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ANWENDUNG

Ziel der Erfindung war die Selektion von Stdmmen
der Gattung Trichoderma mit Hemmwirkung gegen ein brei-
tes Spektrum holz- und pflanzenpathogener Pilze, die
Entwicklung eines Fungizids sowie eines Verfahrens zu
seiner Anwendung. Mit der Selektion von drei neuen
Stammen von Trichoderma: Trichoderma sp. LC 1, LC 2 und
LC 3 wurden Pilze selektioniert, welche die wichtigsten
Holzzerstdrer nach EN 113 vollstdndig hemmen. Weiters
hemmen sie wichtige pflanzenpathogene Pilze. Ein auf
dem Einsatz der drei Trichoderma Stémme beruhendes Fun-
gizid wird erfindungsgemd durch Sprithen, Tauchen oder
in immobilisierter Form appliziert. Bei Applikation auf
Holz ist eine Bebriitungsphase Teil der Erfindung.
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Gegenstand der Erfindung ist jeweils ein Stamm der Pilze Trichoderma sp. LC 1-3, ein Fungizid, das
sie enthdlt und als Holzschutzmitiel oder Pflanzenschuzmitiel eingesetzt werden kann, sowie ein Verfahren
zur Bekdmpfung von Pilzen, welche Holz, lebende Bdume oder Pflanzen schadigen.

Holz wird, wenn es mehr als 20 % Feuchte enthélt, von Pilzen befallen und geschédigt. Schutz vor
Pilzbefall ist in der Gefdhrdungskiasse 2 (bei mdglicher voriibergehender Befeuchtung), vor allem aber in
den Gefdhrdungsklassen 3 (der Witierung und Kondensation ausgesetzt, aber nicht im Erdkontakt) und 4
(im dauernden Erdkontakt) erforderlich. Holzsch&den knnen in Form von Fiulnis (Braun-, WeiB-, Moderfau-
le) oder als Verfarbung (Bldue) auftreten. Die intensivste Schddigung erfolgt durch die Braunfiulepilze (z.B
Hausschwamm).

Die Verwendung einiger der wirksamsten chemischen Holzschutzmittel wird derzeit von den Behd&rden
als bedenklich betrachtet und in manchen Landern verboten. Grund dafir ist ihre geringe Umweltvertrdg-
lichkeit bei Auswaschung, vor allem aber bei der Entsorgung des Holzes. Ebenso wird der Einsatz einiger
Pflanzenschutzmittel wegen ihrer schlechten Abbaubarkeit im Boden und der damit verbundenen Anreiche-
rung in Frage gestelit.

Vertreter der Gatiung Trichoderma kommen zahireich im Boden vor und sind als natiirliche Antagoni-
sten verschiedener Pilzarten bekannt. Der Vorteil eines auf der Verwendung von Trichoderma beruhenden
Fungizids besteht darin, daB die von Trichoderma gebildeten Hemmstoffe biogenen Ursprungs sind und
daher bei Auswaschung in den Boden oder bei der Entsorgung von Altholz keine Skologischen Risiken
bestehen. Sie sind im Boden biologisch abbaubar. Die chemische Natur der Hemmstoffe 188t den SchiuB
zu, daB bei Verbrennung keine toxischen Emissionen entstehen.

Von keinem der bisher in der Literatur beschriebenen oder patentierten und in Holzschutzmitteln
verwendeten Stdmme einer Art von Trichoderma wurde nachgewiesen, daB er imstande ist, alle in der
Europdischen Norm EN 113 "Bestimmung der Grenze der Wirksamkeit gegenliber holzzerstérenden
Basidiomyceten, die auf Agar wachsen" angeflihrten Teststimme vollstéindig zu hemmen. Weiters ist die
Hemmuwirkung dieser Stdmme meist auf spezifische Pilze oder Pilzgruppen beschrinkt (DE-OS 3904710,
DE-QS 3600394). Der toxikologische Status dieser Pilze wurde auBerdem nie definiert.

Ziel der Erfindung war es, wirksamere Stdmme von Trichoderma sp. zu selektionieren, die auSerdem
gegen ein breites Spekirum von Schadpilzen anwendbar sind. Weiteres Ziel der Erfindung war es, Stimme
zu selektionieren, die keine akute Toxizitdt aufweisen. Dieses Ziel wird erfindungsgem&B mit den Stdmmen
Trichoderma sp. LC 1, Trichoderma sp. LC 2 und Trichoderma sp. LC 3 erreicht (Beispiel 1). Sie wurden
nach einer Kombination von Methoden, welche dem Stand der Technik entsprechen, selektioniert. Die
Stimme Trichoderma LC 2 und Trichoderma LC 3 sind Biovarianten des Stammes Trichoderma sp. LC 1.

Die Stdmme Trichoderma sp. LC 1, LC 2 und LC 3 wurden von der Anmelderin beim Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Qosterstraat 1, 3742 SK Baarn, Holland, gema8 dem Budapester Verirag unter den
Nummern CBS 595.91 = Trichoderma sp. LC 1, CBS 596.91 = Trichoderma sp. LC 2, CBS 597.91 =
Trichoderma sp. LC 3 hinterlegt. Hinterlegungsdatum ist der 4. November 1991. Die erfindungsgeméBen
Stdmme wurden hinsichtlich ihrer morphologischen und physiologischen Eigenschaften charakterisiert und
gegen andere Stdmme von Trichoderma abgegrenzt (Beispiel 9).

Die hinterlegten Stdmme haben sich in normgerechten Tests als nicht akut toxisch erwiesen (Beispiel
2). Vertreter der Gattung Trichoderma werden vom NIH als nicht pathogen flir Mensch und Tier gewertet.

Die hinterlegten Stamme Uben im Normtest EN 113 eine vollstdndige Hemmung auf die Testpilze aus
(Beispiel 3). Darliber hinaus hemmen die beiden Stdmme andere, phytopathologische Pilze wie Heterobasi-
dion annosum und Armillaria mellea, welche lebende Béume Uber die Wurzeln befallen, Obstbaumschédlin-
ge wie z.B. Libertella blepharis, ebenso weitere pflanzenpathogene Pilze wie z.B. Ophiostoma ulmi, Botrytis
cinerea, Pythium ultimum, Phytophthora Arten und Fusarium Arten (Beispiel 1).

Aus der groBen Anzahl gehemmter Schadpilze geht hervor, daB die Stdmme Trichoderma sp. LC 1, LC
2 und LC 3 aufgrund ihrer starken Hemmwirkung gegen ein breites Spekirum von Pilzen und in vielen
Anwendungsbereichen einsetzbar sind. Die Produktion eines einzigen Pilzstammes flir mehrere Anwen-
dungsbereiche fihrt, im Vergleich mit den bisher beschriebenen, nur spezifisch auf einzelne Pilze oder
Pilzgruppen wirkenden Veriretern von Trichoderma, zu einem wesentlichen wirischaftlichen Vorteil.

Das Fungizid enthdlt erfindungsgemdB koloniebildende Einheiten eines oder einer Kombination der
Pilze Trichoderma sp. LC 1-3 in flir die Hemmung ausreichender Konzentration. Als koloniebildende
Einheiten werden vorzugsweise Sporen in Suspension mit einer Keimzahl von 10*-10% koloniebildenden
Einheiten pro Milliliter eingesetzt. Mycelstlicke k&nnen aber ebenfalls als koloniebildende Einheiten einge-
setzt werden.

Mischungen des erfindungsgem@Ben Fungizids mit anderen fungiziden oder nicht fungiziden Wirkstof-
fen wie z.B. NZhrmedien, Puffer, Haftsubstanzen, Farben, UV-Schutzmitteln, Insektiziden, Akariziden,
Herbiziden, Bakteriziden, Diingemitteln, Wachstumsregulatoren sind gegebenenfalls mdglich. Die Kombina-
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tion des erfindungsgeméBen Fungizids mit anderen Fungiziden in einer das Wachstum der erfindungsge-
miBen Trichoderma Stdmme nicht hemmenden Konzentration ist zur Erzielung einer synergistischen
Wirkung prinzipiell mdglich. ErfindungsgemiB kénnen der fungizide Pilz und die Zusatzstoffe auch getrennt
voneinander in mehreren Schritten appliziert werden.

Die mdglichen Darreichungsformen des erfindungsgeméBen Fungizids kdnnen sein: Suspension, ver-
sprithbare Suspension, versprithbare Emulsion, Spritzpulver, emulgierbares Konzentrat, Granulat oder
Mikrogranulat, Paste, Gel oder an Trigern wie Holz Agar- oder Alginat-Pellets immobilisiert.

Enthilt ein Fungizid erfindungsgemaB koloniebildende Einheiten des Pilzes Trichoderma sp. LC 3 in
hemmender Konzentration, so kann aufgrund der nicht griinen, sondern weiBen Sporen von Trichoderma
sp. LC 3 im Falle der Neubildung von Sporen an der Oberfldche von Holz keine griine Verfdrbung eintreten
(Beispiel 4). Dies ist speziell bei Behandlung von Bldue auf Schnittholz, welches spédter weiterverarbeitet
wird, von Bedeutung.

Das Verfahren zur Bekdmpfung von Pilzen in Holz ist dadurch gekennzeichnet, da das erfindungsge-
miBe Fungizid durch Tauchen, Streichen oder Sprithen appliziert wird. Die Applikation kann auch in
Kombination mit anderen, zur Einbringung von Holzschutzmitteln gdngigen Verfahren, wie z.B. dem
Impfstichverfahren oder dem Vakuum-Druckverfahren, erfolgen. Bei Applikation des Fungizids auf Holz ist
eine anschlieBende Bebriitung des behandelten Holzes bei Optimaltemperatur und hoher Luftfeuchte in
einem BebrUtungsraum ein weiterer Teil des erfindungsgeméBen Verfahrens, um die Keimung der Sporen
und das Einwachsen der Pilzhyphen in das Holz zu fdrdern (Beispiel 5).

Die Applikation des erfindungsgem&Ben Fungizids kann weiters in einer der Darreichungsiormen gegen
Schadpilze in lebenden Bdumen erfolgen. An Stellen, die im Zuge einer holzpathologischen Diagnose
ermittelt wurden, kénnen L&cher gebohrt werden, durch die das Fungizid in das Stamminnere eingefihri
wird (Beispiel 6).

Das erfindungsgemaBe Fungizid kann weiters an den Wurzeln von B3umen oder im Wurzelraum von
B3umen jeglichen Alters zu deren Sanierung appliziert werden (Beispiel 7).

Weiters kdnnen zur Bekdmpfung von Schadpilzen die Samen von Pflanzen mit dem erfindungsgema-
Ben Fungizid behandelt werden, oder dieses in hemmender Konzentration in die Erde eingebracht werden.
Auf Stengeln oder Bldttern wachsende Schadpilze wie Botrytis cinerea knnen durch Spriihen mit dem
erfindungsgemaBen Fungizid bek&mpft werden (Beispiel 8).

Biologische Beispiele
Herstellung der Sporensuspensionen:

2%iger Malzagar wurde zu 15 ml in sterile Petrischalen abgeflllt und mit Sporen oder Mycel der Pilze
Trichoderma LC 1, LC 2 bzw LC 3 beimpit. Nach 2 Wochen Bebriitung bei 25°C wurden die Sporen
gewonnen, suspendiert und auf eine Keimzah! von 108 Sporen/ml verdlnnt. Damit wurden sterilisierte,
gequollene GerstenkSrner in 1 | Erlenmeyerkolben beimpit. Nach 2 Wochen wurden die neu auf den
Getreidekdrnern gebildeten Sporen suspendiert und Suspensionen mit einer Keimzahl von 10*, 10° bzw
108 Sporen/ml hergestellt.

Herstellung eines Fungizids aus dem sporenlosen Kolonietyp von Trichoderma LC 1:

Ein 1 | Erlenmeyer Kolben wurde mit 350 ml Malzbouillon geflillt, sterilisiert und mit 1 ml einer
Hyphensuspension des Pilzes beimpft. Nach einwdchiger Bebriitungsdauer (25 ° C) am Schiittler wurde das
Myecel steril abfiltriert, in sterilem Wasser aufgenommen und mit einem sterilen Labormixer zerkleinert. Die
Suspension enthielt 10° koloniebildende Einheiten und diente als Fungizid.

Beispiel 1:
Laborpriifung auf gesteigerte Hemmwirkung der Trichoderma Stdmme:
a) Untersuchung auf fllichtige Hemmstoffe im Doppelplattentest:

Testpilz: Sterile Petfrischalen wurden mit je 15 mi Malzagar gefllit und in der Mitte des Agars ein von

einer lebenden Kultur von Lentinus lepideus, ein in Telegraphenmasten hdufig vorkommender Schadling,

ausgestochenes Agarplétichen mit 0.5 cm Durchmesser aufgelegt.
Trichoderma: In sterile Peirischalen wurden je 15 ml feuchtes Holzmehl eingeflillt und eben gestrichen.
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Dieses wurde mit je 1 ml Sporensuspension der zu untersuchenden Stdmme von Trichoderma beimpft.
Testanordnung: Uber den unteren Teil der Trichoderma Petrischalen wurde eine gasdurchldssige, sterile
Folie gespannt, der untere Teil der Malzagar Petrischale mit dem Testpilz verkehrt auf die bespannte
Trichoderma Petrischale gelegt und verklebt. Die von Trichoderma gebildeten gasférmigen Hemmstofie
diffundierten durch die Folie und hemmten den Testpilz Lentinus lepideus. Der nach 12 Tagen errgichte
Koloniedurchmesser von Lentinus lepideus gibt die Hemmwirkung des untersuchten Trichoderma Stammes
an.

Hemmpilze Durchmesser der Testpilzkolonie
Ergebnisse: | Trichoderma harzianum LC F34 9cm
Trichoderma sp. LC 1 5cm
Trichoderma sp. LC 2 Ocm
Trichoderma sp. LC 3 45cm

b) Laboruntersuchung auf antagonistische Hemmwirkung auf verschiedene Schadpilze:

2 %iger Malzagar wurde in einer Petrischale am Rand an 2 gegeniiberliegenden Punkten mit je 0,5 cm
groBen Koloniepldttchen des Hemmpilzes bzw. des Testpilzes beimpft und 2 Wochen bebrlitet. Die beiden
Kolonien wuchsen aufeinander zu. Erfolgte keine antagonistische Wirkung, so kam das Wachstum der
beiden Kolonien bei Berlihrung zum Stillstand (a). Bei schwacher Hemmwirkung wurde das Mycel des
Testpilzes von Trichoderma Uberwachsen, sein Wachstum aber nicht abgebrochen (b). Bei starker Hemm-
wirkung wurde das Mycel des Testpilzes von Trichoderma {iberwachsen, das Mycel kollabierte, und an der
Unterseite erfolgte hdufig dunkle Pigmentierung (c). Als Vergleichspilz wurde ein Stamm der Art Trichoder-
ma harzianum, die als antagonistisch gilt, herangezogen.

Th.LC | T.sp.LC1 [T.sp.LC|] T.sp.LC3
F34 2
Lentinus lepideus b c c c
Coniophora puteana a c c c
Serpuia lacrimans a c c c
Armillaria mellea b c c c
Heterobasidion annosum a c c c
Ophiostoma ulmi b c c c
Libertella blepharis a b c b
Botrytis cinerea a b c b
Fusarium oxysporum b c c c
Phytophthora cactorum b c c c

c) Laboruntersuchung auf antagonistische Hemmuwirkung auf pflanzenpathogene Pilze:

Dieser Test driickt die Fihigkeit eines Pilzes aus, sich gegen einen Pflanzenschidiing in direkier
Gegeniiberstellung der Mycelien durchzusetzen. Das MaB fiir diese Fahigkeit wird in % des in der
Bebriitungszeit {iberwachsenen Koloniedurchmessers angegeben.

Durchflihrung:

Im Gegensatz zu Versuch 1b wurde ein fiir Pflanzenschédlinge glinstiges N&hrmedium, némlich
Haferflockenagar (30 g Haferflocken, 15 g Agar-Agar, 1 | Wasser), gew&hit und zu je 15 ml in Petrischalen
gegossen. Je ein Pflanzenschidling und ein Trichoderma Stamm wurden als Antagonisten an 2 gegentiber-
liegenden Punkten am Rande der Petrischale aufgeimpft. Schnell wachsende Schadpilze (Athelia roffsii,
Pythium aphanidermatum, Pythium ultimum) wurden gleichzeitig mit Trichoderma aufgeimpft, wahrend den
Uibrigen, langsamer wachsenden Pilzen Trichoderma erst dann gegeniibergestellt wurde, wenn das Mycel
nahezu die Plattenmitte erreicht hatte. Die Platten wurden 1 Woche bei 25° C bebrlitet. Danach wurde
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gegen die 11 untersuchten Pflanzenschédlinge angegeben.
Trichoderma harzianum LC 1 (Lignocell)
Trichoderma harzianum LC 2 (Lignocell)
Trichoderma harzianum T-315 (Yissum)
Ergebnisse in % Uberwachsen des Durchmessers einer
Pilzkolonie durch den gegentiberliegenden Piiz.
+) Trichoderma Uberwéchst Pflanzenschédling.
-) Pflanzenschidling {iberwéchst Trichoderma.

Testpilze:

Beispiel 2:

Toxizitét einer Sporensuspension von Trichoderma sp. LC 1 mit 108-10" Sporen/ml: (Durchgefithrt vom
Laboratory of Pharmacology and Toxicology, Hamburg, BRD)

LC1 Lc2 T-315 Yissum
Phythium aphanidermatum +100 +100 -7
Phythium ultimum var. ultimum +100 +100 -45
Phytophthora cactorum --- | +100 +100
Fusarium oxisporum +70 +58 0
Fusarium moniliforme +50 +100 +38
Fusarium solani +57 +55 0
Microdochium nivale +100 +100 +54
Botrytis fabae +100 +100 +100
Athelia rolfsii +100 +7 +90
Phaeosphaeria nodorum +100 +100 +17
Phomopsis sclerotioides +100 +100 0
durchschnitiliche Hemmwirkung 88% 84% 31%

Akute orale Toxizitdtsstudie an Ratten:
Akute dermale Toxizitdtsstudie an Ratten:
Akute Hautvertrédglichkeitspriifung an Kaninchen:
Akute Augenirritationssiudie an Kaninchen:
Hautsensibilisierungstest am Meerschweinchen:

Ames-Test:

Beispiet 3:

EN 113: Bestimmung der Grenze der Wirksamkeit von Trichoderma sp. LC 1 gegeniiber holzzerstéren-

keine Unvertraglichkeitsreaktion
keine Unvertrdglichkeitsreaktion
keine irritierenden Eigenschaften
keine irritierenden Eigenschafien
keine sensibilisierenden Eigenschaiten
keine mutagene Wirkung

den Basidiomyceten, die auf Agar gezlichtet werden: (in % Hemmwirkung)

Die Testholzkléizchen wurden mit Sporensuspensionen von Trichoderma sp. LC 1 getrédnkt, bebritet und

normgemaB auf die vorkultivierten Testpilze aufgebracht.

10* Sporen/ml | 108Sporen/ml | 108 Sporen/ml
Lentinus lepideus 100 % 100 % 100 %
Serpula lacrimans 100 % 100 % 100 %
Gloeophyllum trabeum 100 % 100 % 100 %
Poria placenta 100 % 100 % 100 %
Coniophora puteana 100 % 100 % 100 %
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Beispiel 4:
Einsatz von Trichoderma sp. LC 3 zur Blauebekdmpfung:

Von Trichoderma sp. LC 3 wurde wie oben beschrieben eine Sporensuspension in einer Konzentration
von 108 Sporen/mi hergestellt und diese mit Nahrmedium versetzt. Kiefernfurniere aus Splintholz von 4x4
cm wurden in die fungizide LOsung getaucht und in sterilen Petrischalen bei 25°C bebriitet. Nach 2
Wochen war Trichoderma sp. LC 3 intensiv angewachsen, aber mit dem freien Auge nicht erkennbar, da die
Sporen dieses Pilzes weiB und nicht griin, wie die der anderen Trichoderma Stimme sind.

Die bewachsenen Furniere wurden mit einer Sporensuspension von Aureobasidium pullulans, einem
Blduepilz, beimpft.

Ergebnis:

Behandelte Furniere zeigten keine F&rbung durch Trichoderma und nur leichte Férbung durch Aureoba-
sidium. Unbehandelte Furniere wiesen deutliche Blaufdrbung auf.

Beispiel 5:
a) Behandlung von Holzstdmmen mit einer Sporensuspension von Trichoderma sp. LC 1 durch Tauchen:

Stamme aus Kiefernholz von 1 m Linge und ca 20 cm Durchmesser wurden erfindungsgemés mit
einer Suspension, bestehend aus 108 Sporen/ml und zugeseizten Nahrstoffen getaucht, danach 3 Wochen
bei einer Temperatur von 25°C und einer relativen Luftfeuchte von 90 % bebriitet. 5 Stdmme wurden bei
Raumklima gelagert und weitere 5 Stimme wurden im Garien gemeinsam mit 5 unbehandelten Stdmmen
von Friihjahr bis Herbst 8 Monate am Boden liegend der Witterung exponiert. Nach 8 Monaten wurden die
Stdmme optisch beurteilt, mikroskopisch untersucht und Pilze aus dem Holz mikrobiologisch isoliert und
nachgewiesen.

b) Behandiung von Holzstdmmen mit einer Sporensuspension von Trichoderma sp. LC 1 bzw. einer
Mycelsuspension des sporenlosen Kolonietyps von LC 1 durch Vakuum-Druckimprégnierung:

Stdmme aus Kiefernholz von 1 m Linge und ca 20 cm Durchmesser wurden erfindungsgemaB mit
einer Suspension bestehend aus 108 Sporen/ml bzw. einer Hyphensuspension mit 10° koloniebildenden
Einheiten ohne Zusatz von Nihrstoffen in einer Impragnieranlage nach dem Stand des Wissens einer
Vakuum-Druckimprégnierung ausgesetzt. Danach wurden die Stdmme bei 25°C 2 Wochen lang einem
Bebritungsschema mit wechseinden Luftfeuchten ausgesetzt. Die weitere Vorgangsweise erfolgte wie unter
a).

Ergebnis:
Trichoderma sp. LC 1 behandelt, bei Raumklima gelagert:

Leichte Verblauung an der Oberfldche, sonst keine optischen Verdnderungen. Mikroskopie: Pilzhyphen
in Splint und Kern zu beobachten. Mikrobiologische Isolation: Trichoderma sp. LC 1 in Splint- und Kernholz
nachweisbar.

Trichoderma sp. LC 1 behandelt, im Freien gelagert:

Mittlere Verblauung an der Oberfliche, sonst keine optischen Verdnderungen. Mikroskopie: Pilzhyphen
in Splint und Kern zu beobachten. Mikrobiologische Isolation: Trichoderma sp. LC 1 in Splint- und Kernholz
nachweisbar, wenige andere Schimmelpilze.

Unbehandelt, im Freien gelagert:
Starke Verblauung an der Oberfldche, brdunliche Verfarbungen an der Stirnfidche, im Inneren Anzei-

chen beginnender Braunfiule. Mikroskopie: Verschiedene Pilzhyphen in Splint und Kern zu beobachten,
ebenso Schnallenmycelien von Basidiomyceten. Mikrobiologische Isolation: Besonders im Bereich der
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Stirnseite zahireiche Schimmelpilze, darunter BlZuepilze. 5 verschiedene Arten von holzzerstdrenden
Basidiomyceten, darunter mittels Bavendam Test 3 Braunfiulepilze identifiziert.

Beispiei 6:

Behandlung von Apfelbdumen der Sorte Mclntosh mit einem Fungizid, welches Trichoderma sp. LC 1
und LC 2 enthielt.

Je 500 ml Sporensuspension des Stammes LC 1 und LC 2 wurden zu 1 | Suspension mit einer

Konzentration von 108 Sporen/ml vereinigt. Darin wurden sterile Birkenholzstédbe, die zuvor mit Malzbouilion
als Nahrmedium getrédnkt wurden und einen Durchmesser von 5§ mm aufwiesen, getaucht. Diese wurden
anschlieBend bei 25°C und 90 % RH 2 Wochen bebrditet.
Zur Bekdmpfung des als Schidling identifizierten Pilzes, Libertella blepharis, wurde die Oberfldche von
Asten an 5 Stellen, wo elliptische Verfarbungszonen - das typische Erscheinungsbild dieser Pilzerkrankung
- an der Borke auftraten, mit Alkohol sterilisiert. Danach wurden um die Verfarbungsrdnder radial zum
Stamm 6 L&cher mit 5 mm Durchmesser gebohrt. Die bewachsenen Holzstdbe wurden vor der Applikation
in 1,5 %igen Malzagar getaucht und in die Bohrungen inseriert. Die Oberfldche der Bohrung wurde mit
Silikonmasse verstrichen. Die 5 behandelten Aste wurden mit 5 nicht behandelten Schadstellen verglichen.
Der Beobachtungszeiiraum betrug eine Vegetationsperiode.

Ergebnis:

Fortschreiten der Verfarbungsrander pro Vegetationsperiode:

Unbehandelte Aste | 6,4%1,5¢cm
Behandelte Aste 1,9+0,4cm

Damit konnte das Fortschreiten der Krankheit in der ersten untersuchien Vegetationsperiode um 70 %
reduziert werden.

Beispiel 7:

Bekdmpfung des Wurzelschwammes Heterobasidion annosum im Wurzelraum mit einem Fungizid,
welches Trichoderma sp. LC 2 und LC 2 enthielt.

Der Basidiomycet Heterobasidion annosum wurde auf Petrischalen mit 15 ml Malzagar kultiviert. Nach 3
Wochen wurden die Kolonien von 40 Petrischalen gemeinsam mit dem Agar im Sterilmixer zerkleinert und
mit 10 Liter Leitungswasser verdiinnt. In 10 GeféBen wurden je 30 | Erde mit 1 Liter Mycelsuspension
beimpft. Die Erde von 5 GefdBen wurde weiters mit je 1 Liter Sporensuspension von Trichoderma sp. LC 2
in einer Konzeniration von 108 Sporen/ml beimpft, wihrend 5 GefdBe unbeimpft blieben. In jedes GefiB
wurde eine Fichie mit etwa 50 cm HGhe nach guter Durchmischung des Wurzeiballens mit der Erde
gesetzt. Nach 8 Monaten wurden die Bdumchen aus der Erde genommen und die Wurzeln mikroskopisch
und durch Kultivation auf Manifestierung von Heterobasidion annosum an den Wurzeln untersucht.

Ergebnis:
Unbehandelte Erde:

An den Wurzeln aller Baumchen war Heterobasidion nachzuweisen.
Mit Fungizid behandelte Erde:

Die Wurzeln von 3 B3umchen waren frei von Heterobasidion, bei den Ubrigen war bei mikrobiologi-
schen Isolationsversuchen die Haufigkeit des Aufiretens um 60 % reduziert.
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Beispiel 8:

Behandiung von Tomatenpflanzen mit einem Fungizid, welches Trichoderma sp. LC 1 enthdlt, gegen
den Stammfiuleerreger Botrytis cinerea.

Ein Fungizid, erfindungsgem&B eine Sporensuspension von Trichoderma sp. LC 1 in einer Konzentra-
tion von 10® Sporen/ml enthaltend, wurde in einem Glashaus mit kontrollierten Klimabedingungen auf
Tomatenpflanzen gespriiht. Es wurden 50 behandelte Pflanzen mit 50 nicht behandelten Pflanzen vergli-
chen.

Ergebnis:

Unter den nicht behandelten Pflanzen wiesen 8 Pflanzen Stammfiule durch Botrytis cinerea auf. Die
Infektionsrate unter den mit dem erfindungsgemaBen Fungizid behandeiten Pflanzen war deutlich geringer
und betrug 2 infizierte Pflanzen.

Beispiel 9:
Charakterisierung der Patentstdimme:

Die Stdmme LC 1 und LC 2 wurden vom Centraalbureau voor Schimmelculiures, Baarn, Holand, als
Trichoderma harzianum und der Stamm LC 3 als Hypocrea pilulifera bestimmt. Hypocrea pilulifera und
Trichoderma harzianum sind derselbe Organismus, Hypocrea pilulifera ist nur die Bezeichnung flir die
sexuelle Vermehrungsform.

Trichoderma sp. LC 1 ist auBer den in der systematischen Literatur flir Trichoderma harzianum

beschriebenen morphologischen Eigenschaften, morphologisch zuséizlich dadurch charakterisiert, da8 der
Stamm bei langer Bebriitungsdauer, bei 25°C auf Malzagarplatten, in zwei zusétziiche Kolonietypen
aufspaltet. Es handelt sich dabei um eine sehr langsamwiichsige, bréunlich gefirbie und eine weiBe,
sporenlose Kolonie, deren Wachstumsgeschwindigkeit gleich ist wie die von LC 1.
Die sporenlose Kolonie iibt auf Holz die gleiche Hemmwirkung gegen holzzerstérende Pilze aus wie die
griine Ausgangskolonie. Sie revertiert bei weiteren Uberimpfungen nicht mehr zum griinen Ausgangsstamm.
Bei Verwendung dieses weiBen, sporenlosen Kolonietyps zum Schutz von Holz ergibt sich der Vorteil, daB
eine eventuelle griine Schimmelbildung an der Holzoberfléche, wie sie bei sporenbildenden Stdmmen unter
besonderen Umsténden eventuell auftreten kann, ausgeschlossen ist. Diese Eigenschaft unterscheidet
Trichoderma sp. LC 1 von allen bisher beschriebenen Stdmmen.

DaB es sich bei den 3 Kolonietypen von Trichoderma harzianum LC 1 nicht um eine Mischkultur
handelt, wurde dadurch bewiesen, daB sie im anschlieBend beschriebenen DNA-Fingerprinting die gleichen
Bandenmuster aufwiesen.

Die morphologischen und physiologischen Unterschiede zwischen Stdmmen derselben Art sind meist
sehr gering und eine Unterscheidung und Charakierisierung verschiedener Stdmme dadurch nur schwer
méglich. Um eine klare Abgrenzung der Lignocell Stdmme von anderen Stdmmen durchfiihren zu kdnnen,
wurde eine moderne genetische Methode, das "DNA-Fingerprinting™ angewandt.

Das Prinzip dieser Methode ist wie folgt:

DNA der Teststimme wird isoliert, mit einem Endonuclease-Enzym an spezifischen Stellen in Fragmen-
te unterschiedlicher Lingen geschnitten, diese auf einem Gel nach Gr8e aufgetrennt und mit markierten
Oligonucleotiden hybridisiert. Identische Stdmme ergeben ein identisches Bandenmuster, unterschiedliche
Stamme unterscheiden sich in einer oder in mehreren Banden.

Trichoderma LC 1 wurde mit Trichoderma harzianum T-315 (=ATCC 20671) und 2 anderen Stdmmen
der Art Trichoderma harzianum verglichen. Alle Stdmme sind reproduzierbar im Bandenmuster voneinander
zu unterscheiden (Siehe Fig. 1).

Durch Verwendung verschiedener Endonuclease / Oligonucleotid Kombinationen k&nnen auch die durch
die Strahlungsbehandlung verinderten Genome der Biovarianten LC 1, LC 2 und LC 3 voneinander
unterschieden werden, nicht aber die aufgespalteten Kolonietypen von LC 1.

Fig. 1 zeigt ein PCR-Fingerprint von verschiedenen Trichoderma Stdmmen:

Als Primer wurden die Oligonucleotide (GTG)5 und M13 verwendet.
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Untersuchte Stamme:

Trichoderma sp. LC 1 (Lignocell)
Trichoderma harzianum T-315 (Yissum)
Trichoderma viride ATCC 20476
Trichoderma harzianum ATCC 38042

Ergebnis:

Alle untersuchten Stdmme unterscheiden sich klar in ihren Bandenmustern. Sowohl mit (GTG)S als

auch mit M13 als Primer ist der Stamm Trichoderma sp. LC 1 (Lignocell) vom Stamm Trichoderma
harzianum T-315 (Yissum) zu unterscheiden.

Patentanspriiche

1. Pilz Trichoderma sp. LC 1, CBS 595.91

2. Pilz Trichoderma sp. LC 2, CBS 596.91

3. Pilz Trichoderma sp. LC 3, CBS 597.91

4. Fungizid, enthaltend eine fungizide Menge eines der oder einer Kombination der Pilze des Stammes
Trichoderma nach den Anspriichen 1 bis 3.

5. Verfahren zur Bekdmpfung von Pilzen, dadurch gekennzeichnet, da8 man eine fungizid wirksame
Menge der Pilze des Stammes Trichoderma nach den Anspriichen 1 bis 3, einzeln oder in Kombina-
tion, auf die vor Pilzbefall zu schiitzenden H&lzer oder Pflanzen vorbeugend oder zur Behandlung eines
bereits erfolgten Befalles einwirken 14Bt.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB vor Pilzbefall zu schiitzende H&lzer nach
Behandiung mit dem Fungizid bebrlitet werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, da8 man Trichoderma sp.

LC 1, LC 2 und/oder LC 3 in einer Konzentration von 10*-10'® koloniebildenden Einheiten je ml
Sporensuspension anwendet.

Hiezu 1 Blatt Zeichnungen
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