
bestimmt, die wiederum durch Sorption der ITC an organische Substanz, ihren mikrobiellen Abbau
oder Verflichtigung erheblich verringert werden kann. Eine zielgerichtete Evaluierung von Griinmas-
sen verschiedener Genotypen hinsichtlich ihrer Nutzung fur ein Biofumigationsverfahren setzt deshalb
eine Erfassung ihrer realen Wirkungen unter praxisnahen Bedingungen unter Einbeziehung der oben
genannten Einflussfaktoren voraus. Eine entsprechende Prifung zahlreicher Pflanzenarten und -
sorten in Feldversuchen ist sehr aufwendig. Aufgrund der Inhomogenitét einer Versuchsflache, so-
wohl hinsichtlich der Mikrosklerotien-Verseuchung als auch der verschiedenen Einfluss nehmenden
Bodenfaktoren, lassen sich kaum reproduzierbare Ergebnisse gewinnen. Ein ermitteltes reales Wir-
kungspotential fur eine Grinmasse ware ohnehin nur auf den jeweiligen Standort mit seinen spezifi-

schen Bodeneigenschaften bezogen und kdnnte nicht auf andere Flachen Gbertragen werden.

Vor diesem Hintergrund wurde ein sehr effizienter Laborbiotest entwickelt, um das Biofumigationspo-
tential zahlreicher Genotypen unter standardisierten Bedingungen vergleichend zu evaluieren. Im
Hinblick auf die Biofumigationswirkung waren die Bedingungen optimiert. Die Nutzung von gefrierge-
trocknetem und vermahlenem, d. h. auf Zellebene gleichmaRig zerstortem Gewebe sowie ideale
Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen sollten eine moglichst vollstandige Umwandlung der GSL
in ITC sicherstellen. Die Verwendung eines sterilen Quarzsandes ohne beeinflussende Bodenfakto-
ren (Coq-Gehalt, Mikroorganismen) in gasdicht verschlossenen GefaRen (Verfliichtigung) maximierte
die Verweildauer der ITC im Boden und ihre Wirkung auf die Mikrosklerotien. Schlie3lich wurde der
Test nach 48 Stunden gestoppt, um zu verhindern, dass eine vom Gewebepulver ausgehende zu-

nehmende mikrobielle Aktivitdt den Biofumigationseffekt Gberlagert.

Unter den idealisierten Bedingungen des Biotestes wurde die maximale Biofumigationswirkung der
Grinmassen erfasst. Hier darf aber eine Wirkung unterhalb der theoretischen Wirkung (s. 0.) ange-
nommen werden, denn wirkungsminderte Faktoren, wie z. B. ein geringe Myrosinase-Aktivitat oder
der Einfluss der organischen Substanz ,Grinmasse* auf die von ihr selbst freigesetzten ITC, konnten

sich im Testsystem entfalten.

Im Biotest konnten die Grinmassen der Sorten von B. juncea die Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien
um 70,0-80,0 % reduzieren (Tab. 32). Sie konnten potentielle 2-propenly-Konzentrationen zwischen
50,6 und 78,1 nmol/g Sand produzieren. Nach Warton et al (2001) kann bei gefriergetrocknetem B.
juncea-Gewebe aber nur mit einer maximalen ITC-Freisetzungsrate von ca. 75,0 % gerechnet wer-
den. Unter Annahme dieser Rate waren reale ITC-Mengen zwischen 40,0 und 60,0 nmol/g Sand von
den Grinmassen freigesetzt worden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die applizierte Bio-
masse das freigesetzte 2-propenyl-ITC kaum adsorbierte und in seiner Wirkung reduzierte (Tab. 33).
Die angenommenen ITC-Konzentrationen zeigten im Biotest Wirkungen, die mit der in einem &hnli-

chen Testsystem ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurve fur 2-propenyl (Tab. 19) korrespondieren. Dies
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zeigt, dass die Wirkung der Griinmassen gegentber Verticillium ein deutlich ITC-bezogener Biofumi-

gationseffekt war.

Die Grinmassen der Sorten von R. sativus und S. alba waren im Biotest mit Wirkungsgraden zwi-
schen 9,9-37,5 % deutlich weniger effektiv (Tab. 32). Bei R. sativus kann dies auf die zu geringen
GSL-Gehalte bzw. potentiell freisetzbaren ITC-Mengen oder eine ungenigende Umwandlung der
GSL in ITC zurtckgefihrt werden. Die Gewebe einiger Sorten von S. alba konnten potentielle Men-
gen von benzyl-ITC in der Nahe des LDg-Wertes von 8,6 nmol/g Boden produzieren. Trotzdem war
die Wirkung der zugesetzten Grunmassen sehr gering. Wahrscheinlich wurde das freigesetzte
benzyl-ITC unmittelbar an organische Verbindungen der Griinmasse selbst gebunden und inaktiviert.
Darauf deuten die Ergebnisse des Versuches zum Einfluss der Biomasse auf die Wirkung der ITC hin
(Tab. 33). Hier reduzierte die Anwesenheit von autoklaviertem, inaktivem Gewebe die Wirkung von
benzyl-ITC um das siebenfache im Vergleich zu 2-propenyl-ITC. Nach Gimsing et al. (2009) kann
dies auf die unterschiedlichen hydrophoben Eigenschaften der beiden ITC zurtickgefihrt werden. So
wird benzyl-ITC - die hydrophobere der beiden ITC - wesentlich starker an organische Substanz ge-
bunden als 2-propenyl-ITC. Dies schlie3t eine Nutzung der Griinmassen von S. alba fir die Biofumi-

gation aus.

Vergleicht man die Ergebnisse der im Biotest gepriuften Griinmassen aus dem Anbaujahr 2011 mit
dem jeweils zuvor ermittelten theoretischen Biofumigationspotential (Tab. 30), wird deutlich, dass
lediglich bei B. juncea und E. sativa eine Ubereinstimmung vorliegt. Bei R. sativus und S. alba stehen
die niedrigen Wirkungsgrade von < 50,0 % im Biotest im Gegensatz zum ,mittleren® theoretischen
Biofumigationspotential mit prognostizierten Wirkungen zwischen 50,0-90,0 %. Wenn schon in einem
idealisierten Testsystem die Wirkungen bestimmter Genotypen gering ausfallen, dann ist zu erwarten,
dass diese in naher an realen Bedingungen ausgerichteten Testsystemen oder unter Feldbedingun-
gen noch schlechter sind. Insofern kann der entwickelte Biotest als ein effektives Instrument zur
Vorauswahl geeigneter Genotypen fur nachfolgende Untersuchungen, wie z. B. Feldversuche
angesehen werden. Deutlich wird aber auch, dass zur Evaluierung von Pflanzenarten und -
sorten fur die Biofumigation ein auf der Grundlage von Biomasseertrag und GSL-Gehalt sowie
toxikologischen ‘in vitro’-Kennwerten ermitteltes theoretisches Biofumigationspotential von

der realen Wirkung deutlich abweichen kann und deshalb nicht ausreicht.

Im Biotest mit idealisierten Bedingungen zeigten die Sinigrin-haltigen Griinmassen von B. juncea Wir-
kungen, die eine Anwendung in der Praxis als interessant erscheinen lassen. Unter naturlichen Be-
dingungen ist die reale Wirkung aber erheblich reduziert. Dies wird schon deutlich, wenn im Testsys-
tem statt eines sterilisierten Sandes naturliche Boden verwendet werden. So reduzierte die Grinmas-
se der Sorte "Energy” die Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien in sechs verschiedenen natirlich ver-

seuchten Bdden in Abhangigkeit ihrer Eigenschaften nur noch zwischen 10,0 und 66,0 % (Tab. 34).
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Es muss davon ausgegangen werden, dass unter Feldbedingungen die Wirkung einer Grindingung
mit B. juncea noch weitaus geringer ausfallt, da die zu erwartenden aktuellen ITC-Konzentrationen im
Boden weitaus niedriger sein durften, als im Biotest. Dies ist zurtickzufiihren auf die unvollstandige
Zerkleinerung der Griinmasse mittels eines Schlegelmulchers und einer daraus resultierenden niedri-
gen ITC-Freisetzungsrate, wohingegen im Biotest stets gefriergetrocknetes, vermahlenes Gewebe-
pulver mit einem maximalen Zellzerstdrungsgrad verwendet wurde. So konnten in einigen Studien fur
B. juncea unter Feldbedingungen lediglich ITC-Freisetzungsraten zwischen 1,0 und 55,0 % ermittelt
werden (Morra und Kirkegaard 2002; Gimsing und Kirkegaard 2006; Gimsing und Kirkegaard 2009).
Zusatzlich durften bei offenen Bdden im Vergleich zu den geschlossenen GeféalRen des Biotestes gro-
Rere ITC-Verluste durch Verflichtigung zu erwarten sein. Diese Einschétzung wird durch die Ergeb-
nisse der 2011 durchgefuhrten Freilandversuche bestatigt. Am Standort “Schifferstadt” wies die B.
juncea-Grundiingung trotz einer potentiell freisetzbaren 2-propenyl-ITC-Menge von 65,7 nmol/g Bo-
den im Vergleich zu einer Phacelia-Variante keine signifikante Wirkung gegenuiber Verticillium auf.
Auch die Einarbeitung von R. sativus zeigte erwartungsgemaf keine Wirkung. Ein zweiter Versuch

am Standort "Langforden” erbrachte die gleichen negativen Ergebnisse (Tab. 47-48).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die gepriften Genotypen bei einer Grin-
dingung nicht jene ITC-Mengen freisetzen kdnnen - im Gegensatz zu methyl-ITC bildenden
synthetischen Mitteln -, die in natirlichen Boden fiir eine ausreichende Eliminierung der Mik-
rosklerotien notwendig waren. Selbst die potentiell erzielbaren ITC-Konzentrationen von Pflan-
zensorten mit hohen GSL-Gehalten und/oder Biomasseproduktion erscheinen zu gering angesichts
der toxikologisch erforderlichen ITC-Mengen und der Tatsache, dass in der Praxis durch organische
Substanz, mikrobielle Aktivitdt und Verflichtigung die Verweildauer der ITC im Boden und ihre Wir-
kung reduziert werden. Gleichzeitig stehen - auf3er der Ziichtung von Pflanzensorten mit hdheren
GSL-Gehalten - kaum weitere Ansatze zur Verfiigung, um dieses Verfahren der Biofumigation ausrei-

chend zu optimieren.
Biofumigationspotential von Samenmehlen

Bei vielen Brassicaeae weisen die reifen Samen GSL-Gehalte auf, die jene, die in Blattern und Trie-
ben ermittelt werden, um ein vielfaches ubertreffen kdnnen. Hinsichtlich der Pflanzenentwicklung sind
zum Zeitpunkt der Samenreife die hochsten flachenbezogenen GSL-Mengen vorhanden. Aus anbau-
technischer Sicht ist dies aber ein zu spéater Zeitpunkt flr eine Einarbeitung. Eine Zerstoérung der Sa-
menkorner ist beim Mulchvorgang nur schwer zu erzielen, wahrend gleichzeitig eine unerwiinschte
Samenverseuchung des Bodens droht (Bellostas et al. 2004). Gleichwohl eréffnet der hohe GSL-
Gehalt der Samen die Perspektive einer alternativen Anwendung der Biofumigation. Nach der Entfer-
nung des Olanteils durch Kaltpressung kann der verbliebene GSL-haltige Samenschrot, auch als
Samenmehl bezeichnet, als biologisches Entseuchungsmittel gezielt auf Flachen ausgebracht und

eingearbeitet werden. Das Samenmehl lasst sich im trockenen Zustand ohne gravierende Verluste
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des GSL-Gehaltes und der Myrosinase-Aktivitat lagern. Erst durch Einwirkung von externer Feuchtig-
keit wird nach der Einarbeitung in den Boden die Hydrolyse in Gang gesetzt. Die Anwendung wird -
im Gegensatz zur Grindingung - deshalb nicht durch saisonale Anbaupraktiken bzw. der Nichtver-
fligbarkeit einer ausreichenden Wachstumsperiode in der Fruchtfolge eingeschrankt (Mazzola und
Zhao 2010). Samenmehle kdnnen vielmehr unabhéngig vom Anbau auf entsprechenden Zielflachen
ausgebracht werden. Dartber hinaus sind weitere Anwendungsvorteile vorhanden. Durch Erhéhung
der Aufwandmenge lasst sich die ITC-Konzentration im Boden bzw. Wirkung steigern. Schlief3lich
kann davon ausgegangen werden, dass die gleichméRige Verteilung einer pulverdhnlichen Biomasse
im Boden - im Vergleich zu Grindungung - zu einer Wirkungsverbesserung beitragt. In zahlreichen
Studien konnte die Biofumigationswirkung von GSL-haltigen Samenmehlen gegeniiber bodenburtigen
Schadlingen und Pilzen sowie Samen von Unkrautern nachgewiesen werden (Brown und Morra
2005). Ziel des Projektes war es, erstmalig die Samenmehle verschiedener Pflanzenarten und -sorten
aus der Familien der Brassicaceae systematisch hinsichtlich ihres Biofumigationspotentials gegen-
Uber Verticillium dahliae zu evaluieren, und somit die Grundlagen fur die Entwicklung einer zukunfti-

gen praktischen Anwendung des Verfahrens zu schaffen.

Sinigrin-haltige Samenmehle von B. juncea, B. carinata und B. nigra

In einem ersten Schritt wurden - analog zu den Grinmassen - die GSL-Profile der Samenmehle be-
stimmt. In den Samenmehlen der Sorten von B. juncea, B. carinata und B. nigra konnte erwartungs-
gemal lediglich die GSL-Hauptkomponente Sinigrin nachgewiesen werden. Die 2011 von den Zich-
tern bezogenen Samen bzw. Mehle wiesen - mit Ausnahme der B. nigra-Sorte "M24" - Sinigrin-Ge-
halte von ca. 100,0 umol/g auf (Tab. 35). Diese Gehalte konnten 2012 in Mehlen aus eigenem Anbau
nochmalig bestétigt werden (Tab. 36). In der Literatur werden allerdings fur Samenmehle von B.
juncea und B. carinata héhere Sinigrin-Gehalte von durchschnittlich ca. 150,0 umol/g angegeben
(Vaughn et al 2006; Hansson et al. 2008; Galletti et al. 2008; Henderson et al. 2009; Furlan et al.
2010). Mazzola et al. (2007) sowie Mazzola und Zhao (2010) setzten in ihren Versuchen gar ein B.
juncea-Mehl mit einem Sinigrin-Gehalt von 303,0 umol/g ein. Die hoheren Sinigrin-Mengen modgen

auf andere Anbaubedingungen und Sorten zuriickzufihren sein.

Unter der konservativen Annahme einer Aufwandmenge von 250 g/m? kénnten die gepriiften Sa-
menmehle potentiell 2-propenyl-ITC in Mengen von bis zu 190,0 nmol/g Boden freisetzen (Tab. 35
und 36). Dies ist deutlich mehr als die entsprechenden Griinmassen der jeweiligen Sorten produzie-
ren kdnnen und zeigt schon das hohere Biofumigationspotential dieser besonderen Form der Bio-
masse an. Zumal beim Samenmehl im Vergleich zur gemulchten Grinmasse eine deutlich hohere
aktuelle Freisetzungsrate erwartet werden kann. Mittels spektralphotometrischer Analyse konnten fir
die Samenmehle von B. juncea und B. carinata unter optimalen Bedingungen Freisetzungsraten von

2-propenyl-ITC zwischen 62,5 und 100 % ermittelt werden. Hierbei scheint es sortenabhéngige Un-



78

terschiede zu geben (Tab. 40). Eine ahnliche ITC-Freisetzungsrate von 77,0 % konnten Leoni et al.
(2004) fur ein B. carinata-Mehl bestimmen. Einschrankend muss hier hinzugefligt werden, dass in
unserer Versuchsreihe gefriergetrocknetes, fein vermahlenes Samenmehl verwendet wurde. Es weist
deshalb einen héheren Zerkleinerungsgrad im Vergleich zum unbehandelten Samenmehl, welches in
den Labor- und Freilandversuchen zur Anwendung kam, auf und eine etwas hdhere Freisetzungsrate.
So wiesen Mazzola und Zhao (2010) in ihren Versuchen nach, dass ein B. juncea-Mehl mit einer Par-
tikelgroRe von < 1,0 mm hoéherer ITC-Mengen freisetzt als ein Mehl mit einer Partikelgrof3e von 2,0-

4,0 mm.

Im Biotest zeigten inshesondere die Samenmehle aller Sorten von B. juncea bei einer Aufwandmenge
von 0,4 Vol.-% eine sehr gute Wirkung gegeniber Verticillium, indem sie alle Mikrosklerotien elimi-
nierten (Tab. 41). Die Mehle konnten in den Gefalien maximal 2-propenyl-ITC in Konzentrationen von
107,0-127,0 nmol/g Sand freisetzen. Unter der Annahme einer Freisetzungsrate von 80,0 % kdnnen
reale ITC-Konzentrationen von 86,0-102,0 nmol/g Sand angenommen werden. Gleichzeitig konnte in
einem erganzenden Versuch gezeigt werden, dass die Samenmehl-Biomasse das von ihr freigesetzte
2-propenyl-ITC nur geringflgig bindet bzw. in seiner Wirkung mindert (Tab. 45). Vergleicht man nun
die angenommenen realen 2-propenyl-Konzentrationen (s. 0.) mit der in den toxikologischen Untersu-
chungen fir 2-propenyl-ITC ermittelten Dosis-Wirkungskurve (Tab. 19), kdnnen ca. 90,0 % der voll-
standigen Wirkung im Biotest als ein ITC-bezogener Biofumigationseffekt erklart werden. Der Rest
der Wirkung ist vermutlich als ein nicht GSL-abhéngiger Effekt zu interpretieren. Darauf deuten die
Ergebnisse der Versuchsreihe mit entgiftetem und autoklavierten B. juncea-Samenmehl hin (Tab. 46).
Wie in der Studie von Smolinska et al. (1997) war nach dem Entgiftungsvorgang das Samenmehl
nahezu GSL-frei wahrend das Autoklavieren zwar die Myrosinase-Aktivitat blockierte aber den GSL-
Gehalt kaum beeinflusste. Beide behandelten Mehle konnten somit keine ITC freisetzen, zeigten aber
dennoch schon bei einer Aufwandmenge von 0,1 Vol.-% im Quarzsand und natirlichen Bdden eine
geringe Wirkung. Insbesondere das entgiftete Mehl konnte die Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien im
Quarzsand um 15,0 % und in natlrlichen Boden um bis zu 25,0 % reduzieren. Der ,Nicht-GSL-Effekt®
kann unter Umstanden auf groRe Mengen gering-toxischer volatiler S-haltiger Verbindungen zuriick-
gefuihrt werden, die beim Abbau des Gewebes entstehen und nicht von GSL-Verbindungen herriihren
(Bending und Lincoln 1999). Da das entgiftete und nichtsterile Mehl im Vergleich zum autoklavierten
sterilen Mehl eine tendenziell hohere Nicht-GSL-Wirkung aufwies, kann auch ein zusatzlicher mikro-

bieller Effekt diskutiert werden.

Wie bei der Griinmasse konnte auch beim Samenmehl gezeigt werden, dass seine Biofumigations-
wirkung in einem natirlichen Boden in Abh&ngigkeit seiner Eigenschaften erheblich verringert ist. So
konnte in Dosis-Wirkungs-Versuchen (Abb. 16) fur den sterilen Quarzsand ein EDgo-Wert - bezogen
auf die Aufwandmenge - von 0,11 Vol.-% errechnet werden (Tab. 43). Fir die sechs natlrlichen Bo-
den wurden dagegen EDgo-Werte von 0,51 - 2,21 Vol.-% ermittelt. Zwar konnte keine signifikante Kor-

relation zwischen der Wirkung und dem Cg4-Gehalt der Boden festgestellt werden, jedoch war die
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Wirkung des B. juncea-Samenmehls in den beiden Béden (5 und 6) mit den hochsten C,4-Gehalt von
> 3,0 auch am geringsten. Darlber hinaus dirften weitere Faktoren, wie die mikrobielle Aktivitat oder

Bodentextur, fiir die unterschiedlichen Wirkungen verantwortlich sein.

Im Quarzsand und in den Bdden 1 und 5 wurde die reale ITC-Freisetzung nach Applikation des B.
juncea-Mehls mit einer Aufwandmenge von 0,4 Vol.-% mittels spektralphotometrischer Analyse Uber
48 Stunden hinweg erfasst (Abb. 18). Der H6hepunkt der Bildung von 2-propenyl-ITC wurde bereits
3h nach Einmischung des Mehls festgestellt. Anschlieend nahm bis zum Versuchsende die Kon-
zentration kontinuierlich bis auf ein Flnftel ab. Einen gleichen Freisetzungsverlauf von 2-propenyl-ITC
nach Ausbringung eines Sinigrin-haltigen Samenmehls konnten D"Avino et al. (2004) sowie Mazzola
und Zhao (2010) beobachten. In unserer Studie erscheinen allerdings die unterschiedlichen Freiset-
zungsverlaufe in den Bdden widersprichlich. Wahrend im Quarzsand und Boden 1 nahezu gleiche
Mengen gemessen wurden, konnten im Boden 5 stets fast doppelt so hohe Konzentrationen nachge-
wiesen werden. Hierbei entspricht der 6 h nach Applikation ermittelte Héchstwert von ca. 95,0 nmol/g
Boden (Abb. 18) ziemlich genau der zu erwartenden realen ITC-Menge, wenn man bei gegebenen
Sinigrin-Gehalt des Mehles der Sorte "Energy” von 91,0 umol/g und einer Aufwandmenge von 0,4
Vol.-% von einer potentiellen ITC-Konzentration von 125,0 nmol/g Boden ausgeht und zuséatzlich eine
Freisetzungsrate von 80,0 % annimmt. Widersprichlich erscheinen die Messungen aber deshalb, da
die hdchsten ITC-Mengen in jenem Boden 5 festgestellt wurden, in dem das Samenmehl die gerings-
te Wirkung aufweist (Tab. 43). Der hohe C,4-Gehalt von 3,2 % konnte hierfur eine Erklarung liefern,
denn er bindet umfangreich das freigesetzte 2-propenyl-ITC (und mindert die Wirkung). Das ,gebun-
dene” ITC wird anschlieRend mittels Methanol - neben dem in der Bodenlésung sich befindlichen ITC
- extrahiert und miterfasst. Dagegen werden im Quarzsand bzw. Boden 1 mit deutlich geringerem
Corg-Gehalt (1,06 %) auch geringere ITC-Mengen an organische Substanz adsorbiert. In der Folge
konnen gré3ere Mengen des volatilen 2-propenyl-ITC in den ,Headspace“-Raum der Gefalie entwei-

chen, wo sie bei der Analyse nicht miterfasst werden.

Die fur die Bdoden 1-6 berechneten EDg,-Werte (Tab. 43) entsprechen Aufwandmengen des B.
juncea-Samenmehls von ca. 2,5 bzw. 11,0 t/ha. Bei einem angenommenen Sinigrin-Gehalt von ca.
100,0 umol/g und einer Freisetzungsrate von 80,0 % sowie einer Einarbeitungstiefe von 10 cm wiir-
den ITC-Konzentration von ca. 150,0-600,0 nmol/g Boden erzielt. Dies steht im Einklang mit den toxi-
kologischen Untersuchungen und der daraus gewonnenen Erkenntnis (s. 0.), dass in Abh&ngigkeit
der Bodeneigenschaften 2-propenly-ITC-Konzentrationen von 150,0 nmol/g Boden und deutlich mehr
erforderlich sind, um eine ausreichende Wirkung gegeniber Verticillium zu erzielen. Brown und Morra
(2005) gehen in ihrer Hochrechnung von einem GSL-Gehalt von 250,0 pmol/g und einer niedrigen
ITC-Freisetzungsrate von 20,0 % aus. Hier wirden Samenmehlausbringungen von 2,7 Vol.-% eine
Konzentration von ca. 500,0 nmol/g Boden freisetzen. Sie fordern deshalb Mehle, die GSL-Gehalte

von deutlich mehr als 200,0 umol/g aufweisen.
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Hinsichtlich der in der Praxis erforderlichen Aufwandmengen geben die Feldversuche noch etwas
Auskunft. Allerdings muss bei diesen Versuchen bericksichtigt werden, dass die Inhomogenitat der
Versuchsflache - insbesondere im Hinblick auf die Verticillium-Verseuchung - einen grof3en Versuchs-
fehler bedingt, der geringe Biofumigationswirkungen Uberlagert und kaum erkennen lasst. Dazu tra-
gen auch natirliche Veranderungen der Keimfahigkeit der Mikrosklerotien bei, die durch exogene,
noch weitgehend unbekannte Faktoren beeinflusst wird. So ist derzeit davon auszugehen, dass mit-
tels des Verticillium-Testes jeweils nur ein Teil der Mikrosklerotien-Population erfasst wird, wahrend
der Rest sich in einer Art Keimruhe befindet. Dies erklart z. B. die Verdoppelung der Mikrosklerotien
innerhalb des Versuchszeitraumes im Freilandversuch 2011 am Standort Schifferstadt (Tab. 48).

Unter diesen widrigen Bedingungen konnten in den Freilandversuchen 2011 an beiden Standorten
mit Samenmehl-Behandlungen der B. juncea-Sorte "Terrafit” in einer Aufwandmenge von 200,0 g/m?
(= 2,0 t/ha) keine signifikanten Wirkungen erzielt werden, obwohl potentiell 88,9 nmol ITC/g Boden
freigesetzt werden konnten (Tab. 48 und 49). Im Gewachshausversuch 2012 - ebenfalls gekenn-
zeichnet durch eine erhebliche Streuung der Daten - zeigten héhere Aufwandmengen ab 250-500
g/m? tendenziell eine Wirkung (Tab. 49). Auch im Versuch 2013 wurde deutlich, dass eine Aufwand-
menge von 500 g/m? notwendig ist, um eine signifikante Wirkung an diesem Standort zu erzielen
(Tab. 50). In Kombination mit einer Folienabdeckung wurde die Wirkung mehr gesteigert als durch
eine Verdoppelung der Aufwandmenge auf 1000 g/m? Dies steht im Einklang mit zuvor durchgefiihr-
ten Laborversuchen mit geschlossenen und offenen GefaRen. In Abhangigkeit der Bodeneigenschaf-
ten wurden bei Verwendung von Gefa3en ohne Abdeckung mehr oder weniger grof3e Wirkungsmin-
derungen beobachtet (Tab. 44). Im sandigen Boden 1 mit geringem C,4-Gehalt betrug der Wirkungs-
verlust im offenen Gefal3 ca. 50,0 %, wohl bedingt durch ITC-Verluste Gber Verflliichtigung. Price et al.
(2005) untersuchten die Freisetzung von 2-propenyl-ITC nach Applikation eines B. juncea-Gewebes
unter verschiedenen Bedingungen. Sie konnten in einem Boden mit Abdeckung eine um 56,0 % ho-
here ITC-Konzentration feststellen. Bei einer Temperatur von 45 °C war die ITC-Konzentration um
81,0 % hoher als bei 15 °C. Sie schlussfolgern daraus, dass eine Folienabdeckung sehr sinnvoll sein
konnte, da sie die Temperatur erhdht und ITC-Verluste durch Verflichtigung mindert.

Weiteren Versuchen bleibt es zukunftig vorbehalten, bei Sinigrin-haltigen Samenmehlen die
far eine ausreichende Wirkung erforderlichen Aufwandmengen mit und ohne Folienabdeckung
in Abhéngigkeit der Standorteigenschaften zu ermitteln. Schlie3lich gilt es untersuchen, in-
wieweit die Herstellung entsprechender Samenmehlmengen und ihre Ausbringung sowohl fur

den Produzenten als auch den Anwender 6konomisch tragféhig sind.

Samenmehle von E. sativa und R. sativus

Unter den nicht Sinigrin-haltigen Samenmehlen zeigte das Mehl von E. sativa im Biotest eine ahnlich

gute Wirkung wie die Mehle von B. juncea (Tab. 41). Sie kann auf den hohen GSL-Gehalt von 94,5
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pmol/g zuritickgefuhrt werden (Tab. 37), der zu 94,0 % aus dem GSL Erucin bestand. Dieses GSL-
Profil stimmt mit dem von Lazzeri et al. (2004) fur ein Mehl von E. sativa ermitteltem Profil Gberein.
Die fast vollstéandige Eliminierung der Mikrosklerotien kann - analog zu den Mehlen von B. juncea -
mit der potentiell freisetzbaren Menge aliphatischer ITC in H6he von 110,0 nmol/g Sand und ggf. ei-

nem geringen Nicht-GSL-Effekt hinreichend erklart werden.

In den Samen von R. sativus konnte lediglich das auch in der Griinmasse vorhandene Haupt-GSL 4-
methylthio-3-butenyl (Raphsatin) nachgewiesen werden (Tab. 38). Das von Sang et al. (1984) be-
schriebene GSL 4-methylsulfinyl-3-butenyl (Raphenin) wurde nicht gefunden. Allerdings wurden im
Gegensatz zum Blattgewebe nur sehr geringe Mengen von 1,7-5,0 umol/g in den verschiedenen
Mehlen detektiert, die fur eine signifikante ITC-bezogene Biofumigationswirkung nicht ausreichen
durften. Dennoch zeigten die Mehle von R. sativus im Biotest hohe Wirkungsgrade von 67,0 bis
87,8% (Tab. 41). Diese kbénnen nur auf eine ausgepragte Nicht-GSL-Wirkung oder andere Effekte
zuriickgefuhrt werden, die in weiteren Versuchen aufzuklaren sind. Aufgrund der deutlichen Wirkun-
gen, die mit einer Applikation dieser Samenmehle erzielt werden konnten, sollten sie in der weiteren

Forschungs- und Entwicklungsarbeit berticksichtigt werden.

Samenmehle von S. alba und B. napus

In den Samenmehlen von S. alba konnte Sinalbin bzw. 4-hydroxybenzyl in Konzentrationen von
116,7-133,4 umol/g gemessen werden (Tab. 38). Borek und Morra (2005) wiesen im Samen von S.
alba ebenfalls Sinalbin als Haupt-GSL in ahnlicher Konzentration nach. Sie verweisen darauf, dass
das freigesetzte 4-hydroxybenzyl-ITC sehr unstabil ist und direkt weiter zu einem Thiocyanat-lon bzw.
SCN’ abgebaut wird. SCN™ habe pytotoxische Eigenschaften und wird fir die herbizide Wirkung von
S. alba-Samenmehlen verantwortlich gemacht. Eine fungizide Wirkung gegentber Verticillium ist nicht
vorhanden, denn die gepruften Samenmehle zeigten im Biotest allesamt keinerlei Wirkung (Tab. 41).
Dies ist letztendlich auch darauf zurtickzufiihren, dass der Samen im Vergleich zur Grinmasse kein

Tropaeolin enthalt, das sehr bioaktives benzyl-ITC freisetzen kénnte.

Auch die gepriften Samenmehle von B. napus mussen als weitgehend wirkungslos eingestuft wer-
den. Im Gegensatz zu den Mehlen anderer Pflanzenarten weisen sie ein vielfaltigeres GSL-Profil auf.
In den Samen wurden von den ITC-freisetzenden GSL vor allem Gluconapin (3-butenyl) in Konzentra-
tion bis zu 46,7 pumol/g und in geringerer Konzentration Glucobrassicanapin (4-pentenyl) bzw. Glu-
conasturtiin (2-phenylethyl) gemessen (Tab. 39). Zusatzlich wurden bei den Mehlen der Sorten "Eme-
rald’, "Akela” und "Greenland” das GSL Progoitrin (2-hydoxy-3-butenyl) in Konzentrationen von ca.
50,0 pumol/g nachgewiesen (Daten nicht aufgefihrt). Es wandelt sich in ein unstabiles ITC und spon-
tan in 5-vinyloxazolidine-2-thione (5-Vinyl-OZT) um, flir das Somolinska et al. (1997) eine fungizide

Wirkung nachweisen konnten.
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Ahnliche GSL-Profile wie sie in der vorliegenden Arbeit fiir Samen von B. napus ermittelt wurden,
werden in diversen Studien, u.a. von Sang et al. (1984), Somolinska et al. (1997), Mazzola et al.
(2001, 2007) oder Cohen et al. (2005) beschrieben. Trotz der relevanten GSL-Konzentrationen bzw.
freisetzbaren ITC-Mengen zeigten die Samenmehle im Biotest keine oder nur sehr geringe Wirkun-
gen (Tab. 41). Eine Korrelation mit dem GSL-Gehalt wurde hierbei nicht festgestellt. So wiesen jene
Mehle der Sorten "Emerald” und "Molino”, die die geringsten ITC-Mengen freisetzten konnten, im
Vergleich zu den anderen Mehlen eine geringe Wirkung auf. Eine dhnliche Beobachtung machten
Mazzola et al. (2001, 2007) und Cohen et al. (2005), die mit Mehlen von B. napus und Aufwandmen-
gen von 0,1 bzw. 0,5 Vol. % den Befall von Apfelbdumen mit Rhizoctonia deutlich verringern konnten.
Sie machen hierfur aber keine GSL-abh&ngige Biofumigationswirkung verantwortlich, sondern andere
Mechanismen, insbesondere Anderungen in der antagonistischen Mikroflora des Bodens. Vor diesem

Hintergrund erscheinen Samenmehle von B. napus zur Bekampfung von Verticillium eher ungeeignet.

AbschlieRende Beurteilung

Die toxikologischen Untersuchungen zeigen, dass in natirlichen Bdden in Abh&ngigkeit ihrer Eigen-
schaften Konzentrationen aliphatischer ITC mit geringem Molgewicht, wie z. B. methyl- oder 2-
propenyl-ITC, von 150,0 nmol/g Boden und deutlich mehr (bis ca. 500,0 nmol/g) erforderlich sind, um
eine ausreichende Wirkung gegenuber den Mikrosklerotien von Verticillium zu erzielen. Wird ein ITC-
bildendes synthetisches Bodenentseuchungsmittel, wie z.B. Basamid Granulat, eingesetzt, werden in
Abhangigkeit der Aufwandmenge ITC-Konzentrationen von 500,0-1000,0 nmol/g Boden freigesetzt
(Abb. 19). Dies erklart, warum solche Behandlungen bisher sehr wirksam gewesen sind. Fir eine
klassische Biofumigationsmal3nahme erscheinen Sorten von B. juncea derzeit am geeignetsten, well
die Grunmassen groliere Mengen des toxischen 2-propenyl-ITC freisetzten kénnen. Geht man von
durchschnittlichen Sinigrin-Gehalten und Biomasseertrdgen aus, kdénnen potentielle ITC-Konzen-
trationen von 100,0-150,0 pumol/g Boden erzielt werden. Aufgrund der nicht vollstandigen Zerkleine-
rung des Gewebes unter praktischen Feldbedingungen muss aber mit ITC-Freisetzungsraten < 50 %
gerechnet werden. Hinzu kommen suboptimale Bodenbedingungen sowie ITC-Verluste durch Ver-
flichtigung, die Freisetzungsrate bzw. Verweildauer der ITC im Boden mindern. Deshalb sind mit ho-
her Wahrscheinlichkeit reale ITC-Konzentrationen < 50,0 nmol/g Boden zu erwarten, die fir eine sig-
nifikante Wirkung nicht ausreichen. Werden Samenmehle von B. juncea mit durchschnittlichen
Sinigrin-Gehalten von 100,0 pmol/g ausgebracht, kénnen bei Aufwandmengen von 2,5-10,0 t/ha und
einer Freisetzungsrate von 80,0 % ITC-Konzentrationen von ca. 150-500 nmol/g Boden und entspre-
chende Wirkungen gegenuber Verticillium erzielt werden, die durch Folienabdeckung noch gesteigert
werden kénnen. Die 6konomische Bewertung eines solchen alternativen Biofumigationsverfahrens

steht allerdings noch aus.



83

1000
900
= 800
()
'8
m 700
Y
©
£ 600
E
s 500
"E erforderliche ITC-Konzentration fur Wirkung gegen-
qu) 400 uber Mikrosklerotien > ca.80 % in natlrlichen Boden
N
S 300
X 500-1000
(@]
e 200
100-150
O .
Basamid Granulat Griinmasse Griinmasse Samenmehl
max. Konz. reale Konz. reale Konz.

Abb. 19: Durchschnittlich freisetzbare ITC-Mengen von Griinmassen oder Samenmehlen von B.
juncea im Vergleich zur Anwendung eines synthetischen Mittels und den fiir eine umfangreiche

Wirkung erforderlichen ITC-Konzentrationsbereich
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5. Zusammenfassung

Ziel des Vorhabens war es, einem systematischen umfassenden Ansatz folgend, das theoretische
Biofumigationspotential (potentielle Wirkung) sowie das unter praktischen Bedingungen zu erwarten-
de reale Wirkungspotential (aktuelle Wirkung) der Grinmassen sowie Samenmehle verschiedener
Genotypen von Brassicaceaen gegenuber dem Erreger Verticillium zu evaluieren. Die Ergebnisse
sollten sowohl die Grundlage fir eine zielgerichtete Implementierung der Biofumigation in praktische
Anbausysteme liefern als auch die Basis fir eine Optimierung und Weiterentwicklung des Verfahrens
bilden.

1. Mittels eines standardisierten Testsystems wurde in einem sterilen Sand die Toxizitat verschiede-
ner relevanter ITC gegentiber den Mikrosklerotien des Erregers untersucht. Fur die aliphatischen me-
thyl- und 2-propenyl-ITC wurden LDg,-Werte von ca. 90,0 nmol/g Sand ermittelt. Aromatische ITC,
wie z. B. benzyl-ITC mit einem LDgp-Wert von 8,4 nmol/g Sand, waren um ein vielfaches toxischer. In
naturlichen Boden war die Toxizitat von 2-propenyl-ITC deutlich verringert. Es konnte eine signifikante
negative Korrelation zwischen ITC-Wirkung und C,4-Gehalt der Boden ermittelt werden. In den meis-
ten Bdden scheinen in Abh&ngigkeit ihrer Eigenschaften ITC-Konzentrationen von 150,0 nmol/g Bo-
den und weitaus mehr notwendig, um eine ausreichende Wirkung (> 80,0 %) gegenuber Verticillium

Zu erzielen.

2. Mittels HPLC-Analyse wurden die GSL-Gehalte der Griinmassen (Blatter, Triebe) von 27 Sorten
von B. juncea, B. carinata, B. nigra, S. alba, R. sativus und E. sativa bestimmt. Zusammen mit den
Biomasseertragen konnte die maximal freisetzbare Menge an ITC in nmol/g Boden fur eine Einarbei-
tungstiefe von 10 cm errechnet werden. In Relation zu den LDsg- und LDgo-Werten der jeweiligen ITC
wurde das theoretische Biofumigationspotential der Biomassen ermittelt. Fir alle Sorten konnte ein
mittleres (50,0-90,0 % Wirkung) oder hohes Potential (> 90,0 %) geschéatzt werden.

3. Um das reale Biofumigationspotential verschiedener Arten bzw. Sorten unter standardisierten Be-
dingungen vergleichend zu evaluieren, wurde ein effizienter Laborbiotest entwickelt. Im Hinblick auf
die Biofumigationswirkung waren die Bedingungen zunéchst optimiert. Die Applikation von gefrierge-
trockneter Griinmasse, sowie ideale Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen stellten eine mdg-
lichst vollstdandige Umwandlung der GSL in ITC sicher. Die Verwendung eines kunstlich mit Mikro-
sklerotien verseuchten sterilen Quarzsandes ohne beeinflussende Bodenfaktoren in gasdicht ver-

schlossenen GefalRen maximierte die Verweildauer der ITC im Boden.

4. Unter den idealisierten Bedingungen des Biotestes reduzierten die Grinmassen von B. juncea die
Anzahl keimfahiger Mikrosklerotien um 70,0-80,0 %. Die Gehalte der Grinmassen mit dem GSL
Sinigrin (10,6-34,4 umol/g) sowie die Schatzung der freigesetzten Menge 2-propenyl-ITC deuten da-

rauf hin, dass die Wirkung ein deutlich ITC-bezogener Biofumigationseffekt war.
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5. Die Grinmassen der Sorten von R. sativus und S. alba waren im Biotest mit Wirkungsgraden zwi-
schen 9,9-37,5 % deutlich weniger effektiv. Bei R. sativus kann dies auf die zu geringen GSL-Gehalte
oder eine ungeniigende Umwandlung der GSL in ITC zuriickgefuhrt werden. Die Gewebe einiger Sor-
ten von S. alba wiesen Gehalte des GSL Tropaeolin auf (0,9-2,6 umol/g), die ausreichende Mengen
des hochtoxischen benzyl-ITC freisetzten konnten, um eine Wirkung zu entfalten. Die sehr geringe
Wirkung dieser Griinmassen kann auf eine unmittelbare Bindung des benzyl-ITC an organische Ver-
bindungen der sie freisetzbaren Biomasse zuriickgefiihrt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Ermittlung des theoretischen Biofumigationspotentials keine realistische Bewertung hinsichtlich einer
Wirkung unter Praxisbedingungen liefert.

6. Als aussichtsreich erwiesen sich im Biotest lediglich die Sinigrin-haltigen Griinmassen von B.
juncea. Wurde der Biotest mit natiirlichen Boden durchgeftihrt, war aber ihre Wirkung in Abhangigkeit
der Bodeneigenschaften wiederum erheblich reduziert. Unter Praxisbedingungen muss aufgrund des
unzureichenden Zerkleinerungsgrad der Biomasse und der geringen ITC-Freisetzungsraten mit ITC-
Mengen < 50,0 nmol/g Boden gerechnet werden, die keine ausreichende Wirkung mehr entfalten
kénnen. Diese Annahme wurde durch Freilandversuche bestétigt. Der Anbau von B. juncea an zwei
verschiedenen Standorten sowie die Zerkleinerung und Einarbeitung der Biomassen hatten keinen

signifikanten Einfluss auf den Erreger.

7. Als Alternative zu den Griinmassen wurde das Biofumigationspotential der Samenmehle von 23
Sorten der Pflanzenarten B. juncea, B. carinata, B. nigra, E. sativa, S. alba, R. sativus und B. napus
evaluiert. Es wurde zunéchst ihr GSL-Profil analysiert. Die Mehle von B. juncea, B. carinata und B.
nigra enthielten die GSL-Hauptkomponente Sinigrin in héchsten Konzentrationen von ca. 100,0
pmol/g. Mittels spektralphotometrischer Analysen wurde festgestellt, dass die Samenmehle unter op-
timalen Bedingungen sortenabhéngig maximal 62,5-100,0 % des Sinigrins in 2-propenyl-ITC umwan-

deln.

8. Die Wirkung der Samenmehle gegenuber Verticillium wurde mittels des Laborbiotests gepruft. Ins-
besondere bei Anwendung der Mehle von B. juncea mit einer Aufwandmenge von 0,4 Vol.-% konnten
im sterilen Quarzsand keine keimféahigen Mikrosklerotien mehr nachgewiesen werden. Unter Beriick-
sichtigung der Sinigrin-Gehalte und der Freisetzungsraten werden ca. 90,0 % der Wirkung als ein
ITC-bezogener Biofumigationseffekt interpretiert. Zusatzlich konnte fur Samenmehle von B. juncea

ein geringer Nicht-GSL-abhangiger Wirkungseffekt nachgewiesen werden.

9. Fur ein Samenmehl von B. juncea wurde gezeigt, dass die Biofumigationswirkung in einem naturli-
chen Boden in Abhangigkeit seiner Eigenschaften erheblich verringert ist. Im Laborbiotest wurde in
Dosis-Wirkungs-Versuchen fir den sterilen Quarzsand ein EDgo-Wert von 0,11 Vol.-% bestimmt. Fir
sechs natirliche Boden wurden dagegen EDgo-Werte von 0,51 - 2,21 Vol. % ermittelt. Dies entspricht

Samenmehlaufwandmengen von 2,5-11,0 t/ha. In zwei Praxisversuchen mit B. juncea-Samenmehlen
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wurden ab einer Aufwandmenge von 2,5 bzw. 5,0 t/ha Wirkungen gegentber Verticillium erzielt. So-
wohl im Labor- als auch Freilandversuch war die Wirkung eines B. juncea-Samenmehls durch Abde-

ckung nach der Applikation signifikant erhoht.

10. Unter den Nicht-Sinigrin-haltigen Mehlen wird die vollstandige Wirkung eines Samenmehls von E.
sativa weitgehend auf den GSL-Gehalt bzw. die freisetzbaren ITC-Mengen zurtickgefihrt. Die Mehle
von R. sativus wiesen trotz sehr niedriger GSL-Gehalte Wirkungsgrade zwischen 67,0-88,0 % auf.
Hier muss ein noch unbekannter, Nicht-GSL-abhangiger Wirkungsmechanismus angenommen wer-
den. Die Samenmehle von S. alba und B. napus erwiesen sich aufgrund zu geringer wirksamer GSL-

Gehalte bzw. freigesetzter ITC-Mengen als weitgehend wirkungslos.

11. Die Studie zeigt erstmalig, dass die Griinmassen GSL-haltiger Pflanzen unter Praxisbedingungen
nicht jene wirksamen ITC-Mengen in einem natirlichen Boden freisetzen kénnen, die in Abhangigkeit
seiner Eigenschaften notwendig sind, um eine ausreichende Wirkung gegentber den Mikrosklerotien
(> 80,0 %) zu erzielen. Mit der Ausbringung Sinigrin-haltiger Samenmehle erscheint dies durch Erho-
hung der Aufwandmenge ggf. in Kombination mit einer Folienabdeckung allerdings méglich. Zukiinftig
gilt es zu klaren, inwieweit die Herstellung entsprechender Samenmehlmengen und ihre Ausbringung

sowohl fuir den Produzenten als auch den Anwender 6konomisch tragfahig sind.
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