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Kurzfassung

Zimmer, Jens: Zur Populations- und Aktivititsdynamik des niitzlichen
Rhizobakteriums Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn nach Introduktion in
natiirliche Systeme von Pflanze und Boden

Die Besiedlung der Pflanzenwurzel und das Vorhandensein aktiver Zellen sind
grundlegende Voraussetzungen fiir das Zustandekommen phytoeffektiver und Pathogen
unterdriickender Effekte durch Applikation des Nutzbakteriums Bacillus subtilis. Der
Einfluss o6kologischer und edaphischer Faktoren auf das Besiedlungsverhalten der
introduzierten Bakterien wurde im Rahmen umfangreicher populations- und
aktivitdtsdynamischer Untersuchungen ergriindet. Die Versuche wurden in drei
verschiedenen Substrattypen an der Modellpflanze Erbse (Pisum sativum L. cv. ‘Bordi‘)

unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakammer durchgefiihrt.

Die Populationsdichte von Bacillus subtilis war in starkem Malle abhingig von der
angewendeten Dosis. Die Verwendung von Kaliumnitrat, Sand oder Maisstirke als
Trégerstoff flir die Bacillus subtilis-Formulierung war fiir das Besiedlungsverhalten des

Nutzbakteriums unerheblich.

Die Entwicklung von Bacillus subtilis-Populationen an Pflanzenwurzel und im Substrat
war  temperaturabhingig. = Hohere  Versuchstemperaturen  hatten  groBere
Populationsdichten zur Folge. Der Temperatureinfluss war in Quarzsand wesentlich
starker als in Feldboden. Die peripheren Wurzelteile wiesen in Quarzsand zumeist
groflere Populationsdichten auf als die in Samenndhe befindlichen Wurzelteile. Der
Zusatz des Neem-Préparates Rhakshak Gold fiihrte in vivo weder zu einer signifikanten
Erhohung der Populationsdichte von Bacillus subtilis noch zu einer Aktivitidtserhohung.
Die Gesamtkeimzahlen in Rhizosphére und Substrat wurden durch die Anwendung von

Bacillus subtilis nicht beeinflusst.

Die Aktivitdt von Bacillus subtilis in Rhizosphére, Rhizoplane und Substrat war gering,
der grofite Teil der Keime lag versport vor. Die geringsten Versporungsgrade wurden in

Quarzsand in der Rhizoplane sowie in Feldboden im Substrat festgestellt.

Die Applikation des Nutzbakteriums fiihrte zu einem reduzierten Krankheitsbefall der
Erbsenpflanzen mit Phoma pinodella und Rhizoctonia solani. Die antifungale Wirkung

kam in Feldboden und Aussaaterde wesentlich starker zum Tragen als in Quarzsand.



Es war kein direkter Zusammenhang zwischen Populationsdichte der introduzierten
Bakterien in Rhizosphire und Substrat und deren phytoeffektiver sowie antifungaler
Leistung erkennbar. Als Ursache dafiir wird der hohe Anteil versporter Zellen in der

Bacillus subtilis-Population angesehen.

Die Ergebnisse werden hinsichtlich der Bedeutung des Besiedlungsverhaltens und der
Aktivitdit von Bacillus subtilis fiir dessen phytoeffektive und antifungale Wirkung
diskutiert.
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Abstract

Zimmer, Jens: Population- and activity dynamics of the beneficial rhizobacterium
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn after introduction into natural systems of plant
and soil

The colonization of the plant root and the presence of physiologically active bacterial
cells are basic conditions to obtain plant growth promotion and disease suppression by
application of Bacillus subtilis. Studies of the population- and activity dynamics of the
introduced bacteria were carried out to determine the influence of different soil types
and ecological factors on colonization of plant roots by Bacillus subtilis. Pea plants
(Pisum sativum L. cv. ‘Boerdi‘) which were treated with these bacteria have been grown

in three different types of substrate under controlled conditions in the climate chamber.

The population density of Bacillus subtilis was strongly dependend on the applied
number of cfu (colony forming units). The use of potassium nitrate, sand or maize

starche as carrier for the bacterial formulation did not affect the colonization behaviour.

The development of Bacillus subtilis-populations at the plant roots and in the substrate
was significantly influenced by temperature. Higher temperatures during the trials
resulted in larger population sizes of the introduced bacteria. The influence of
temperature was much stronger in quartz sand compared with field soil. In most cases
the colonization of the outer parts of the root near the root tip was better than the
colonization of the root parts near the seed. The addition of the neem-extract Rakshak
Gold did not have a significant influence on population density and activity of Bacillus
subtilis in vivo. Nearly no effects of the bacterial treatments on the indigenous

microflora could be found.

The physiological activity of Bacillus subtilis in the rhizosphere, on the root surface and
in the substrate was low. The bacterial population consisted largely of spores. The
lowest percentage of spores was determined directly on the root surface (in quartz sand)

and in the substrate (in field soil) respectively.

The bacterial treatments led to a reduced disease severity on pea plants caused by
Phoma pinodella and Rhizoctonia solani. The antifungal activity was higher in field soil

and horticultural substrate compared with quartz sand.



There was no correlation between the population density of the introduced bacteria in
rhizosphere and substrate and their plant growth promoting or antifungal effects. A
possible reason for that is the high percentage of non-active cells within the population

of Bacillus subtilis.

The results would be discussed towards the importance of population dynamics and
activity of the rhizobacterium Bacillus subtilis for its plant growth and health promoting

effects.
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1 Einleitung

Pflanzenschutzmafinahmen sind zur Erhaltung der Leistungsfihigkeit von
Kulturpflanzen in Landwirtschaft und Gartenbau unabdingbar. Sie tragen wesentlich
zum Erzielen stabiler und hoher Ertrige sowie hoher Qualitit landwirtschaftlicher und
gértnerischer Erzeugnisse bei, was fiir die Wettbewerbsfdhigkeit der Betriebe im

Agrarsektor von ausschlaggebender Bedeutung ist.

Die Notwendigkeit einer nachhaltigen Landbewirtschaftung, Indikationsliicken speziell
im Bereich der Sonderkulturen sowie gestiegenes Umweltbewusstsein in der
Bevolkerung haben zu einer verstirkten Suche nach Mdglichkeiten zur okologisch
orientierten Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten und Schéidlingen gefiihrt. Eine
solche Verfahrensweise stellt der biologische und biotechnische Pflanzenschutz dar,
wobei darunter Verfahren verstanden werden, ,,die mit Hilfe biotischer Agenzien oder
Manipulationen Erregerpopulationen dezimieren, ihre parasitische Leistungsfdhigkeit
beeintrichtigen oder deren Ziel es ist, durch Erhohung der Widerstandsfahigkeit der
Pflanzen den Befall mit Schaderregern zu reduzieren® (SCHONBECK 1984). Dabei sind
biologische Verfahren des Pflanzenschutzes nicht nur im okologischen Anbau von
Bedeutung, sondern sind auflerdem wesentlicher Bestandteil in der integrierten

Produktion.

Eines dieser biologischen Verfahren zur Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten ist die
Anwendung mikrobieller Gegenspieler. Der Antagonismus einiger Mikroorganismen
zueinander ist schon sehr lange bekannt. Bereits im Jahre 1874 wies W. ROBERTS das
antagonistische Verhalten von Bakterien gegeniiber dem Pilz Penicillium glaucum in
Fliissigkultur nach (BAKER 1987). In den 20er Jahren des vergangenen Jahrhunderts gab
es erste Anstrengungen, solche natiirlichen Gegenspieler von Krankheitserregern
nutzbar zu machen (COOK & BAKER 1983). Insbesondere in den letzten 30 Jahren hat es
eine nahezu uniiberschaubare Vielzahl an wissenschaftlichen Arbeiten gegeben, die sich
mit der Suche nach moglichen Antagonisten gegen die verschiedensten
Pflanzenkrankheitserreger beschéiftigt haben. Die Untersuchungen konzentrierten sich
dabei ebenso auf pilzliche wie auch auf bakterielle Gegenspieler (BocHOW 1989). Bei
den Bakterien sind es sowohl gram-negative als auch gram-positive und Actinomyceten,
die fiir eine Nutzung in biologischen Verfahren zur Bekdmpfung von

Pflanzenkrankheiten in Frage kommen (KocH 1996).
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Eine intensive Suche nach nutzbaren Gegenspielern von phytopathogenen
Mikroorganismen findet seit Mitte der 60er Jahre des 20. Jahrhunderts statt (BAKER
1987). BROADBENT et al. (1971) nennen als mogliche Antagonisten gegen bodenbiirtige,
pilzliche Krankheitserreger fluoreszierende Pseudomonaden und eine ganze Reihe
Arten der Gattung Bacillus, darunter Bacillus subtilis. BROWN (1974) erwéahnt neben

weiteren Bakteriengattungen Bacillus-Arten als ,,Bio-Fertilizer*.

Mikrobielle Antagonisten lassen sich umso effektiver einsetzen, je mehr zu ihrer
Wirkungsweise bekannt ist. Aus diesem Grunde konzentrieren sich Untersuchungen zu
deren Nutzbarmachung nicht nur auf die Suche nach solchen potenziellen Antagonisten,
sondern auch auf ihre Lebensweise und ihren Wirkmechanismus. Die Wirkungsweise
solcher mikrobieller Gegenspieler ist auf die drei Grundmechanismen Konkurrenz,

Parasitismus und Antibiose zuriickfiihren (KOCH 1996).

Einige Bakterienarten verfiigen neben den genannten Grundmechanismen einer direkten
Beeinflussung des Schadorganismus iiber die Mdoglichkeit, durch Interaktion mit der
Pflanzenwurzel und Produktion bestimmter Substanzen wie Indol-3-Essigsdure und
Cytokinin-dhnlichen Verbindungen sowie durch Verminderung der Ethylengehalte das

Pflanzenwachstum zu fordern (BUCHENAUER 1998).

Fiir solche Bakterien, die in der Lage sind, die Pflanzenwurzel aktiv und passiv zu
besiedeln und sich dort zu vermehren, wurde der Begriff Rhizobakterien geprégt.
BRUCKNER (1998) nennt weitere wichtige Voraussetzungen fiir die Kontrolle von

bodenbiirtigen Krankheitserregern, die von Rhizosphirebakterien erfiillt werden:

e Ansammlung bzw. Synthese von Néhrstoffen und wachstumsregulierenden Stoffen,
welche iiber eine Forderung der Gesamtkonstitution der Pflanze deren Abwehrkraft

erhohen,

e Verhinderung einer mdglichen Schadwirkung des Pathogens auf die Pflanze durch

Abbau von phytotoxischen Stoffen (Elicitoren),

¢ Induktion einer pflanzlichen Resistenz durch Ausscheidung schwach phytotoxischer

Stoffe,

e Ausscheidung entwicklungshemmender bzw. abtdtender Stoffe gegeniiber dem
Pathogen (Antibiose), wobei es sich hierbei meist um Antibiotika, Exoenzyme oder

fliichtige HCN-Verbindungen handelt,
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e Ausscheidung von Siderophoren und damit Induktion eines Eisenmangels fiir das

Pathogen,
e Konkurrenz um Nihrstoffe.

IDRIS AHMED (2002) nennt mit der Aufschliisselung von Phosphor fiir die Pflanze durch
extrazellulire Phytaseaktivitit einiger Bacillus subtilis /| amyloliquefaciens-Stimme
noch einen anderen wichtigen Mechanismus, der fir die Stimulation des

Pflanzenwachstums durch Rhizosphérebakterien von Bedeutung ist.

1978 wurde der Begriff Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) geprigt
(KLOEPPER & SCHROTH 1978). Er wird fiir Bakterienstimme verwendet, die Wachstum
und Vitalitit von Kulturpflanzen férdern und mit deren Hilfe zum Teil erhebliche
Ertragssteigerungen erreicht wurden (WELLER 1988). Sie erfiillen eine oder eine
Kombination mehrerer der zuvor genannten Voraussetzungen. Der Begriff PGPR wurde
zundchst fiir einige Stimme von Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas putida
verwendet (WELLER 1988), ist heute aber auch fiir andere Pflanzenwachstum-férdernde

Rhizobakterien, darunter Bacillus subtilis, iblich.

Bacillus spp. besitzen einen groflen Vorteil in der praktischen Handhabung, da sie
auBerordentlich widerstandsfahige Endosporen bilden, die zu einem hohen Grad hitze-
und trockenbestindig sind (WELLER 1988, SINCLAIR 1989, OSBURN et al. 1995). Den
Untersuchungen von BROADBENT et al. (1971) zufolge konnen in der Sporenform
sowohl Temperaturen unter dem Gefrierpunkt als auch Hitze bis zu 90 °C iiberstanden
werden. Des Weiteren zeichnen sich die Endosporen von Bacillus-Arten durch eine
hohe  Widerstandsfiahigkeit gegeniiber Chemikalien und anderen letalen
Einflussfaktoren wie z.B. der UV-Strahlung aus (SILVA et al. 1978, SOUSA et al. 1978,
BAYLISS et al. 1981, SINCLAIR 1989, SCHRODER 1991). Die Fahigkeit zur Bildung
solcher Endosporen gewdhrleistet zur Kommerzialisierung eine gute Formulierbarkeit
von Pflanzenschutz- bzw. Pflanzenstarkungsmitteln auf der Basis von Bacillus subtilis
und anderer Arten dieser Gattung wegen der langen Haltbarkeit und unkomplizierter
Lagerbedingungen fiir solche Produkte (MCINTYRE & PRESS 1991, ROSALL &
MCKNIGHT 1991, BOCHOW 1995, SCHMIEDEKNECHT et al. 1998). Diese Tatsache ist ein
wesentlicher Grund dafiir, dass sich insbesondere praxisorientierte Forschung der
letzten Jahre nicht nur auf die Gattung Pseudomonas, sondern auch auf Bacillus-Arten,

insbesondere Bacillus subtilis konzentrierte, obwohl fluoreszierende Pseudomonaden



4

vielfach als potentere und konkurrenzfahigere Rhizosphdrebakterien im Vergleich zu
Bacillus-Arten angesehen werden (KiM et al. 1997a, KiM et al. 1997b, KILIAN et al.
2000).

Bereits 1983 wurde der von BROADBENT et al. (1971) isolierte Stamm Bacillus subtilis
A 13 als kommerzielles Produkt unter dem Namen QUANTUM-4000 angeboten.
‘Kodiak® ist ein Prdparat auf der Basis des Bacillus subtilis-Stammes GB-03
(MAHAFFEE & BACKMAN 1993). Seit 1997 ist ein von der FZB Biotechnik GmbH
isolierter Bacillus subtilis-Stamm als biologisches Pflanzenstirkungsmittel auf dem
Markt, zundchst unter dem Handelsnamen Rhizo-Plus, spdter unter der

Stammbezeichnung FZB24".

Antagonistische Effekte von Bacillus subtilis gegen eine Reihe pilzlicher und
bakterieller Schaderreger konnten mehrfach nachgewiesen werden. Insbesondere
konzentrieren sich die Untersuchungen auf die Unterdriickung wichtiger pilzlicher
boden- und samenbiirtiger Krankheitserreger wie Alternaria radicina, Fusarium spp.,
Leptosphaeria maculans, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum
und Verticillium dahliae (YEHIA et al. 1982, GAIKWAD et al. 1987, WELLER 1988,
HENTSCHEL 1991, GANTCHEVA 1993, BERG & BALLIN 1994, BRANNEN 1995,
SCHMIEDEKNECHT et al. 1996, SCHMIEDEKNECHT et al. 1997, KiM et al. 1997a, GROSCH
et al. 1999, Issourou 2000, SCHMIEDEKNECHT et al. 2001, HANG et al. 2001, ZHAO et
al. 2001, NGUYEN et al. 2002). Beispiele fiir bakterielle Schaderreger, gegen die
Bacillus subtilis bereits erfolgreich eingesetzt wurde, sind Streptomyces scabies,
Erwinia carotovora ssp. atroseptica, Erwinia carotovora ssp. carotovora und
Pseudomonas solanacearum an Kartoffeln (SCHMIEDEKNECHT et al. 1996, SUNAINA et
al. 1997, ABDEL-ALIM et al. 2001, ABDEL-ALIM et al. 2002) sowie Xanthomonas
campestris pv. cyamopsidis (HOODA et al. 1995). Doch damit ist das Leistungspotenzial
dieses Bakteriums nicht erschdopft. So testeten LEIBINGER et al. (1997) Bacillus subtilis
in Kombination mit anderen Mikroorganismen erfolgreich gegen pilzliche
Nacherntekrankheitserreger an Apfel. LAUX & ZELLER (2000) sowie LAUX & ZELLER
(2002) erreichten bei Versuchen zur Bekdmpfung von Feuerbrand-Bliiteninfektionen an
Apfel und Birne durch Behandlung mit Bacillus subtilis einen Wirkungsgrad von 52 %
bis 71 %.

Ebenso wird von phytoeffektiven Wirkungen von Bacillus subtilis berichtet, die in

Form von Wachstumsforderung und hoheren Ertragen der behandelten Kulturpflanzen
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messbar sind (CHAMBERS & MILLINGTON 1974, BROADBENT et al. 1977, YEHIA et al.
1982, REDDY & RAHE 1989a, REDDY & RAHE 1989b, GANTCHEVA 1993, BRANNEN
1995, SCHMIEDEKNECHT et al. 1996, LEHMANN 1999, ISsourou 2000,
SCHMIEDEKNECHT et al. 2001, KREBS 2002). Diese sind im Gegensatz zu dessen
antifungalen und antibakteriellen Aktivititen weitgehend unspezifisch, indem sie nicht
auf spezielle Pflanzenarten beschrinkt sind (KREBS et al. 1998). Die bisherige Suche
nach bakteriellen Antagonisten gegen diverse Phytopathogene konzentrierte sich sehr
stark auf die direkte antibiotische Wirksamkeit gegen bestimmte Schaderreger. Da die
Wirkung tiiber die Pflanze unspezifischer ist und die Kulturpflanze mit ihrer
Ertragsleistung im Mittelpunkt des Interesses des Anbauers steht, sollte die Wirkung auf
die bzw. mit der Pflanze zum Priiffaktor bei der Suche nach geeigneten Bacillus

subtilis-1solaten werden.

Die Wirkung nicht nur direkt gegen einen Schadorganismus, sondern auch iiber die
Pflanze ist dafiir verantwortlich, dass mit einer Introduktion des Nutzbakteriums auch in
Abwesenheit von Phytopathogenen eine Erhohung der Biomasseproduktion der
Kulturpflanze, mit der oftmals eine Ertragserhohung einhergeht, sowie eine grofBere
Toleranz gegeniiber biotischen und abiotischen Stressoren erreicht werden kann. So
stellte TIGGES (1998) eine Minderung der negativen Auswirkungen von Salzstress auf
Bohnenpflanzen in Fliissigkultur durch Behandlung mit Bacillus subtilis fest. BOCHOW
et al. (2001) gelang bei unter Salzstress leidenden Auberginen- und Paprikapflanzen mit
einer Applikation von Bacillus subtilis FZB24" eine Kompensation des Stresses, die
sich in einer Ertragssteigerung um ein Vielfaches gegeniiber unbehandelten Pflanzen
niederschlug. ALEMAYEHU & BOCHOW (1996) berichten von einer verminderten
Toxinempfindlichkeit einer Tomatenzellsuspensionskultur durch Zugabe von
Kulturfiltraten von Bacillus subtilis FZB-G. DOLE] & BOCHOW (1996) erreichten mit
Kulturfiltraten von Bacillus subtilis eine Toleranzinduktion in Tomatenpflanzen
gegeniiber dem phytopathogenen Pilz Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.
SEIDEL (1997) konnte mit Ausfallungen des aufgereinigten Kulturfiltrates von Bacillus
subtilis B50 Toleranzreaktionen in Gerste gegeniiber Echtem Mehltau beobachten.
AHMED & BOCHOW (1997) wiesen Toleranzinduktion in Tomatenpflanzen gegeniiber
Meloidogyne-Befall durch Kulturfiltrate von Bacillus subtilis FZB C nach. Obgleich
einige Kulturfiltratbehandlungen, insbesondere von der Ubergangsphase und der

stationdren Phase der Fermentation, den Nematodenbefall des Wurzelsystems forderten,
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kam es zu keiner weiteren Verminderung der Biomasseproduktion der Tomatenpflanzen
gegeniiber der unbehandelten, befallenen Kontrolle, teilweise wurde sogar
Wachstumsforderung durch die Behandlungen beobachtet. Die Pflanzen waren also
durch die Kulturfiltrat-Behandlungen besser in der Lage, die durch den Nematoden-
Befall verursachten Schiden zu kompensieren. Eine Reduktion des Wurzelbefalls von
Kartoffeln mit dem Zystennematoden Globodera pallida ist auch durch Behandlungen

mit dem Rhizosphirebakterium Bacillus sphaericus bekannt (HASKY et al. 1996).

Weiterhin berichten mehrere Autoren von der Induktion systemischer Resistenz durch
Bacillus subtilis. So gelang es MAISS (1987) durch Applikation zellfreier Kulturfiltrate
des Nutzbakteriums, in Gerste und Gurken eine Resistenz gegeniiber Viren zu
induzieren. RAUPACH & KLOEPPER (1996) berichten von Induktion PGPR-vermittelter
Resistenz in Gurkenpflanzen durch Anwendung von Bacillus subtilis. Sie konnten nach
Behandlung mit dem Bakterium und darauf folgender CMV-Infektion eine verminderte
Krankheitsintensitdt und teilweise ein volliges Ausbleiben der Symptomausprigung
beobachten. DUGASSA GOBENA (1990) schloss auf Grund der von ihm gewihlten
Versuchsmethodik direkte fungistatische oder fungizide Wirkungen von Bacillus
subtilis T99 und Streptomyces flavescens G 1111 gegen Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici an Tomatenjungpflanzen aus und erklarte die
krankheitsunterdriickende Wirkung der Antagonisten mit Resistenzinduktion. GUPTA et
al. (2000) konnten mit Kulturfiltraten aus der Ubergangsphase der Fermentation des
Bacillus subtilis-Stammes FZB G in Tomatensdmlingen systemische Resistenz
gegeniiber dem phytopathogenen Pilz Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
induzieren. ISSOUFOU (2000) fand bei seinen Untersuchungen keine Korrelation
zwischen antibiotischer  Aktivitit von  Bacillus  subtilis in  vitro und
krankheitsunterdriickender Wirkung in vivo. Auch er vermutete daher, dass die
antagonistische =~ Wirksamkeit des Nutzbakteriums in vivo wesentlich auf

Resistenzinduktion in den behandelten Pflanzen zuriickgeht.

Zur Erhohung der Wirkungssicherheit von Bacillus subtilis gegen diverse
Krankheitserreger wurde versucht, das Nutzbakterium in Kombination mit anderen
PGPR einzusetzen. Dadurch kénnen in bestimmtem Mal} durch Umweltbedingungen
verursachte Wirkungsminderungen und eine zu hohe Spezifitit eines einzelnen
Antagonisten ausgeglichen und auflerdem eine groflere dkologische Stabilitdt erreicht

werden (METZLER 1991). Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Einsatz solcher
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»Antagonistencocktails® ist, dass sich Bacillus subtilis und die Kombinationspartner
nicht antagonistisch zueinander verhalten. Eine solche kompatible Kombination ist
beispielweise die von Bacillus subtilis und Talaromyces flavus zur Unterdriickung von
Verticillium dahliae (NAGTZAAM et al. 1998). Die gemeinsame Applikation beider
Mikroorganismen wirkte sich nicht negativ auf deren Populationsdichte aus, die von
Bacillus subtilis war sogar hoher als bei alleiniger Anwendung. Trotz Halbierung des
Inokulums  beider = Kombinationspartner ~ wurde ein  anndhernd  gleicher
Bekidmpfungserfolg erreicht. Von guten Ergebnissen und teilweise synergistischen
Effekten durch die Kombination von Bacillus subtilis mit anderen mikrobiellen
Nutzorganismen berichten SRIDHAR et al. (1993), SANKAR & JEYARAJAN (1996),
ROSENKRANZ (1996) sowie SCHMIDT et al. (2002). Da zum Erreichen der gewiinschten
Effekte, wie Unterdriickung von Phytopathogenen und Wachstumsforderung der
Kulturpflanzen, immer eine bestimmte Mindestkeimzahl von Rhizobakterien
erforderlich ist, ist es auch von Interesse, sie durch Zugabe bestimmter chemischer
Agenzien zu fordern. In diesem Zusammenhang besteht eine weitere Moglichkeit in der
Anwendung von Bacillus subtilis in Verbindung mit biologischen oder synthetischen
Pflanzenschutzmitteln. Auch in diesem Fall ist die Vertriaglichkeit des Nutzbakteriums
mit der eingesetzten Wirkstoffkonzentration des Pflanzenschutzmittels Voraussetzung
fiir den Erfolg einer solchen Behandlung. Dass Bacillus subtilis gut vertrdglich mit
Pflanzenschutzmitteln in gangigen Anwendungskonzentrationen sein kann, lassen die
Versuche von MAHAFFEE & BACKMAN (1993) erkennen. Sie stellten fest, dass eine
Behandlung von Baumwollsamen mit Metalaxyl und PCNB (Pentachlornitrobenzen) zu
keiner Reduktion der Spermosphérenbesiedlung durch Bacillus subtilis GB-03 fiihrte,
sondern dass die Keimzahl des Antagonisten an fungizidbehandeltem Saatgut um bis zu
einer Zehnerpotenz iiber der an unbehandeltem Saatgut lag. Ein Fungizid kann Schutz
vor spezifischen pilzlichen Krankheitserregern bieten, wenn die Umweltbedingungen
ungiinstig fiir die Entwicklung und Aktivitdt des mikrobiellen Nutzorganismus sind
(LiFsHITZ et al. 1985, HWANG & CHAKRAVARTY 1992). LIFSHITZ et al. (1985) und
CHAKRAVARTY et al. (1990) berichten von der Effizienz solcher Kombinationen von
niitzlichen Mikroorganismen mit Fungiziden. HWANG & CHAKRAVARTY (1992)
erreichten einen synergistischen Effekt durch Kombination von Bacillus subtilis mit
dem Fungizid Anchor® (Carbathiin + Thiram) gegen Rhizoctonia solani an Erbsen. Von
vielversprechenden Ergebnissen durch die gemeinsame Applikation von Bacillus

subtilis mit Zineb berichten OBIEGLO et al. (1990) und KREBS et al. (1993). Additive
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Wirkungen durch Kombination des Nutzbakteriums mit den fungiziden Wirkstoffen
Captan, Vinclozolin, Iprodion, Metiram und Prochloraz in stark reduzierten

Aufwandmengen beobachtete JAMAL (1993).

Trotz vielfach guter Erfolge mit dem FEinsatz niitzlicher Rhizosphirebakterien wie
fluoreszierenden Pseudomonaden und Bacillus subtilis gegen bodenbiirtige pilzliche
und bakterielle Schaderreger wird immer wieder auch von einer nicht ausreichenden
bzw. unbestindigen Wirkung berichtet (WELLER 1988, POSTMA & VAN VEEN 1991,
LEMANCEAU & ALABOUVETTE 1993, RAAIJMAKERS et al. 1995, THOMPSON et al. 1996).
Einer der Griinde fiir die nicht immer zuverldssige Wirkung antagonistischer
Rhizobakterien liegt in der ineffizienten Wurzelbesiedlung durch die introduzierten
Mikroorganismen (SCHIPPERS et al. 1987, WELLER 1988, BULL et al. 1991).
Voraussetzung fiir eine allgemeine Akzeptanz von biologischen Pflanzenschutz- bzw.
Pflanzenstarkungsmitteln bei Landwirten und Gértnern und damit fiir den
kommerziellen Erfolg dieser Produkte ist jedoch eine Wirkungssicherheit, die nicht
hinter der von konventionellen chemischen Pflanzenschutzmitteln zuriicksteht. Um das
absichern zu konnen, ist eine detaillierte Kenntnis der Wirkungsweise von Pridparaten
auf der Basis des Nutzbakteriums Bacillus subtilis erforderlich. Folgende
Grundvoraussetzungen miissen fiir das Zustandekommen phytoeffektiver und Pathogen

unterdriickender Effekte durch Bacillus subtilis gegeben sein:
a) Es muss eine Besiedlung der Pflanzenwurzel durch das Bakterium erfolgen.

b) Es miissen ausreichend Bakterienzellen aktiv sein, d.h. in vegetativer, nicht

versporter Form vorliegen.

c) Die Bakterienzellen miissen phytoeffektiv wirksame sowie antifungale bzw.
antibakterielle Substanzen produzieren. Dazu gehdren unterschiedlichste
Stoffe, die den Phytohormonhaushalt der Pflanze beeinflussen, z.B. solche, die
der Pflanze als Néhrstoff dienen oder Néhrstoffe aus dem Boden
pflanzenverfiigbar machen, sowie Antibiotika, Enzyme und Siderophoren, aber

auch Resistenz- und Toleranzinduktoren.

Die vorliegende Arbeit ist den ersten beiden Voraussetzungen gewidmet. Ziel der
populations- und aktivitditsdynamischen Untersuchungen ist die detaillierte Ergriindung
des Besiedlungsverhaltens des Nutzbakteriums Bacillus subtilis in Abhédngigkeit von

verschiedenen okologischen und edaphischen Faktoren. Des Weiteren soll eine
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Bewertung einzelner biotischer und abiotischer Faktoren hinsichtlich ihres Einflusses
auf die Populationsdichte des Bakteriums vorgenommen werden. Die Aktivitdt von
Bacillus subtilis wird sowohl direkt tiber die Ermittlung des Versporungsgrades als auch
indirekt tiber den Einfluss der Bakterienbehandlungen auf Pflanzenwachstum und
Krankheitsbefall der Modellpflanzen betrachtet. Aus den Ergebnissen dieser
Untersuchungen soll es moglich sein, Riickschliisse auf die Einsatzbedingungen des
Nutzbakteriums unter praktischen Bedingungen in Landwirtschaft und Gartenbau zu
ziehen und die Anwendungsempfehlungen fiir das Pflanzenstirkungsmittel FZB24® auf

der Basis von Bacillus subtilis zu konkretisieren.
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2 Das Besiedlungsverhalten von Bacillus subtilis und anderer

Rhizosphirebakterien

2.1 Réaumliche und zeitliche Verteilung

Dass PGPR in der beschriebenen Weise die Wurzel besiedeln miissen, um in der Lage
zu sein, das Pflanzenwachstum zu fordern, ist heute allgemein bekannt (SUSLOW 1982,
LOPER et al. 1985, LIDDELL & PARKE 1989, LUGTENBERG et al. 1991). Die Besiedlung
der Pflanzenwurzel als Grundlage fiir das Zustandekommen einer Interaktion zwischen
introduzierten Rhizobakterien und der Kulturpflanze wird von WELLER & THOMASHOW
(1994) definiert als Prozess, bei dem iiber Samen oder vegetative Pflanzenteile
applizierte Bakterien sich entlang der im Boden wachsenden Wurzeln verteilen, sich
vermehren und bei Anwesenheit der autochthonen Mikroflora mehrere Wochen
iiberleben. Dieser Prozess schliet ein die Besiedlung der Rhizosphire, der
Wurzeloberfliche und ggf. das Eindringen in die Wurzel. Auch die antagonistische
Wirkung niitzlicher ~Rhizosphérebakterien ist von deren Etablierung am
Pflanzenmaterial oder im Boden abhidngig und davon, dass iiber einen lidngeren
Zeitraum eine ausreichende Populationsdichte erhalten bleibt (SusLow 1982, XU &
GROSS 1986, WELLER 1988). Um als Antagonisten effektiv zu sein, miissen die
introduzierten Bakterien (in Abhéngigkeit von der verwendeten Art) in der Rhizosphére
eine bestimmte Mindest-Keimzahl erreichen (TORKEWITZ & LaM 1991, Liu &
SINCLAIR 1991). Populationsdynamische Untersuchungen sind daher fiir das
Verstindnis der Wirkungsweise niitzlicher Rhizosphédrebakterien und damit fiir das
Auffinden optimaler Anwendungstechnologien von ausschlaggebender Bedeutung
(FREIER et al. 1990a). Sie geben Aufschluss iiber Etablierungsfihigkeit, Persistenz,
Tiefeninfiltration sowie  Konkurrenzverhalten gegeniiber der autochthonen

Bodenmikroflora (FREIER et al. 1990b, LIU & SINCLAIR 1992).

Im Vergleich zu Bacillus subtilis und anderen gram-positiven Bakterien existieren
detailliertere ~ populationsdynamische =~ Untersuchungen  zu  fluoreszierenden
Pseudomonaden (L1U & SINCLAIR 1993). Es ist aus diesem Grund notwendig, auch auf

Erfahrungen, die mit diesen und weiteren PGPR gemacht wurden, zuriickzugreifen.

Von besonderem Interesse sind Details zur rdumlichen und zeitlichen Verteilung sowie

zur Uberlebensfihigkeit der Nutzbakterien nach Applikation. So stellte WELLER (1983)
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eine Verteilung von Pseudomonas fluorescens 2-79 auf der gesamten Wurzelldnge von
Winterweizen fest, einschlieBlich der Wurzelspitzennihe. Der gleiche Autor hob jedoch
hervor, dass die oberen Wurzelabschnitte in Samennidhe besser besiedelt werden als
tiefer gelegene (WELLER 1986). Ahnliche Erfahrungen machten BAHME & SCHROTH
(1987) bei ihren Versuchen zur rdumlichen Verteilung eines introduzierten
Pseudomonas fluorescens-Stammes an Kartoffeln. Auch RYDER & BORRETT (1991)
fanden an Weizenpflanzen, die iiber eine Saatgutapplikation mit Pseudomonas
corrugata behandelt worden waren, die hochsten Populationsdichten des eingebrachten
Bakteriums im Bereich am und um den Samen bzw. dessen Uberresten. Zu dhnlichen
Ergebnissen kamen SCHMIDT et al. (2000b). Sie fanden die groBte Populationsdichte
und die groBte Aktivitdt von zuvor liber Saatgutbehandlung eingebrachten Stimmen von
Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas corrugata am Hypokotyl und den oberen
Wurzelteilen von Zuckerriibensdmlingen. Demgegeniiber sagte BoCHOW (1994) aus,
dass fiir Bacillus subtilis der aktiv wachsende Teil der Wurzel (Wurzelspitze, Stolonen)
bevorzugte Besiedlungszone fiir die Bakterien sei. MALIES (1995) beobachtete in
erdeloser Tomatenkultur zunéchst eine stirkere Besiedlung der oberen Wurzelregion
durch Bacillus subtilis, jedoch wurden die Unterschiede der Populationsdichten in den
einzelnen Wurzelregionen mit zunehmender Versuchsdauer geringer. Dieser Fakt wird
durch die Ergebnisse von ALBRECHT (1995) bei populationsdynamischen
Untersuchungen von Bacillus subtilis an Radieschen in Erdsubstraten untermauert.
FREIER et al. (1990a) fanden iiber eine sechsmonatige Versuchszeit einen relativ
stabilen Titer von Bacillus subtilis T99 in Erdsubstrat und schlossen daraus auf eine
hohe Konkurrenzfahigkeit des introduzierten Nutzbakteriums. LIU & SINCLAIR (1992)
befassten sich mit der Populationsdynamik eines applizierten Bacillus megaterium-
Stammes an Sojabohnen. Sie stellten eine schnelle Etablierung der introduzierten
Bakterien, eine hohe Affinitit zur Pflanzenwurzel, eine hohe Konkurrenzfihigkeit
gegeniiber der autochthonen Bodenmikroflora sowie eine gute und dauerhafte
Besiedlung der Pflanzenwurzeln und der Rhizosphdre fest. Zudem beobachteten die
Autoren eine stirkere vertikale als horizontale Ausbreitung von Bacillus megaterium im
Boden. Wihrend die Populationsdichte dieses Bakteriums zum Ende der
Vegetationszeit in den oberen 10 cm des Bodens deutlich zuriickging, blieb sie in
tieferen Bodenschichten (20 cm — 30 cm) relativ konstant. ALBRECHT (1995) und
MALIES (1995) stellten bei populationsdynamischen Versuchen mit Bacillus subtilis

eine mit fortschreitender Zeitdauer abnehmende Populationsdichte des introduzierten
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Bakteriums fest. MALIES (1995) begriindet das mit der schwachen Konkurrenzkraft von
Bacillus subtilis und der Tatsache, dass diese Art nicht zu den ausgesprochenen
Rhizosphirebakterien gehdrt. KLOEPPER (1996) #uBerte zur Uberlebensfihigkeit
introduzierter PGPR im Allgemeinen, dass ihre Population an den Pflanzenwurzeln
wiéhrend der Vegetationsperiode stetig absinkt und nach der Ernte nicht mehr im Boden
nachweisbar ist. Grund dafiir ist die enge Bindung der Bakterien an die Pflanzenwurzel.
Lediglich einige sporenbildende Bakterien seien in der Lage, lingere Zeit ohne
Vorhandensein der Wurzel zu {iberdauern. Solche Sporenbildner sind Bacillus spp. und,
wie bereits beschrieben, konnten LIU & SINCLAIR (1992) das Nutzbakterium Bacillus
megaterium ohne Wiederholung der Applikation {iber mehr als ein Jahr im Boden
nachweisen. So konnten gerade mit Bacillus-Arten besonders nachhaltige Effekte im

Hinblick auf Pathogenunterdriickung bzw. Phytoeffektivitit erzielt werden.

2.2 Einflussfaktoren

2.2.1 Allgemein

Die raumliche und zeitliche Verteilung von PGPR an Pflanzenmaterial und im Boden ist

von einem Komplex 6kologischer und edaphischer Faktoren abhingig, so von

o der Temperatur (WELLER & COOK 1983, HOWIE & ECHANDI 1983, LOPER et al.
1985, GUPTA & UTKHEDE 1986, DAVIES & WHITBREAD 1989, REDDY & RAHE
1989a, MATTAR & DIGAT 1991, BEAUCHAMP et al. 1991, TEDLA & STANGHELLINI
1992, GANTCHEVA 1993, BOCHOW & GANTCHEVA 1995, KILIAN et al. 1998,

ScHMIDT et al. 2000a),

e der Bodenfeuchte (BURR et al. 1978, HOWIE & ECHANDI 1983, DUPLER & BAKER
1984, CAMPBELL & CLOR 1985, WEST et al. 1985, REDDY & RAHE 1989a, BoOCHOW
& GANTCHEVA 1995, KILIAN et al. 1998),

e dem pH-Wert des Bodens (ROSENZWEIG & STOTZKY 1979, HOWIE & ECHANDI
1983, WEST et al. 1985, YUEN et al. 1985, GUPTA & UTKHEDE 1986, REDDY &
RAHE 1989a, OWNLEY et al. 1991, SCHMIDT et al. 2000a),

e dem Tongehalt des Bodens (ROSENZWEIG & STOTZKY 1979, CAMPBELL 1983,

CAMPBELL & EPHGRAVE 1983, OWNLEY et al. 1991),
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o dem Ndhrstoffgehalt des Bodens bzw. der Nihrstoffverfiigbarkeit im Boden
(OWNLEY et al. 1991, KILIAN et al. 1998) sowie weiteren physikalischen und

chemischen Bodeneigenschaften,

o der autochthonen Mikroflora (HIRTE 1977, WELLER 1983, WEST et al. 1985, DAVIES
& WHITBREAD 1989, POSTMA & VAN VEEN 1991, BocHOW 1994, BOCHOW &

GANTCHEVA 1995).

Es ist jedoch nicht ausreichend, als Einflussfaktoren fiir die Populations- und
Aktivitdtsdynamik introduzierter Bakterienisolate lediglich &uBere Bedingungen zu
betrachten. Ebenso bedeutungsvoll sind Eigenschaften der Interaktionspartner — also
der Kulturpflanze, des Pathogens und des introduzierten Nutzbakteriums — sowie Art

und Weise der Applikation der eingesetzten PGPR. Entscheidende Faktoren sind dabei:
(a) bei der Kulturpflanze

e genetisch fixierte Eigenschaften der jeweiligen Pflanzenart und —sorte, insbesondere

Anfalligkeit bzw. Resistenz gegeniiber bestimmten Schadorganismen,
e physiko-chemische Beschaffenheit der Samen- bzw. Wurzeloberfliche,
e Zusammensetzung der Wurzelexsudate,
e Pridisposition gegeniiber Pathogenen in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium.
(b) beim Pathogen
e genetisch fixierte Eigenschaften, insbesondere Virulenz,
e Populationsdichte und rdumliche Verteilung im jeweiligen Medium.
(c) beim Nutzorganismus
e genetisch fixierte Eigenschaften des eingebrachten Bakterienisolats,
e Affinitit zur Pflanzenwurzel,
e applizierte Keimzahl,
e Formulierung, Trigerstoff,

e Applikationstechnik (Saatgut-, Wurzel- oder Substratbehandlung; Tauchen,

Bespriihen oder Stiuben),
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e Applikationszeitpunkt, bezogen auf das jeweilige Entwicklungsstadium von

Kulturpflanze und Pathogen.

Um die Einsatzbedingungen fiir niitzliche Rhizobakterien genauer definieren zu kdnnen,
ist es erforderlich, einzelne dkologische und edaphische Faktoren sowie Eigenschaften
der Interaktionspartner hinsichtlich ihres Einflusses auf Populationsdynamik und
Aktivitét des introduzierten Mikroorganismus zu wichten und giinstige Bedingungen fiir

die Nutzbakterien herauszustellen.

2.2.2 Temperatur

Von vielen Autoren wird die Temperatur flir einen bedeutenden abiotischen Faktor
gehalten, der sich unmittelbar auf die Populationsdichten von Mikroorganismen
auswirkt. Nach WELLER & THOMASHOW (1994) liegen die Temperaturoptima vieler
PGPR in vitro bei liber 25 °C, wihrend die Wurzelbesiedlung bei unter 20 °C am
groBten ist. LOPER et al. (1985) kamen zu dem Ergebnis, dass die Wurzelbesiedlung bei
Kartoffeln durch zwei verschiedene Isolate fluoreszierender Pseudomonaden bei
Temperaturen von 12 °C bzw. 18 °C am besten war, obwohl die jeweiligen
Temperaturoptima in vitro 28 °C bzw. 30 °C betrugen. Die Differenz in den
Temperaturanspriichen in vitro und in vivo wurde auch von PARKE (1991)
angesprochen. GUTTERSON et al. (1990) stellten fest, dass der Stamm Pseudomonas
fluorescens Hv37a Baumwollwurzeln bei Temperaturen von 16 °C und 20 °C gut
besiedelte, wihrend bei 24 °C eine 100mal niedrigere Populationsdichte ermittelt
wurde. SEONG et al. (1991) beobachteten bei Pseudomonas fluorescens ANP15 bei
18 °C eine bessere Wurzelbesiedlung als bei 30 °C. Von einer héheren Uberlebensrate
von Pseudomonas fluorescens 88W1 in Boden bei 5 °C und 15 °C im Vergleich zu
25 °C berichten auch VANDENHOVE et al. (1991). DAVIES & WHITBREAD (1989)
ermittelten ein Ansteigen der Populationsdichte von introduzierten Pseudomonaden in
der Rhizosphére von Radieschen bei Temperaturen zwischen 14 °C und 22 °C. Eine mit
steigender Temperatur abnehmende Wurzelbesiedlung durch Lux-Gen-markierte
Pseudomonaden beobachteten BEAUCHAMP et al. (1991) bei den Temperaturstufen
12 °C, 20 °C und 28 °C, wobei sich die Populationsdichte der autochthonen
Bakterienflora als weitgehend unabhidngig von der Temperatur erwies. Fir die
Populationsentwicklung von Bacillus subtilis stellten GUPTA & UTKHEDE (1986) ein

Temperaturoptimum von 25 °C in sterilisiertem Boden fest. BOCHOW & GANTCHEVA
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(1995) bezeichneten Temperaturen um 20 °C sowie einen Hitzeschock durch
einstiindiges Pasteurisieren von zuvor mit Bacillus subtilis behandeltem Substrat als
forderlich fiir die Populationsentwicklung der introduzierten Bakterien. REDDY & RAHE
(1989a) hoben hervor, dass das Uberleben von Bacillus subtilis B-2 in der Rhizosphire
durch hohe Temperatur, hohe pH-Werte und hohe Feuchtigkeit giinstig beeinflusst wird,
wobei sie die Temperatur fiir die wichtigste Variable hielten. Sie ermittelten bei
Temperaturen von 22 °C — 25 °C hdhere Populationsdichten als bei 17 °C — 19 °C.
Demgegeniiber beschrieben TEDLA & STANGHELLINI (1992) die Generationsfolge der
autochthonen Bakterienpopulationen im Rhizosphérenbereich bei ihren Versuchen als
nahezu unabhdngig von der Temperatur. Da die Entwicklung des pilzlichen
Krankheitserregers Pythium aphanidermatum jedoch bei hoheren Temperaturen
schneller verlief, sahen sie in dieser Tatsache einen relativen Konkurrenzvorteil fiir die

Bakterien bei niedrigeren Temperaturen.

Nicht nur die Besiedlung von Pflanzenmaterial (Samen, Wurzeln) und Boden wird vom
Umweltfaktor Temperatur malgeblich beeinflusst, sondern ebenso die Aktivitit der

Bakterien sowie ihre Produktion antifungaler und phytoeffektiver Substanzen.

GUPTA & UTKHEDE (1986) ermittelten in einem Temperaturbereich zwischen 21 °C und
28 °C und bei pH-Werten zwischen 5,0 und 8,0 die maximale Produktion antifungaler
Substanzen durch Bacillus subtilis. KREBS et al. (1998) schrieben der Temperatur und
den Nahrstoffverhéltnissen eine Schliisselrolle flir die antagonistische Aktivitit von
Bacillus subtilis zu, wiahrend andere Okologische Faktoren von untergeordneter
Bedeutung zu sein schienen. KILIAN et al. (1998) hoben hervor, dass der Stamm
Bacillus subtilis FZB24™ trotz eines besseren Wachstums bei héheren Temperaturen
auch bei niedrigeren Temperaturen stoffwechselaktiv ist. Dadurch war dieses
Bakterienisolat in der Lage, bereits im Friihjahr einem Befall von Kartoffelpflanzen
durch  Rhizoctonia solani effektiv  entgegenzuwirken, was sich in einer
Auflaufverbesserung der Kartoffeln auch bei frithen Pflanzterminen &uBlerte. Diese
Erkenntnis ist von auflerordentlicher Praxisrelevanz. FALKHOF et al. (1988) betonten,
dass auch die Resistenzinduktion in Kulturpflanzen durch mikrobielle
Stoffwechselprodukte stark von Umweltbedingungen, insbesondere der Temperatur,
abhédngt. Sie stellten fest, dass stindig wechselnde Temperaturverhéltnisse und die
Tagesgénge der Temperatur, wie sie normalerweise im Gewédchshaus und im Freiland

auftreten, von entscheidender Bedeutung fiir eine erfolgreiche Resistenzinduktion sind.
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2.2.3 Physiko-chemische Bodeneigenschaften und mikrobielle Konkurrenz

Neben der Temperatur schreiben viele Autoren auch den Bodeneigenschaften eine
gro3e Bedeutung fiir die Populationsentwicklung eingebrachter PGPR zu. KILIAN et al.
(1998) nennen Feuchte, pH-Wert, Bodenstruktur und Néhrstoffversorgung als
potenzielle Einflussfaktoren, denen biologische Pflanzenschutz- und Stirkungsmittel
auf der Basis lebender Mikro- oder Makroorganismen unter Praxisbedingungen
unterworfen sind. Durch die Bodentextur wird sowohl der passive Transport der
Bakterien (BITTON et al. 1974) als auch deren Wurzelbesiedlungsverhalten beeinflusst
(BAHME & SCHROTH 1987). LATOUR et al. (1996) stellten eine Abhidngigkeit der
Zusammensetzung von Pseudomonaden-Populationen an Pflanzenwurzeln von
Pflanzenart und Bodentyp fest, wobei der letztgenannte Faktor der entscheidende war.
Sie hoben hervor, dass Bodeneigenschaften nicht nur fiir die Uberlebensfihigkeit der
fluoreszierenden Pseudomonaden von ausschlaggebender Bedeutung sind, sondern auch
fiir deren Aktivitit. HOPER et al. (1995) zeigten, dass eine Erhdhung des pH-Wertes des
Bodens und eine Anreicherung des Substrates mit Ton zu einem signifikanten Anstieg
der Populationsdichten autochthoner fluoreszierender Pseudomonaden fiihrte. YUEN et
al. (1985) fanden hohere Keimzahlen des introduzierten Bakterienstammes MFAI1
(Alcaligenes sp.) in sandigem Lehm und Ton-Lehm-Bdden mit nahezu neutralem pH-
Wert als in Sand und lehmigem Sand mit niedrigem pH. TU (1994) untersuchte den
Einfluss von Bodentemperatur und —feuchte auf das Besiedlungsverhalten von Bacillus
subtilis und stellte fest, dass von den 3 getesteten Temperaturstufen 10 °C, 20 °C und
30 °C die niedrigste am giinstigsten flir das Populationswachstum der Bakterien war.
Zudem Dbestand eine signifikant umgekehrte Proportionalitit der fiir die
Populationsentwicklung optimalen Bodenfeuchte und Temperatur. BocHOW (1994)
schrieb den physiko-chemischen Eigenschaften der Substrate eine untergeordnete
Bedeutung fiir die Populationsdynamik von Bacillus subtilis zu, hielt jedoch die
Konkurrenz autochthoner Mikroorganismen fiir bedeutsam. Neben der Temperatur
wurde von BOCHOW & GANTCHEVA (1995) das Vorhandensein von ausreichend
Bodenfeuchte als entscheidender Faktor flir das Populationswachstum von Bacillus
subtilis beschrieben. Die Konkurrenz durch die aktive autochthone Mikroflora wurde
von diesen Autoren als bedeutende limitierende Variable fiir die Entwicklung der
eingebrachten Bakterien genannt. Fiir die Uberlebensfihigkeit allochthoner Bakterien

im Boden bezeichnete HIRTE (1977) die Menge und Qualitdt der organischen Substanz,
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die Bodentemperatur, die Bodenart sowie die biologische Aktivitit des Bodens als die
stiarksten Einflussfaktoren. Untersuchungen von LIU & SINCLAIR (1993), die in zwei
verschiedenen autoklavierten Medien kaum Unterschiede im Besiedlungsverhalten von
Bacillus megaterium beobachteten, legen die Vermutung nahe, dass die mikrobielle
Konkurrenz die entscheidende Rolle fiir unterschiedliche Wurzelbesiedlung von
introduzierten Mikroorganismen in verschiedenen Substrattypen spielt. So zeigten
mehrere Autoren, dass die Besiedlungsdichte von Rhizosphdre und Substrat durch
Bacillus subtilis am hochsten ist in kiinstlichen oder zuvor sterilisierten Substraten
(GROSCH et al. 1996, BATINIC et al. 1998, KREBS et al. 1998). BAHME & SCHROTH
(1987) fanden die hoéheren Keimzahlen von Pseudomonas fluorescens Al-B an
Wurzelabschnitten von Kartoffelpflanzen in sandigem Lehm im Vergleich zu Ton-
Lehm. SLININGER & JACKSON (1991) diskutieren den Einfluss verschiedener Nihrstoffe
auf das Wachstum von Pseudomonas fluorescens. SCHMIDT et al. (2000a) stellten fest,
dass Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas corrugata und Bacillus subtilis bei allen
getesteten Boden-pH-Werten zwischen pH 5 und 8 in der Lage waren, die Rhizosphére
von Zuckerriibensdmlingen zu besiedeln und dass der pH-Wert des Bodens keinen
Einfluss auf die antagonistische Aktivitidt der Bakterien gegen Pythium ultimum hatte.
Jedoch konnen Verdnderungen im pH-Wert Verschiebungen in der Konkurrenzsituation
zwischen autochthonen Mikroorganismen bewirken (DUGHRI & BOTTOMLEY 1984).
Untersuchungen von DOWLING & BROUGHTON (1986) ergaben, dass der pH-Wert des
Bodens die Knéllchenbildung und Uberlebensfihigkeit von Rhizobien beeinflusste. Fiir
die Wurzelbesiedlung durch Pseudomonaden wurde ein Matrixpotenzial des Bodens
von —1 kPa bis —140 kPa als Optimalbereich angegeben (PARKE et al. 1984, HOWIE et
al. 1987, LIDDELL & PARKE 1989). Bei einem hohen Matrixpotenzial des Bodens ist ein
grofer Teil des Porenvolumens mit Wasser gefiillt und der Sauerstoffvorrat ist gering
(HOWIE et al. 1987), was fiir acrobe Bakterien wie Bacillus subtilis von Nachteil ist.
Wegen des Sauerstoffbedarfs dieses Bakteriums ist dessen Etablierung und Aktivitdt in
den oberen, gut durchliifteten Bodenschichten am grofiten (BoCHOW 1989, FREIER et al.
1990a). SONI & KANWAR (1989) fiihrten die Verminderung des Auftretens von
Zuckerrohr-Welke durch Zugabe organischer Substanz (Reisspelzen und Sédgemehl)
hauptsdchlich auf die damit erreichte Erhohung der natiirlich im Boden vorkommenden
Population von Bacillus subtilis zurlick. Sie wiesen darauf hin, dass durch die Zugabe
organischer Substanz physikalische Bodeneigenschaften wie Porengrof3e, Beliiftung und

Temperatur beeinflusst werden, was wiederum zu einer Aktivititserhhung aerober
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Bakterien wie Bacillus subtilis fiihrt. Von einer Forderung natiirlich vorkommender
Antagonisten gegen Sclerotinia rolfsii — unter ihnen Bacillus subtilis — durch Zugabe
von organischer Substanz berichten PALAKSHAPPA et al. (1989). GUPTA & UTKHEDE
(1987) zeigten, dass die antifungale Wirksamkeit von Bacillus subtilis von bestimmten

Nahrstoffkombinationen abhangt.

2.2.4 Eigenschaften der Interaktionspartner

Ob sich ein introduzierter Mikroorganismus tiberhaupt an der Pflanzenwurzel etablieren
kann, hangt nach WINDELS et al. (1985) in entscheidendem Mal3 von Faktoren ab, die
mit der Pflanze in Verbindung stehen. Die Autoren nennen in diesem Zusammenhang
die Zugehorigkeit der Kultur zu Monokotylen bzw. Dikotylen, die Kultursorte sowie
den Typ der Samenkeimung (epigdisch oder hypogiisch). Auch dem Verhiltnis von
Wurzelwachstum zu Sprosswachstum wird Bedeutung fiir die Wurzelbesiedlung durch

eingebrachte Bakterien beigemessen.

Dass verschiedene Arten von Kulturpflanzen unterschiedlich auf Behandlung mit
niitzlichen Mikroorganismen reagieren, ist hinldnglich bekannt (NELSON et al. 1986,

CHANWAY et al. 1988, VAN PEER & SCHIPPERS 1989, BERGER et al. 1996).

WELLER (1986) stellte auBerdem fest, dass die Wurzelsysteme der von ihm untersuchten
11 Weizensorten unterschiedlich gut von einem antagonistisch wirksamen Stamm von
Pseudomonas fluorescens besiedelt wurden. Er konnte auf Wurzelabschnitten 3-5 cm
vom Samen entfernt Unterschiede in der Besiedlungsdichte des Bakteriums von bis zu
zwei Zehnerpotenzen in Abhingigkeit von der jeweiligen Weizensorte finden. Ahnliche
Beziehungen zwischen Kulturpflanzensorte und ihrer Besiedlungsfiahigkeit durch
niitzliche Mikroorganismen fanden auch HEBBAR et al. (1992) bei ihren Versuchen mit
Pseudomonas cepacia an Mais. Aus dieser Erkenntnis heraus scheint die Ziichtung
solcher Kulturpflanzensorten, die den Besatz mit krankheitsunterdriickenden
Mikroorganismen fordern, eine weitere sinnvolle MaBnahme zu sein, um die
Erfolgsaussichten der biologischen Bekdmpfung boden- wund samenbiirtiger
Pflanzenkrankheitserreger zu erhhen (SMITH et al. 1997). CHANWAY & NELSON (1991)
beobachteten eine sortenabhidngige Wachstumsférderung von Sommerweizen durch
Bacillus sp. Mit dem Einfluss der Sorte und der Sameneigenschaften auf das
Besiedlungsverhalten von Bacillus subtilis beschiftigten sich MAHAFFEE & BACKMAN

(1991) sowie MAHAFFEE & BACKMAN (1993) bei ihren Versuchen an Baumwolle. Sie



19

machten Unterschiede im pH-Wert auf der Samenoberfliche wesentlich fiir die
Variabilitdt der Besiedlung von Spermosphire und Keimwurzel durch Bacillus subtilis
GB-03 verantwortlich. Die Autoren hielten es fiir moglich, dass Differenzen in der
Wurzelbesiedlung durch das Nutzbakterium bei verschiedenen Baumwollsorten
hauptsdchlich auf sortenspezifische Unterschiede im pH-Wert der Samenoberfliche
zurlickzufiihren sind. Die geringere Populationsdichte von Bacillus subtilis GB-03 auf
der Samenoberfliche sdurebehandelter, nicht neutralisierter Baumwollsamen im
Vergleich zu neutralisierten filhrten sie nicht auf eine Reduktion der
Bakterienpopulation an sich, sondern auf die Hemmung der Sporenkeimung durch
niedrige pH-Werte zuriick (MAHAFFEE & BACKMAN 1993). LAM & TORKEWITZ (1991)
merkten an, dass nicht alle von ihnen getesteten, an die Pflanzenwurzel gebundenen
Pseudomonaden in der Lage waren, die gleichen Komponenten der Wurzelexsudate zu

nutzen.

Von groflem Einfluss sowohl auf das Besiedlungsverhalten eingebrachter Bakterien als
auch deren antagonistische Wirksamkeit gegen mikrobielle Phytopathogene ist die
applizierte Dosis (MCKNIGHT & ROSALL 1991). KREBS et al. (1993) stellten neben der
eingebrachten Keimzahl von Bacillus subtilis die Haufigkeit der Applikation sowie den
Anwendungszeitpunkt im Verhéltnis zum Entwicklungsstadium der Pflanze als wichtige

Einflussfaktoren fiir die Populationsdynamik der Bakterien heraus.

Aus dem Ergebnis umfangreicher Untersuchungen heraus empfehlen JUNGE et al.
(1999) einen friihzeitigen FEinsatz von Bacillus subtilis, um Auflauf und
Frithentwicklung der Kulturpflanzen zu stimulieren. Auch MALIES (1995) erachtete es
als bedeutungsvoll, dass das Bakterium bereits in einer sehr frithen Phase der
Pflanzenentwicklung sein antagonistisches Potenzial zur Wirkung bringen kann. Durch
die vergleichsweise schwache Konkurrenzkraft von Bacillus subtilis erscheint eine Saat-
oder Pflanzgutbehandlung als optimal, damit Samen bzw. Pflanzenwurzel bereits durch
den Antagonisten besetzt sind, bevor Mikroorganismen aus dem Substrat diese Nischen
besiedeln. Anderenfalls ist von einer ineffektiven Wurzelbesiedlung durch Bacillus
subtilis auszugehen, die mit dem Ausbleiben der erwiinschten phytoeffektiven und

phytosanitdren Effekte einhergeht.

Bei Versuchen in erdeloser Tomatenkultur war bei GieBapplikation die
Besiedlungsdichte von Bacillus subtilis direkt abhidngig von der eingebrachten

Sporendichte des Bakteriums (MALIES 1995). BULL et al. (1991) fanden eine direkte
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Abhéngigkeit der Populationsdichte von Pseudomonas fluorescens an Weizenwurzeln
von der an die Samen applizierten Dosis. SCHMIDT et al. (2000b) beobachteten ein mit
steigender introduzierter Keimzahl einhergehendes Anwachsen der Besiedlungsdichte
und der antagonistischen  Aktivitit von  Pseudomonas  fluorescens  an
Zuckerriibensdmlingen, wéhrend sich dieser Effekt bei Pseudomonas corrugata nicht
zeigte. Auch bei Bacillus subtilis gibt es Hinweise auf Unterschiede im
Besiedlungsverhalten einzelner Isolate (BocHOW 1994, MALIES 1995). Diese
Erkenntnis deutet darauf hin, dass sich selbst nahe verwandte Mikroorganismen nach
threm Einbringen in das System Pflanze — Boden populationsdynamisch sehr
unterschiedlich verhalten konnen. Das legt die Schlussfolgerung nahe, dass nur eine
begrenzte Ubertragbarkeit der Ergebnisse populations- und aktivititsdynamischer

Untersuchungen auf andere Mikroorganismenarten besteht.

X1 et al. (1996) untersuchten den Einfluss zweier verschiedener Formulierungen eines
fluoreszierenden Pseudomonaden-Stammes auf dessen Populationsdynamik an
Erbsenwurzeln. Dabei ermittelten sie die hoheren Populationsdichten bei Einsatz einer
Torf-Formulierung im Vergleich zu einer Granulat-Formulierung. Im Zusammenhang
mit der Rolle von Formulierung und Applikationstechnik diskutieren FREIER et al.
(1990a) den Einfluss des Anteils versporter Zellen bei Applikation von Bacillus subtilis.
Sie berichten, dass ein hoher Versporungsgrad in der Kulturlosung giinstig fiir hohe
Uberlebensraten der eingebrachten Bakterien im Boden war, ein hoher Anteil an
vegetativen Zellen jedoch zu einer besseren Unterdriickung von Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi fiihrte. Das bedeutet, dass die Art der Formulierung von entscheidender
Bedeutung fiir die Uberlebensfihigkeit des introduzierten Mikroorganismus sowie
dessen antagonistische Wirksamkeit ist. AuBerdem favorisieren die Autoren fiir Bacillus
subtilis T99 eine Gieflbehandlung des Substrates als Applikationsform, da dieser Stamm
urspriinglich aus der Bodenmikroflora einer Nelkenkultur isoliert wurde und somit kein
typischer Rhizosphérenbesiedler ist. MALIES (1995) beobachtete in erdeloser
Tomatenkultur bei GieBbehandlung eine gleichmiBigere und kontinuierlichere
Besiedlung der einzelnen Wurzelbereiche durch Bacillus subtilis als bei
Saatgutbehandlung. Als Mechanismen fiir die Verteilung der Bakterien in vertikaler
Richtung nennt die Autorin neben der aktiven Eigenbewegung der Bakterien den
passiven Transport durch Sickerwasser. Insbesondere letzteres kommt als Ursache fiir

die gleichmiBigere Verteilung der Bakterienzellen bei Giebehandlung in Betracht.
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ALBRECHT (1995) erreichte durch kombinierte Saatgut- und Substratbehandlung sowie
alleinige Substratbehandlung mit Bacillus subtilis eine hohere Populationsdichte in der

Rhizosphédre von Radieschenpflanzen als durch alleinige Saatgutbehandlung.

2.3  Zusammenhang zwischen Populationsdichte und Wirksamkeit

Fir die Wirkung von Bacillus subtilis ist keineswegs die Populationsdichte allein
entscheidend. Diese Schlussfolgerung ldsst sich bereits aus den Ergebnissen von REDDY
& RAHE (1989a) ziehen, die phytoeffektive Wirkungen durch den Bacillus subtilis-
Stamm B-2 beobachteten, obwohl dieser sich nicht in hoher Keimzahl an den

Pflanzenwurzeln erhalten konnte.

Auch REDDY & RAHE (1989b), KOWALSKI (1992) und GANTCHEVA (1993) fanden keine
direkte Beziehung zwischen der Populationsdichte von Bacillus subtilis und dessen
phytoeffektiver und antifungaler Leistung. Diese Erkenntnis steht im Gegensatz zu
Erfahrungen bei fluoreszierenden Pseudomonaden (BULL et al. 1991, RAAIJMAKERS et
al. 1995). Aber auch bei Pseudomonas-Arten gibt es widerspriichliche Aussagen. So
fanden LEEMAN et al. (1995) keine Korrelation zwischen zur Erntezeit ermittelter
Populationsdichte von Pseudomonas fluorescens WCS374 und antifungaler Leistung
gegen Fusarium-Welke an Radieschen. LiU et al. (1995) stellten heraus, dass die
Auspragung von durch Pseudomomas putida und Serratia marcescens induzierter
systemischer Resistenz in Gurkenpflanzen nicht an grofe Populationen der
introduzierten Bakterien gebunden war. Aus ihren Erkenntnissen zogen sie die
Schlussfolgerung, dass ein PGPR-Stamm auch dann als ,,Biocontrol Agent* effektiv
sein kann, wenn er kein guter Wurzelbesiedler ist. Diese Tatsache spricht fiir Bacillus
subtilis, denn auch wenn sich dieses Bakterium nicht in so grofer Populationsdichte im
Wurzelraum erhalten kann wie fluoreszierende Pseudomonaden, bedeutet das nicht,

dass dessen antifungale Leistung schwicher sein muss.

Weitere Autoren verweisen darauf, dass es offenbar keinen direkten Zusammenhang
zwischen Populationsdichte von Bacillus subtilis im Substrat bzw. an den
Pflanzenwurzeln und seiner phytosanitiren Aktivitit gibt (REDDY & RAHE 1989b,
KLOEPPER 1991, GANTCHEVA 1993, TutzUN & KLOEPPER 1994, BoCHOW &
GANTCHEVA 1995, HANDELSMANN & STABB 1996, GROSCH et al. 1996, ZIMMER et al.

1998). Von groBerer Bedeutung als die Keimzahl von Bacillus subtilis ist offenbar die
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Aktivitit der Bakterienzellen (ZIMMER et al. 1999b). SCHMIDT et al. (2000a) ermittelten
mit Hilfe messbarer Biolumineszenz in Hypokotyl-Proben von Zuckerriibensdmlingen
die Aktivitit zuvor eingebrachter Isolate von Pseudomonas fluorescens und Bacillus
subtilis. Sie stellten fiir Pseudomonas fluorescens eine hohe Aktivitdt in allen getesteten
Boden fest, wihrend bei Bacillus subtilis keine oder nur eine sehr geringe
Biolumineszenz gemessen wurde. Dies liel darauf schlielen, dass die Population von

Bacillus subtilis an Wurzel und Hypokotyl groftenteils aus versporten Zellen bestand.

Das Verhiltnis zwischen Populationsdichte von Bacillus subtilis zur phytoeffektiven

Leistung und Pathogen unterdriickenden Wirkung ist auch Gegenstand dieser Arbeit.
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3 Material und Methoden

3.1  Charakterisierung der Versuchsorganismen

3.1.1 Testpflanze Erbse (Pisum sativum L.)

Die Erbse gehort zur Familie der Fabaceae (Schmetterlingsbliitengewichse)
(BAUMANN et al. 1976). Wie alle Vertreter dieser Familie lebt sie in Symbiose mit
stickstoftbindenden Bakterien (Rhizobium-Arten), die in der Lage sind, den
Luftstickstoff zu verwerten (VOGEL et al. 1996).

Mittlere bis schwere Boden gelten fiir den Erbsenanbau als ertragsfahiger im Vergleich

zu leichten. pH-Werte des Bodens im Bereich von 6,5-7,5 gelten als glinstig.

Temperaturextreme sind fiir die Erbse von Nachteil. Fiir Trockensubstanz- und
Ertragsbildung sowie flir die Mineralstoffaufnahme sind Bodentemperaturen von ca.

15 °C optimal.

Die in den nachfolgend beschriebenen Versuchen verwendete Sorte ‘Bordi® zédhlt zur
Sortengruppe der Markerbsen und ist hinsichtlich der Reifezeit als friih bis mittel
einzustufen (nach VOGEL et al. 1996).

3.1.2 Wourzelfauleerreger Phoma pinodella (L.K.Jones) Morgan-Jones & Burch

Dieser Pilz, der lange Zeit als Phoma medicaginis Malbr. & Roum. var. pinodella
(L.K.Jones) Boerema bekannt war, wird der Unterabteilung Deuteromycotina (Fungi
imperfecti), Klasse Coelomycetes, Ordnung Sphaeropsidales zugeordnet (HOFFMANN et
al. 1994). Nach heutigem Verstindnis handelt es sich bei Phoma pinodella um eine

eigene Art (BOEREMA et al. 1993).

Auf Agar bildet der Pilz flache Kolonien mit hellgrauem bis schwarzem Luftmyzel. Die
Bildung von Myzel und Pyknidien ist sehr variabel. Die Anordung der Pyknidien ist
zumeist regelmiBig. Die Konidien sind ellipsoidal, 4-9 x 2-4 um grof3 und teilweise

zweizellig (DOMSCH et al. 1980).

Phoma pinodella wurde aus Ackerbdden isoliert (DORENBOSCH 1970). DOMSCH et al.
(1968) fanden den Pilz in gewaschenen Bodenpartikeln mit signifikant groBerer
Haufigkeit nach Anbau von Erbsen als nach Anbau von Weizen oder Raps. Ebenso

wurde Phoma pinodella von Samen und Stingeln der Erbse (WINTER et al. 1974) und
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Klee-Wurzeln (YLIMAEKI 1967) sowie aus der Rhizosphidre von Kartoffelpflanzen

(DoMSCH et al. 1980) isoliert.

Phoma pinodella gilt als schwaches Pathogen an Erbsen, Rotklee und anderen
Leguminosen (DOMSCH et al. 1980). An Erbsen verursacht der Pilz Fuf3- und
Stingelfdule (HOFFMANN et al. 1994). Phoma pinodella wird in der Literatur hiufig
zusammen mit Ascochyta pisi Lib. und Mycosphaerella pinodes (Berk. et Blox.) Stone
als Erreger der Brennfleckenkrankheit der Erbse genannt und tritt auch oft im Komplex
mit den anderen beiden Arten auf (SPAAR et al. 1985, CRUGER 1991). Wihrend die
anderen beiden Erreger vorwiegend an oberirdischen Pflanzenteilen Symptome
verursachen, hat Phoma pinodella seine Hauptbedeutung als FuBkrankheitserreger und
breitet sich vom Stédngelgrund abwiérts und aufwérts an der Pflanze aus (CRUGER 1991),
kann aber auch an den Hiilsen auftreten und verursacht dort typische Strichelflecke
(SPAAR et al. 1985). Der Pilz wird hauptsdchlich mit dem Saatgut tibertragen (CRUGER
1991), kann aber auch iiber den Boden infizieren. Fulkrankheiten treten bevorzugt bei
6-8 °C auf, einzelne Erbsensorten sind unterschiedlich empfindlich gegeniiber diesem

Krankheitserreger (BEALE et al. 1991, CRUGER 1991, KNAPPE & HOPPE 1994).

Die Palette der Bekdmpfungsmoglichkeiten von Phoma pinodella ist gering. Im
Wesentlichen beschrianken sie sich auf phytohygienische MaBlnahmen wie Anbau von
Erbsen maximal alle 4 Jahre innerhalb einer Fruchtfolge und die Verwendung von
gesundem Saatgut. Eine direkte Bekdmpfung durch Saatgutbeizung mit fungiziden
Wirkstoffen ist ebenfalls moglich, bringt aber allenfalls einen Teileffekt und gilt als

undkonomisch (CRUGER 1991).

Da Phoma pinodella vor allem als FuBlkrankheitserreger Bedeutung hat und zuerst das
Hypokotyl infiziert, bietet sich hier ein interessanter Ansatzpunkt fiir die biologische
Unterdriickung durch mikrobielle Antagonisten (BEALE et al. 1991). Die Ergebnisse von
Issourou (2000) zeigten eine gute Hemmung des Pilzes durch Bacillus subtilis-Isolate

in vitro.

Fir die Versuche wurden von der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und
Forstwirtschaft Berlin-Dahlem insgesamt 5 von der Stingelbasis infizierter Erbsen-
bzw. Ackerbohnenpflanzen isolierte Phoma pinodella-Stimme zur Verfiigung gestellt.
Auf Grundlage eigener Pathogenititstests wurde das Isolat 62914 fiir die weitere Arbeit

ausgewahlt, da es sich als das aggressivste erwiesen hatte und deutlich sichtbare
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Symptome in Form tief schwarzer, streifenformiger Lédsionen am Hypokotyl der

Erbsenpflanzen verursachte.

Die Stammhaltung der Phoma pinodella-Isolate iiber einen ldngeren Zeitraum ohne
Wirtspassage erfolgte auf Slight Nutrient Agar (SNA) nach NIRENBERG (1976)
(Rezeptur s. Anhang I). Das fiir die Versuche verwendete Isolat 62914 wurde zur
Erhaltung der Virulenz einmalig vom Hypokotyl befallener Erbsenpflanzen ebenfalls

auf SNA riickisoliert und fiir die folgenden Experimente verwendet.

3.1.3 Waurzelfauleerreger Rhizoctonia solani Kithn

Wie Phoma pinodella, so gehdrt auch der Pilz Rhizoctonia solani zur Unterabteilung
Deuteromycotina (Fungi imperfecti). Er wird dort der Klasse Agonomycetes zugeordnet

(HOFFMANN et al. 1994).

Rhizoctonia solani wurde 1858 von Julius Kiihn erstmals beschrieben und zéhlt zu den
am langsten bekannten Pflanzenpathogenen. Das Teleomorph-Stadium wurde spiter als
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. beschrieben. Aus heutiger Sicht miisste der
Pilz wegen der Auffindung des geschlechtlichen Stadiums taxonomisch korrekt in die
Unterabteilung Basidiomycotina eingeordnet werden. Die Sammelart Rhizoctonia solani
wird in Stdmme mit mehrkernigen Myzelien und solche mit zweikernigen Myzelien
eingeteilt. Erstgenannte Gruppe wird nach wie vor als Rhizoctonia solani bezeichnet,

Vertreter der zweiten Gruppe werden als ,,Rhizoctonia-dhnliche Pilze* eingestuft.

Das Myzel von Rhizctonia solani besteht aus septierten, dickwandigen, rechtwinklig
verzweigten Hyphen. Als Uberdauerungsorgane werden Sklerotien gebildet, aus denen
bei ausreichender Feuchtigkeit zundchst subhyaline bis weille, sich spéter braun
verfarbende Laufthyphen entstehen. Die Ausbreitung der Hyphen an der Pflanze erfolgt
sowohl inter- als auch intrazelluldr, wobei kurze Seitenverzweigungen, die sich an den
Lauthyphen bilden, sich appressorienartig an die Epidermiszellen der Pflanze anlegen

und in diese eindringen (SCHMIEDEKNECHT 1990).

Isolate mit zwei Kernen je Zelle werden bisher in ca. 15 Anastomosegruppen (AG)
unterteilt, die mit lateinischen GroBbuchstaben versehen werden. Von mehrkernigen
Rhizoctonia solani-Staimmen werden derzeit 11 Anastomosegruppen unterschieden, die

durch arabische Zahlen gekennzeichnet werden (NIRENBERG 1996). Dabei konnen AG
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1, 4 und 5 an Leguminosen Krankheitserscheinungen hervorrufen (NIRENBERG &

DALCHOW 1988).

Der Pilz ist ein guter Bodensaprophyt und kann sich im Boden anreichern. Als
Krankheitserreger ist Rhizoctonia solani beispielweise im Kartoffelanbau von
Bedeutung (Wurzeltoter- und Pockenkrankheit) (HOFFMANN et al. 1994). Des Weiteren
kann der Pilz bei Keimlingen vieler Pflanzenarten die Umfallkrankheit hervorrufen und

ist daher besonders in der Jungpflanzenanzucht von Bedeutung (ROSENKRANZ 1996).

An der Gemiiseerbse kann sich der Befall mit Rhizoctonia solani auf verschiedene
Weise duflern. Einerseits kann bereits der gesamte Embryo des keimenden Samens
zerstort werden, was sich in einem schlechten Auflaufergebnis ausdriickt. Zum anderen
konnen primére Sprosse geschiddigt werden, die spiter durch Seitentriebe ersetzt
werden. Die Entstehung von Wunden auf dem unterirdischen Stéingel durch die
Pilzinfektion fiihrt meist zum klassischen Umfall-Symptom. Rhizoctonia solani kann
auch die Keimblatter der Erbsenpflanzen zeitig vernichten, wodurch der jungen Pflanze

die gespeicherten Nahrstoffe entzogen werden (BRAUN 1930, SEIDEL et al. 1990).

Das Auftreten der Rhizoctonia-Krankheit an Kulturpflanzen ist in starkem Mafe von
Lage, Wetter und Boden abhingig. Giinstige Bedingungen fiir den Pilz stellen
beispielsweise schwere, tonig-lehmige Bdden und ein kiihles Frithjahr dar (MEIER

1985).

Zur biologischen Bekdmpfung von Rhizoctonia solani existieren bereits Erfahrungen
mit einer Reihe mikrobieller Antagonisten, darunter Bacillus subtilis (SCHMIEDEKNECHT
1990, GANTCHEVA 1993, ALBRECHT 1994, SCHMIEDEKNECHT et al. 1996, KILIAN et al.

1998, SCHMIEDEKNECHT et al. 1998).

Fiir die hier dargestellten Untersuchungen wurden von der Biologischen Bundesanstalt
fiir Land- und Forstwirtschaft Berlin-Dahlem insgesamt folgende 5 Rhizoctonia solani-

Isolate zur Verfiigung gestellt:

e 65806, isoliert von Erbsenwurzeln,
e 62999, isoliert von Lupinenwurzeln,
e 066984, isoliert von Lupinenwurzeln,

e 65116, isoliert von Kartoffeln sowie
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e 63007, isoliert von Kartoffeln.
Die Stammbhaltung der einzelnen Isolate erfolgte auf zuvor sterilisierten Getreidedhren.

In vorausgegangenen Pathogenititstests erwies sich das Lupinen-Isolat 66984 mit einem
Anteil befallener Erbsenpflanzen von 92,9 % und einem Krankheitsindex Ki = 58,7 %
als der aggressivste Rhizoctonia solani-Stamm an Erbsenpflanzen der Sorte ‘Bordi’

(GETMANOVA 1997) und wurde daher fiir die weiteren Untersuchungen verwendet.

3.1.4 Nutzbakterium Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn

Das Nutzbakterium Bacillus subtilis ist taxonomisch in die Ordnung Eubacteriales,
Klasse Schizomycetes, Familie Bacillaceae einzuordnen. Die Bakterienzellen sind
stabchenformig mit einer Lange von 2,0-3,0 um und einer Breite von 0,7-0,9 pm. Sie
sind peritrich begeilelt und gram-positiv (COOK & BAKER 1983, SINCLAIR 1989,
SCHLEGEL 1992).

Bacillus subtilis ist ein aerobes, mesophiles Bakterium, dass weit verbreitet im Staub
und Erdboden vorkommt. Die Zellen sind in einem Temperaturbereich von 5 °C bis
55 °C aktiv (SINCLAIR 1989), wobei das Optimum fiir das Wachstum in sterilem Boden
bei etwa 25 °C liegt (GUPTA & UTKHEDE 1986). Es werden pH-Werte zwischen 4,5 und
8,5 vertragen, das Optimum liegt in einem Bereich von 6,0 bis 7,5 (THIMANN 1964,
WANDKE 1992).

Bei Vorliegen ungiinstiger Entwicklungsbedingungen ist Bacillus subtilis in der Lage,
Endosporen zu bilden, die duBlerst widerstandsfahig gegeniiber Umwelteinfliissen sind
(SINCLAIR 1989). Die Sporen sind in der Lage, in wéssriger Bodensuspension
10miniitige Warmebehandlungen von 80 °C bzw. eine 30miniitige Bodenddmpfung von

60 °C zu iiberstehen (BROADBENT et al. 1977, COOK & BAKER 1983).

Samtliche in den vorliegenden Versuchen getesteten Bacillus subtilis-Isolate' wurden
von der FZB Biotechnik GmbH isoliert und zur Verfligung gestellt. Untersuchungen
erfolgten mit dem Referenz-Stamm FZB24%, der in Deutschland als
Pflanzenstiarkungsmittel gelistet ist, sowie mit den Stimmen FZB27 und FZB47. Die

beiden letzteren Isolate besitzen eine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum

"In der vorliegenden Arbeit werden die Begriffe ,,Stamm* und ,,Isolat“ synonym verwendet.
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Streptomycin und sind dadurch nach Reisolation von Pflanzenwurzeln oder aus dem
Substrat eindeutig zu determinieren. Der Ausgangsstamm von FZB27 ist FZB13, der
von FZB47 ist der Referenzstamm FZB24®. FZB47 ist in der Lage, bis zu einer
Streptomycin-Konzentration von 200 pg / ml zu wachsen. Die Streptomycin-Resistenz
der genannten Stimme ist chromosomal gebunden und wird somit unverdndert

weitervererbt (JUNGE et al. 1999).

3.2 Charakterisierung der verwendeten Substrate

3.2.1 Quarzsand

Fiir die in Quarzsand durchgefiihrten Versuchsreihen wurde Quarzsand Dorsilit mit
einer KorngréBe von 0,6 bis 1,2 mm verwendet. Das Substrat war also weitgehend
gleichformig und enthielt kaum pflanzenverfiigbare Nihrstoffe. Die folgenden

kennzeichnenden Parameter wurden durch eigene Messung ermittelt:
e pH-Wert: 6,78
e Aktivitdt der Salze in Bodenlosung: 0,08 g/ 1 Boden

Die angegebenen Werte reprisentieren jeweils den Mittelwert aus 10 Messungen. Die
pH-Messung wurde mit dem Gerdt pH-AGRAR 2000 und die Bestimmung der Aktivitat
der Bodensalze mit AM-PET 2000 direkt in kulturfeuchtem Substrat vorgenommen.

Nach Angaben des Messgeriteherstellers bedeutet der ermittelte Wert fiir die Aktivitét
der Salze in Bodenlosung von 0,08 g / 1 Boden eine geringe Aktivitit. Bei diesem Wert
ist die pflanzliche Aufnahme der Nahrstoff-Elemente N, Cl und S mifig, die von K, Na,
Ca, Mg, B und Mo gering und die von P, Fe, Mn, Zn, Cu und Al unzureichend.

3.2.2 Feldboden und Einheitserde Typ Null

Verwendet wurde ein sandiger Feldboden von der Margaretenhéhe in der Nédhe von
Berlin-Hohenschonhausen. Nach Untersuchungen der LUFA wurden die in Tab.1
dargestellten Nahrstoffgehalte ermittelt.
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Tab.1:  Nahrstoffgehalte des in den Versuchen verwendeten Feldbodens

Nihrstoff-Element Gehalt [g / kg]
Stickstoff 0,64
Phosphor 0,96
Kalium 1,05
Magnesium 0,66
Kalzium 0,92
Eisen (gesamt) 6,83

Der Boden wurde durch Sieben auf eine maximale Korngré3e von ca. 2 mm gebracht
und mit Einheitserde Typ Null vermischt. Bei Einheitserde Typ Null handelt es sich um
ein aufgekalktes, aber nicht weiter aufgediingtes Torfprodukt. Es wurde in seiner recht
groben Textur belassen. Das Mischungsverhéltnis Feldboden : Einheitserde Typ Null
betrug 2 : 1. Im folgenden Text steht der Begriff Feldboden jeweils fiir die Mischung
des gesiebten, sandigen Feldbodens mit Einheitserde Typ Null. Von diesem Gemisch

wurden durch eigene Messungen ermittelt:

e pH-Wert: 5,68

e Aktivitdt der Salze in Bodenlosung: 0,31 g/ 1 Boden
Die Messungen erfolgten wie in Abschnitt 3.2.7 beschrieben.

Der ermittelte Wert fiir die Aktivitdt der Salze in Bodenlosung von 0,31 g / 1 Boden
bedeutet eine mittlere Aktivitdt. Bei diesem Wert ist die pflanzliche Aufnahme der
Néhrstoff-Elemente N, Cl und S gut, die von K, Na, Ca, Mg, B und Mo ausreichend und
die von P, Fe, Mn, Zn, Cu und Al miBig.

3.2.3 Aussaaterde

Bei dem verwendeten Kultursubstrat Floragard Aussaaterde handelt es sich um ein
Torfprodukt nach DIN 11540-F50. Das Substrat besteht aus stark zersetztem
Hochmoortorf (H,-Hs4 und H7-Hyg) mit allen fiir das Pflanzenwachstum erforderlichen

Néhrstoffen. Wichtige Eigenschaften des Kultursubstrats werden in Tab.2 genannt.
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Tab.2:  Wichtige Eigenschaften von Floragard Aussaaterde (Herstellerangaben)

Stickstoff-Gehalt (Reinndhrstoff) 50-300 mg /1
Phosphor-Gehalt (P,0s) 80-300 mg /1
Kalium-Gehalt (K,O5) 80-400 mg /1
Salz-Gehalt 1,5¢g/1
Gehalt an organischer Substanz 60 %
pH-Wert (CaCl,) 5bis 6

Die Herstellerangabe des pH-Wertes wurde durch eigene Messungen bestitigt.
Diese ergaben folgende Ergebnisse:

e pH-Wert: 5,60

e Aktivitdt der Salze in Bodenlosung: 0,74 g /1 Boden

Die Messungen erfolgten wie in Abschnitt 3.2.7 beschrieben.

Der ermittelte Wert fiir die Aktivitdt der Salze in Bodenlosung von 0,74 g / 1 Boden
bedeutet eine hohe Aktivitit. Bei diesem Wert ist die pflanzliche Aufnahme der
Néhrstoff-Elemente N, Cl, S, K, Na, Ca, Mg, B, Mo, P, Fe, Mn, Zn, Cu und Al gut.

3.3 Versuchsdesign

3.3.1 Versuchsserie 1

Ziel der ersten Versuchsserie war die Gewinnung von Erkenntnissen iiber das Verhalten

von Bacillus subtilis in einem néhrstoffarmen, biologisch wenig aktiven Substrat.

Dazu wurden fiinf Modellversuche unter kontrollierten Bedingungen im Phytotron
durchgefiihrt. Als Substrat fand Quarzsand Verwendung. Die Samen der Testpflanzen
(Erbsen) wurden einen Tag vor Versuchsbeginn 10 min in 3 %iger NaOCl-Losung
duBerlich desinfiziert und anschlieBend 24 h in sterilem Leitungswasser vorgequollen.

Als Versuchsgefif3e dienten Plastikbecher, die mit 250 ml Substrat gefiillt wurden.

In den zu beschreibenden fiinf Versuchen wurden alle steuerbaren 6kologischen

Faktoren mit Ausnahme der Temperatur konstant gehalten. Die relative Luftfeuchte
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betrug einheitlich 65 %, die Belichtungsdauer wurde mit téglich 11 h festgelegt, wobei
die Beleuchtungsintensitdt am Versuchsboden bei ca. 6,5 klx lag. Die Versuchsdauer
betrug jeweils 30 Tage. Die Versuche wurden bei den Temperaturstufen 10 °C, 15 °C,
20 °C, 25 °C und 30 °C durchgefiihrt, wobei die Temperatur jeweils liber den gesamten

Versuchszeitraum konstant gehalten wurde.

Getestet wurden zwei verschiedene Bacillus subtils-Stimme: FZB24® und FZB27.
Diese lagen in Form eines Granulats mit einer Ausgangskonzentration von 1*¥10'" cfu /
g vor, als Tragerstoff diente Kaliumnitrat. Aus diesem Granulat wurden
Sporensuspensionen der Konzentrationen 107, 10° und 10° cfu / ml hergestellt. Zur
Saatgutbehandlung wurden die vorgequollenen Erbsensamen 10 min in die
Sporensusupension der entsprechenden Konzentration getaucht und anschlieBend nach
einer kurzen Antrocknungsphase ausgesit. Die Saattiefe betrug 2 cm. Bei einigen
Varianten wurde eine zusédtzliche Substratbehandlung durchgefiihrt, wobei unmittelbar
nach der Aussaat 30 ml Sporensuspension der entsprechenden Konzentration je Gefdl3
gegossen wurden. Jeder der fiinf Versuche bestand aus den in Tab.3 dargestellten 14

Varianten.

In Variante 14 wurde mit einer Kaliumnitrat-Konzentration gearbeitet, die jener in den
Varianten 3 und 9 entsprach. Sie diente der Ergriindung des Einflusses des Tréagerstoffes
auf das Wachstum der Erbsenpflanzen. Von jeder Variante wurden fiinf Gefille
aufgestellt, wobei jedes Gefall einer Wiederholung entsprach. Je Versuchsgefal wurden

drei Erbsensamen eingebracht.

Fiir die tdglichen Wassergaben wurde steriles Leitungswasser verwendet, um einen
Mikroorganismeneintrag iiber das Wasser in das biologisch wenig aktive Medium mit
geringen Puffereigenschaften weitgehend zu vermeiden. Um eine gleichmiBige
Wasserversorgung zu gewihrleisten, wurde jedes der VersuchsgefiBle auf eine

Gesamtmasse von 450 g aufgegossen.
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Tab.3:  Varianten von Versuchsserie 1

Varianten- Bacillus Konzentration der Saatgut- Substrat-
Nr. subtilis Sporensuspension behandlung | behandlung

Stamm [cfu / ml]

1 unbehandelte Kontrolle

2 FZB24® 1*¥10° X

3 FZB24°® 1*¥10° X X

4 FZB24® 1*¥10° X

5 FZB24° 1*¥10° X X

6 FZB24°® 1*10’ X

7 FZB24® 1*¥10’ X X

8 FZB27 1*¥10° X

9 FZB27 1*¥10° X X

10 FZB27 1*¥10° X

11 FZB27 1*¥10° X X

12 FZB27 1*¥107 X

13 FZB27 1*¥10’ X X

14 Kaliumnitrat X X

Hinsichtlich des Besiedlungsverhaltens von Bacillus subtilis wurden folgende Aspekte

untersucht:

e duBerliches Anhaften von Bacillus subtilis-Keimen am behandelten Saatgut,

e Rhizosphérenbesiedlung durch Bacillus subtilis nach 30 Tagen Versuchsdauer,

dabei getrennte Betrachtung von

Wurzelspitze (dulere 3 cm von Haupt- und Seitenwurzeln),

Wurzelmittelstiick (Hauptwurzelabschnitt im Abstand 1,5 bis 4 cm vom

Samenansatz, inklusive Seitenwurzelansétze bis zu 1 cm Léinge),

Wurzeloberteil (Hauptwurzelabschnitt vom Samenansatz bis 1,5 cm Abstand vom

Samenansatz, inklusive Seitenwurzelansétze bis zu 1 cm Léinge),

e Substratbesiedlung durch Bacillus subtilis nach 30 Tagen Versuchsdauer.
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Uber die Methodik zur Reisolation der introduzierten Bakterienstimme gibt Abschnitt

3.4.3 Auskuntt.

Des Weiteren wurden folgende Wachstumsparameter der Erbsenpflanzen bestimmt:
e Frischmasse von Spross und Wurzel,

e Sprosslédnge,

e absolute Wurzelldnge (vgl. Abschnitt 3.4.7).

3.3.2 Versuchsserie 2

Zur weiteren Untersuchung der Populationsdynamik von Bacillus subtilis und dessen
antagonistischer Wirksamkeit gegen ein pilzliches Phytopathogen wurden drei

Modellversuche unter kontrollierten Bedingungen im Phytotron durchgefiihrt.

Die angewandte Methodik entsprach weitgehend jener aus Versuchsserie 1. Um eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten waren auch die Versuchbedingungen
dieselben wie bei der vorangegangenen Versuchsreihe. Es wurde diesmal jedoch nur mit

drei Temperaturstufen gearbeitet: 15 °C, 20 °C und 25 °C.

Der Bacillus subtilis-Stamm FZB24® wurde durch den Streptomycin-resistenten Stamm
FZBA47 ersetzt, der ansonsten in wesentlichen Eigenschaften mit FZB24® iibereinstimmt
(vgl. Abschnitt 3.7.4). Wie in Versuchsserie 1 wurde daneben auch noch FZB27

verwendet.

Fiir die Introduktion des Nutzbakteriums wurde diesmal einheitlich Sporensuspension in
einer Konzentration von 10° cfu / ml verwendet. Anstelle unterschiedlicher
Konzentrationen der Sporensuspension wurden bei dieser Versuchsreihe drei
verschiedene Trigersubstanzen getestet: Sand, Kaliumnitrat und Maisstirke. Die
verwendeten beiden Bacillus subtilis-Stimme lagen jeweils in allen drei

Formulierungen vor.

Drei Tage nach der Aussaat erfolgte die Inokulation mit dem phytopathogenen Pilz
Phoma pinodella, Isolat 62914. Der Pilz war zuvor auf Petrischalen mit Erbsenagar
(Rezeptur s. Anhang 2) tiberimpft und 4-6 Wochen im Brutschrank bei 25 °C gehalten
worden. Fiir die Inokulation wurde eine Sporensuspension mit einer Konzentration von

1*¥10° cfu / ml durch Abspiilen der Platten mit sterilem Leitungswasser hergestellt, von
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welcher jeweils 20 ml / Gefdl appliziert wurden. Die Inokulumdichte der

Konidiensuspension wurde mittels Thomakammer ermittelt.

Von jeder Variante wurden fiinf Gefdlle aufgestellt, wobei jedes Gefdll einer

Wiederholung entsprach. Je Versuchsgefd3 wurden 6 Erbsensamen eingebracht.

Hinsichtlich des Besiedlungsverhaltens von Bacillus subtilis wurden folgende Aspekte

untersucht:
e duBerliches Anhaften von Bacillus subtilis-Keimen am behandelten Saatgut,

e Rhizosphérenbesiedlung durch Bacillus subtilis nach 30 Tagen Versuchsdauer an

der Wurzelspitze,
e Substratbesiedlung durch Bacillus subtilis nach 30 Tagen Versuchsdauer.
Des Weiteren wurden folgende Wachstumsparameter der Erbsenpflanzen bestimmit:
e Frischmasse von Spross und Wurzeln,
e Trockenmasse von Spross und Wurzeln,
e Sprosslinge.

AuBlerdem wurde der Krankheitsbefall bonitiert und der Krankheitsindex berechnet (s.
Abschnitt 3.4.2).

3.3.3 Versuchsserie 3

Aus der Uberlegung heraus, dass in den ersten beiden Versuchsserien bereits
grundsétzliche Erkenntnisse iiber das populationsdynamische Verhalten des zu
untersuchenden Nutzbakteriums gewonnen werden konnten, beschridnkten sich die
Untersuchungen zur Populationsdynamik sowie zur phytoeffektiven und
gesundheitsfordernden Leistung von Bacillus subtilis in Feldboden auf eine, drei
Versuche umfassende Reihe. Die in Quarzsand durchgefiihrten Versuchsserien 1 und 2

wurden hier zusammengefasst.

Die angewandte Methodik entsprach weitgehend jener aus Versuchsserie 1. Um eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewdhrleisten waren auch hier die
Versuchbedingungen dieselben wie bei den vorangegangenen beiden Versuchsreihen.

Es wurde mit den drei Temperaturstufen 15 °C, 20 °C und 25 °C gearbeitet.
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Anstelle von Quarzsand wurde hier ein sandiger Feldboden in Gemisch mit Einheitserde

Typ Null verwendet. In jedes Versuchsgefd3 wurden 350 g dieses Substrates gefiillt.

Die verwendeten Stamme von Bacillus subtilis waren wie in Versuchsserie 2 FZB47
und FZB27. Die Notwendigkeit der Arbeit mit markierten Stimmen ergab sich hier in
besonderem Malle, da in Feldboden mit einem natiirlichen Vorkommen von Bacillus
subtilis gerechnet werden musste. Fiir die Behandlung der Versuche mit dem
Nutzbakterium wurde ausschlieSlich die Formulierung auf Sand verwendet, um eine
Beeinflussung des Pflanzenwachstums durch den Trégerstoff weitgehend
auszuschlieBen. Die Applikation der Bakterien erfolgte in Form von Sporensuspension
der Konzentrationen 10°® und 10° cfu / ml. Behandelt wurde das Erbsensaatgut bzw.
Saatgut und Substrat in der gleichen Weise wie bei Versuchsserie 1. Bei dem Stamm
FZB27 erfolgte ausschlieflich die kombinierte Anwendung (Saatgut- und
Substratbehandlung).

Einer jeden Variante wurde eine entsprechende, mit dem phytopathogenen Pilz Phoma
pinodella inokulierte Variante gegeniibergestellt. Anzucht und Inokulation des Pilzes
wurden wie bei Versuchsserie 2 durchgefiihrt. Die Konzentration der ausgebrachten
Sporensuspension von Phoma pinodella wurde gegeniiber den Versuchen in Quarzsand
jedoch von 1*10° cfu / ml auf 5*10° cfu / ml erhdht, um eine ausreichende

Symptomauspragung zu erreichen.

Da es sich bei dem hier verwendeten Feldboden um ein Substrat mit wesentlich
besseren Puffereigenschaften im Vergleich zu Quarzsand handelt, erfolgten die

taglichen Wassergaben mit unsterilem Leitungswasser.

Hinsichtlich des Besiedlungsverhaltens von Bacillus subtilis wurden folgende Aspekte

untersucht:
e duBerliches Anhaften von Bacillus subtilis-Keimen am behandelten Saatgut,

e Rhizosphérenbesiedlung durch Bacillus subtilis nach 30 Tagen Versuchsdauer an

der Wurzelspitze,
e Substratbesiedlung durch Bacillus subtilis nach 30 Tagen Versuchsdauer.
Des Weiteren wurden folgende Wachstumsparameter der Erbsenpflanzen bestimmit:

e Frischmasse von Spross und Wurzeln,
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e Trockenmasse von Spross und Wurzeln,
e Sprosslinge.

AuBerdem wurde der Krankheitsbefall bonitiert und der Krankheitsindex berechnet.

3.3.4 Langzeitversuch

Hauptziel des Langzeitversuches war die Untersuchung der Uberlebensfihigkeit von
Bacillus subtilis im Substrat nach 60 Tagen, also der doppelten Versuchsdauer wie in
den anderen Versuchen. Weiterhin galt es zu ergriinden, inwiefern sich
Pflanzenwachstum-fordernde Effekte durch Bacillus subtilis-Applikation nach 60 Tagen

Versuchszeit zeigen.

Um die Aussagekraft der Ergebnisse abzusichern, wurde die Anzahl der
Wiederholungen auf 14 erhoht, die Variantenzahl dagegen auf 5 verringert. Der

Langzeitversuch bestand insgesamt aus den in Tab.4 aufgefiihrten Varianten.

Tab.4:  Varianten des Langzeitversuchs

Varianten- Bacillus Konzentration der Saatgut- Substrat-

Nr. subtilis- Sporensuspension behandlung behandlung
Stamm [efu / ml]

1 unbehandelte Kontrolle

2 FZB47 1*10° X

3 FZB47 1*10° X

4 FZB47 1*10° X X

5 FZB27 1*10° X X

Als Substrat diente in diesem Versuch Feldboden + Einheitserde Typ Null (vgl. 3.2.2).
Je Gefdll wurden 5 Erbsensamen eingebracht. Der Versuch wurde im Phytotron bei

einer konstanten Temperatur von 20 °C durchgefiihrt.

Beide Bacillus subtilis-Isolate wurden in einer Formulierung auf Sand als Tragerstoff
verwendet, um zusétzliche Effekte des Tréigerstoffs auf das Besiedlungsverhalten des

Nutzbakteriums sowie auf das Pflanzenwachstum moglichst auszuschlieBen. Fiir die
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Substratbehandlungen wurden jeweils 30 ml der Bacillus subtilis-Sporensuspension

entsprechender Konzentration je Gefd3 eingebracht.
Wassergaben erfolgten tdglich mit Leitungswasser.

Alle an dieser Stelle nicht beschriebenen Versuchsbedingungen sowie die
Vorbehandlung der Samen und die Applikation der Bakterien-Sporensuspension

entsprachen der in Abschnitt 3.3./ angegebenen Methodik.

Nach Ablauf von 60 Tagen nach der Aussaat wurden folgende Daten erfasst:
e Frischmasse von Spross und Wurzel der Testpflanzen,

e Sprossldnge der Testpflanzen,

e Keimzahl von Bacillus subtilis im Substrat.

3.3.5 Einzelversuche zur Populations- und Aktivititsdynamik von Bacillus subtilis

Mit den an dieser Stelle zu beschreibenden Experimenten wurden folgende Ziele

verfolgt:

e Untersuchung der Populationsentwicklung von Bacillus subtilis in Substrat,

Rhizosphire und Rhizoplane innerhalb von 30 Tagen bei 6 Probenahmeterminen,

e Gewinnung von Erkenntnissen zur Aktivititsdynamik durch Ermittlung des

Versporungsgrades der Bakterien,

e vergleichende Untersuchungen zur Populations- und Aktivitdtsdynamik von

Bacillus subtilis in Quarzsand und in Feldboden.

Um diese Aufgabenstellungen zu bearbeiten, waren zwei Versuche erforderlich, die
methodisch in dhnlicher Weise durchgefiihrt wurden wie die in den vorangegangenen
Abschnitten beschriebenen, die Variantenaufteilung war die gleiche wie beim
Langzeitversuch (Abschnitt 3.3.4). Die Applikationen erfolgten wie bei Versuchsserie
1. Die beiden Versuche unterschieden sich lediglich dadurch, dass im ersten Quarzsand
als Substrat verwendet wurde, im zweiten Feldboden + Einheitserde Typ Null. Auf die
Inokulation mit Phoma pinodella wurde an dieser Stelle verzichtet. Die

Versuchstemperatur betrug konstant 20 °C.
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Von jeder Variante wurden 14 GefiBle (Wiederholungen) aufgestellt, die mit jeweils 6
Erbsensamen versehen wurden. Im Abstand von 5 Tagen, also zu 6 Terminen innerhalb
der Versuchszeit von 30 Tagen, wurden von jeder Variante 2 bis 3 Gefdle zu
Probenahmezwecken entfernt. Es erfolgte sofort zum Entnahmetermin die Reisolation
von Substratproben und Wurzelspitzen (Methodik s. Abschnitt 3.4.3), wobei bei
letzteren unterschieden wurde zwischen Rhizosphiare (Wurzeln und anhaftendes
Substrat) und Rhizoplane (gewaschene Wurzeln). Am ersten Probenahmetermin wurde
wegen der noch gering ausgebildeten Wurzelmasse der Keimpflanzen auf die

Keimzahlbestimmung in der Rhizoplane verzichtet.

Neben der Bestimmung der Populationsdichte wurde der Versporungsgrad als Maf} fiir
die Aktivitdit des Nutzbakteriums in Rhizoplane, Rhizosphire sowie im Substrat

ermittelt (Methodik s. Abschnitt 3.4.3).

Zur Beurteilung des Anteils von Bacillus subtilis an der gesamten
Mikroorganismenpopulation im Rhizosphédrenbereich und im Substrat wurde aulerdem

die Gesamtkeimzahl (Bakterien und Pilze) bestimmt.

3.3.6 Komplexversuche

In Ergénzung der bisher dargestellten Experimente wurden 3 Komplexversuche zum
Vergleich der Wirksamkeit von Bacillus subtilis gegen zwei pilzliche
Pflanzenpathogene unter Hinzuziehung eines Neem-Priaparates als Bio-Fungizid

durchgefiihrt. Folgende konkrete Zielstellungen standen dabei im Mittelpunkt:

e Ergriindung des Einflusses einer kombinierten Anwendung von Bacillus subtilis mit
einem Neem-Praparat (Beschreibung s.u.) auf Pflanzenwachstum, Krankheitsbefall

sowie Populationsdichte und Aktivitdt des Nutzbakteriums,

e Untersuchung des Einflusses von Pathogen, Bacillus subtilis und Neem-Priparat auf

die Wuchsleistung der Testpflanzen,

o Vergleich der Wirksamkeit von Bacillus subtilis gegen Phoma pinodella mit der

gegen Rhizoctonia solani,

e Ermittlung eines etwaigen Pathogeneinflusses auf die Populationsdichte von

Bacillus subtilis.
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Als Substrat wurde bei einem der drei Versuche Feldboden + Einheitserde Typ Null
(vgl. 3.2.2), bei zwei weiteren Floragard Aussaaterde (vgl. 3.2.3) verwendet. Einer der
Versuche in Aussaaterde wurde unter kontrollierten Bedingungen im Phytotron bei
einer konstanten Temperatur von 20 °C, einer relativen Luftfeuchte von 65 %, einer
Belichtungsdauer von téglich 11 h und einer Beleuchtungsintensitidt am Versuchsboden
von ca. 6,5 klx durchgefiihrt. Die Realisierung der anderen beiden Versuche erfolgte
unter Gewdchshausbedingungen bei einer mittleren Temperatur von ca. 20 °C (+ 10 °C)

und einer mittleren relativen Luftfeuchte von ca. 70 % (+ 20 %).

Vorbehandlung und Aussaat der Erbsen erfolgten wie in Versuchsserie 1, Kultivierung
und Inokulation mit Phoma pinodella wie in Versuchsserie 2. Um eine deutliche
Symptomauspriagung zu erhalten, wurde die Sporenkonzentration auf 3*10° cfu / ml
erhoht. Die Inokulation wurde drei Tage nach Aussaat durchgefiihrt. Dabei wurden

jeweils 20 ml Sporensuspension je Gefd3 eingbracht.

Vorkultivierung und Inokulation des Rhizoctonia solani-Isolats erfolgte leicht verdndert
nach der Methode von GANTCHEVA (1993). Dazu wurden zunichst Myzelstiicke aus der
Getreidedhren-Kultur auf Petrischalen mit Kartoffeldextrose-Agar (PDA) {iberimpft.
Von einer vollbewachsenen PDA-Platte wurde dann ein ca. 1 cm® groBes Impfstiick
entnommen. Dieses wurde in mit 100 ml Kartoffeldextrose-Fliissigmedium (PDB)
gefiillte 300 ml-Erlmeyerkolben iiberimpft und anschlieBend bei 25 °C drei Wochen im
Brutschrank inkubiert. Unmittelbar vor der Inokulation wurde die gewachsene
Myzeldecke entfernt. Ca. 20 g der Myzeldecke wurden anschlieBend in 600 ml sterilem
Leitungswasser mit Hilfe eines Mixers homogenisiert. Von dieser Myzelsuspension
wurden jeweils 20 ml je Aussaatgefd3 eingebracht. Die Inokulation erfolgte wie bei

Phoma pinodella drei Tage nach Aussaat der Erbsen.

Als Bacillus subtilis-Stamm wurde fiir diese Versuche ausschlieSlich FZB47 verwendet.
Die Applikationen erfolgten wie unter 3.3./ beschrieben mit einer Konzentration von

jeweils 10® cfu / ml fiir Saatgut- und Substratbehandlung.

Als Bio-Fungizid kam das Neem-Priparat Rakshak Gold (Murkumbi Bio-Agro Pvt.
Ltd. Belgam, Indien) mit einer Ausgangskonzentration von 10000 ppm Azadirachtin
zum Einsatz. Bei diesem Mittel handelt es sich um eine Neemdl-Formulierung. Das
Priparat hatte sich in vorangegangenen Versuchen in bestimmten Konzentrationen als

gut vertraglich fiir Erbsenpflanzen herausgestellt. Fiir die Beimischung zu der Bacillus
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subtilis-Sporensuspension zur Saatgut- bzw. Substratbehandlung wurde eine
Konzentration von 10 ppm Rakshak Gold gewdhlt. Ein Beimischen von 10 ppm dieses
Neem-Priparats zu PDA hatte bei zuvor durchgefiihrten in vitro-Tests zu einer
Hemmung des Wachstums von Phoma pinodella und zu einer Forderung des
Koloniewachstums von Bacillus subtilis gefiihrt (ZIMMER et al. 1999a). Die Behandlung

von Samen bzw. Substrat erfolgte mit der gleichen Konzentration.

Die Applikation des Neem-Priparates und von Bacillus subtilis wurde jeweils als

Saatgut- und Substratbehandlung am Tag der Aussaat durchgefiihrt.
Uber die einzelnen Varianten der Komplexversuche gibt Tab.5 Auskunft.

Tab.5:  Varianten der Komplexversuche

Varianten- | Bacillus Rakshak Phoma Rhizoctonia
Nr. subtilis Gold pinodella solani

1 unbehandelte Kontrolle

2 X

3 X

4 X

5 X

6 X X

7 X X

8 X X

9 X X

10 X X X

11 X X X

Es wurden jeweils 6 Gefille (= 6 Wiederholungen) aufgestellt, die mit je 6 Erbsensamen

bestiickt wurden. Wassergaben erfolgten téglich mit gewohnlichem Leitungswasser.



41
Nach 30 Tagen Versuchsdauer wurden folgende Daten erfasst:
e Frischmasse von Spross und Wurzel der Testpflanzen,
e Sprossldnge der Testpflanzen,
e Krankheitsbefall der Testpflanzen, Ermittlung des Krankheitsindex,

e Keimzahl und Versporungsgrad von Bacillus subtilis an den Wurzelspitzen (dufere

3 cm),

e Keimzahl und Versporungsgrad von Bacillus subtilis im Substrat.

3.4 Versuchsauswertung

3.4.1 Erfassung von Wachstumsparametern der Testpflanzen

Zur Bestimmung der Sprosslange der Testpflanzen wurde der Bereich vom Samen bis

zum Ansatz des obersten Laubblattes gemessen.

Die Ermittlung der absoluten Wurzelldnge erfolgte nach NEWMAN (1966), indem das
gesamte Wurzelsystem einer Pflanze in eine mit wenig Wasser gefiillte Schale mit
einem 1 x 1 cm Raster gelegt und die Anzahl der Schnittpunkte mit den horizontalen
und vertikalen Gitternetzlinien ausgezéhlt wurden. Die Wurzellinge wurde dann nach

folgender Formel errechnet:

R - N*A*I1
2xH

R = absolute Wurzelldnge
N = Anzahl der Schnittpunkte
A = Flache des verwendeten Rasters

H = totale Lénge aller Gitternetzlinien

In einigen Versuchen wurden auBler der Frischmasse auch die Trockenmassen von
Spross und Wurzel ermittelt. Dazu wurden die Pflanzenteile 48 h bei einer Temperatur

von 65 °C getrocknet.
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3.4.2 Ermittlung des Krankheitsbefalls der Testpflanzen

Die Ermittlung des Befalls von Erbsenpflanzen durch Rhizoctonia solani erfolgte nach

einem flinfstufigen Bonitursystem in Anlehnung an Gooss (1976), JANKE & HUBERT
(1987) sowie GANTCHEVA (1993):

Boniturstufe 0:  Spross und Wurzel normal entwickelt, keine Lidsion an den

Wurzeln, am Hypokotyl oder Epikotyl (gesund);

Boniturstufe 1:  Pflanzenwachstum normal, vereinzelte braune Léasionen an

Wurzeln oder am Hypokotyl und Epikotyl (schwach befallen);

Boniturstufe 2:  Verminderung der Wurzel- und Sprossldnge, zahlreiche Lisionen

an den Wurzeln sowie am Hypokotyl und Epikotyl (mittelstark befallen);

Boniturstufe 3:  Pflanzenwachstum stark reduziert, gesamte Wurzel hell- bis
dunkelbraun gefarbt, Hypokotyl- und Epikotylteile mit zahlreichen braunen

Lisionen (stark befallen);

Boniturstufe 4:  Gesamte Wurzel unter Braunfarbung zersetzt; Pflanze vertrocknet

und umgefallen oder im Absterben begriffen (abgetotet bzw. sehr stark befallen).

In Ableitung dieses Boniturschemas erfolgte in dhnlicher Weise die Bonitur des

Krankheitsbefalls durch Phoma pinodella an Erbsenpflanzen:

Boniturstufe 0:  keine Lasion am Hypokotyl oder Epikotyl (gesund);

Boniturstufe 1:  Pflanzenwachstum normal, vereinzelte schwarze, streifige

Liasionen am Hypokotyl und Epikotyl (schwach befallen);

Boniturstufe 2:  Pflanzenwachstum normal oder leicht vermindert, zahlreiche
streifige, zusammenflieBende Lasionen am Hypokotyl und Epikotyl (mittelstark

befallen);

Boniturstufe 3:  Pflanzenwachstum stark reduziert, Hypokotyl- und Epikotylteile

mit flachigen, Sténgel umfassenden schwarzen Lisionen (stark befallen);

Boniturstufe 4:  Pflanze welk oder abgestorben, Hypokotyl, Epikotyl und Wurzel

schwarz verfarbt (abgetotet bzw. sehr stark befallen).
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Als Ausdruck des Krankheitsbefalls wurde der Krankheitsindex nach folgender Formel

berechnet:

> (B+n)*100

N x4

Ki[%] =

Ki = Krankheitsindex

B = Boniturstufe

n = Anzahl der Pflanzen je Boniturstufe

N = Gesamtzahl der Pflanzen je Wiederholung bzw. je Variante
4 = hochste Boniturstufe

3.4.3 Reisolation der introduzierten Bacillus subtilis-Isolate

Nihrmedium:

Zur Bestimmung der Keimzahl von Bacillus subtilis in der Rhizosphdre und im Substrat

wurde Standard-I-Néhragar (Merck) mit folgenden Zusétzen verwendet:
e 30mg/l Nystatin

e 100 mg /1 Kaliumdichromat

e 100 mg/1 Cycloheximid

e 200 mg/1 PCNB (Pentachloronitrobenzene)

(Rezeptur nach GROSCH 1996)

Die Zusitze dienten der Unterdriickung des Wachstums von Pilzen und gram-negativen
Bakterien. Da das Erbsensaatgut vor der Behandlung mit Bacillus subtilis mit
Natriumhypochloritlésung duBBerlich desinfiziert worden war, fand fiir die Reisolation

des behandelten Erbsensaatgutes Standard-I-Nédhragar ohne Zusitze Verwendung.

Vorgehensweise:

Zur Ermittlung der Keimzahl von Bacillus subtilis auf der Oberfliche des behandelten
Erbsensaatgutes wurden jeweils 10 Erbsen (ca. 2 g) nach Antrocknung in 98 ml steriler,
0,3 %iger NaCl-Losung 30 min bei 220 rpm geschiittelt. Danach erfolgte die
Herstellung von Verdiinnungsstufen. Auf die N&dhrbodenplatten mit Standard-I-

Néhragar wurden jeweils 0,1 ml pro Petrischale pipettiert und mit einem Drigalski-
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Spatel auf dem Nahrboden verteilt. Die Agarplatten wurden anschlieBend 2 Tage bei
25 °C im Brutschrank inkubiert und danach die Bacillus subtilis-Kolonien ausgezéhlt.
Unter Beriicksichtigung der jeweiligen Verdiinnungsstufe erfolgte die Berechnung der

Keimzahl von Bacillus subtilis je Erbsensamen nach folgender Beziehung:

_10%C*V
N

KZ

KZ = Keimzahl Bacillus subtilis je Erbsensamen

C = Anzahl der Bacillus subtilis-Kolonien je Petrischale
V = Verdiinnungsstufe

N = Anzahl fiir die Reisolation verwendeter Erbsensamen

10 = Multiplikationsfaktor

Fir die Bestimmung der Populationsdichte von Bacillus subtilis im
Rhizosphérenbereich wurde von jeweils einer Erbsenpflanze je Gefdl (Wiederholung)
das Substrat vorsichtig von der Wurzel abgeschiittelt und anschlieBend je Variante eine
Mischprobe hergestellt, wobei die im Abschnitt 3.3.7/ beschriebenen Wurzelabschnitte
(Wurzeloberteil, Wurzelmittelstiick, Wurzelspitze) getrennt reisoliert wurden. Von den
Wurzelproben mit dem nach Abschiitteln noch anhaftenden Substrat wurde 1 g in 99 ml
steriler, 0,3 %iger NaCl-Losung 30 min bei 220 rpm geschiittelt. Die Herstellung der
Verdiinnungsreithen und das Ausplattieren auf Standard-I-Ndhragar mit oben
angegebenen Zusdtzen erfolgte wie bei der Ermittlung der Keimzahl am behandelten
Erbsensaatgut. Als Bezugsgrofe fiir die Berechnung der Populationsdichte diente die
Trockenmasse der Wurzeln einschlieflich des noch anhaftenden Substrates. In
Abwandlung der Formel fiir die Berechnung der Anzahl am Erbsensaatgut anhaftender
Bacillus subtilis-Keime ergibt sich fiir die Reisolation von Wurzelmaterial folgende

Beziehung:

10xC*V
™

KZ =

KZ = Keimzahl Bacillus subtilis je g Trockenmasse

C = Anzahl der Bacillus subtilis-Kolonien je Petrischale

V = Verdiinnungsstufe

TM = Gesamttrockenmasse des reisolierten Wurzelmaterials mit anhaftendem Substrat

10 = Multiplikationsfaktor
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Zur Ermittlung der Keimzahl von Bacillus subtilis im Quarzsand wurden 10 g von dem
Substrat in 90 ml sterilem Leitungswasser 30 min bei 220 rpm geschiittelt. Die
Reisolierung  erfolgte auch  hier mit der  bereits  beschriebenen
Verdiinnungsplattenmethode, die Keimzahlbestimmung nach der gleichen Beziehung

wie fur die Reisolation von Wurzelmaterial.

Beginnend mit Versuchsserie 2 wurde anstelle von Standard-I-Ndhragar wegen der
kompakteren, fiir die Keimzahlermittlung giinstigeren Kolonieform von Bacillus subtilis
(KREBS 1998) Waksman-Agar (Rezeptur s. Anhang 3) verwendet. Zum Erreichen einer
effektiveren Arbeitsweise wurden fiir die Reisolation von Wurzelteilen (Rhizosphére
bzw. Rhizoplane) und Substrat die Agarplatten ab Versuchsserie 2 in 3 moglichst
gleichgrofBe Sektoren aufgeteilt. Pro Sektor wurden jeweils 0,02 ml von den
entsprechenden Verdiinnungsstufen auf den Nidhrboden pipettiert und mit dem
Drigalski-Spatel verteilt, sodass je 3 Wiederholungen auf einer Petrischale
untergebracht werden konnten. Der Multiplikationsfaktor bei der Berechnung der
Keimzahl von Bacillus subtilis betrug dann entsprechend 50 anstatt 10 wie in den oben

gezeigten Formeln.

Fiir die Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Rhizosphire und Substrat bei den unter
3.3.5 beschriebenen Versuchen wurde R;A-Agar nach REASONER & GELDREICH (1985)
in kommerziell erhiltlicher Form (DIFCO) als standardisiertes, ndhrstoffreiches,
nichtselektives Medium verwendet. Damit kann insbesondere eine groB3e Anzahl von
Bakterienarten erfasst werden (DECHEMA 1992, KREBS 1998). Von der aus Wurzel-
bzw. Substratproben gewonnenen Suspension wurden von verschiedenen
Verdiinnungsstufen je 0,1 ml je Petrischale ausplattiert. Die so beimpften Petrischalen

mit RyA-Medium wurden 10 Tage bei 20 °C bebriitet und danach ausgezéhlt.

Zur Ermittlung des Versporungsgrades bei den unter 3.3.5 und 3.3.6 beschriebenen
Versuchen wurden dieselben Reagenzgldser der Verdiinnungsreihe, aus denen
Sporensuspension zur Feststellung der Populationsdichte von Bacillus subtilis auf das
Néhrmedium ausplattiert wurde, anschlieBend in einem Wasserbad mit einer
Temperatur von 80 °C 20 min erhitzt, um vegetative Zellen des introduzierten
Bakteriums abzutoten. Danach wurde erneut ausplattiert. Aus der Differenz der
ermittelten Keimzahlen vor und nach der Warmebehandlung erfolgte die Berechnung

des Versporungsgrades [%].
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3.4.4 Statistische Auswertung

Bei Vorliegen von Normalverteilung und Varianzhomogenitit wurden die ermittelten
Boniturdaten mit einer einfaktoriellen = Varianzanalyse  verrechnet.  Der
Mittelwertvergleich  erfolgte mit Hilfe des TUKEY-Tests bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,05.

Da bei der Berechnung des Krankheitsindex auf Boniturnoten als nicht metrisch
skalierte Variable zurlickgegriffen wurde, fand hier fiir die Mittelwertvergleiche der

Kruskal-Wallis-Test (H-Test) Verwendung.

Bei der Keimzahlermittlung wurden die errechneten Werte zur Erreichung einer
Varianzhomogenitidt in den dekadischen Logarithmus (log cfu Bacillus subtilis / g

Wurzel- bzw. Substrattrockenmasse) tiberfiihrt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm SPSS fiir Windows
(Version 8.0).
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4 Ergebnisse

4.1 Versuchsserie 1

4.1.1 Besiedlungsverhalten von Bacillus subtilis

Die fiir jeden der flinf Versuche ermittelte Menge der am behandelten Erbsensaatgut
anhaftenden Keime von Bacillus subtilis zeigt eine deutliche Abhingigkeit vom
angewandten Titer (Abb.1). Bei gleichem angewandten Titer und gleichem Bacillus
subtilis-Isolat wurden bei keinem der Versuche signifikante Unterschiede in der Anzahl
am Saatgut anhaftender Bakterienkeime deutlich, sodass die Daten aus den einzelnen

Versuchen in Abb.1 zusammengefasst werden konnten.

6,89d 6,98d

5,89¢ 5 80c

log cfu B. subtilis / Samen
N

1047 10”8 10"9
Angewandter Titer [cfu B. subtilis / ml]

[OFZB24 NFZB27 |

Abb.1:  Mittlere Keimzahl von Bacillus subtilis auf der Oberflache von behandeltem

Erbsensaatgut bei Versuchsserie 1

Die mittlere Keimzahl von Bacillus subtilis je Samen lag nach Applikation etwas mehr
als zwei Zehnerpotenzen unter dem angewandten Titer. Unterschiede zwischen beiden
verwendeten Bacillus subtilis-Stimmen wurden kaum sichtbar, lediglich bei
Behandlung mit 10" cfu / ml war die Keimzahl bei FZB27 signifikant niedriger im

Vergleich zu FZB24®. Eine hohere Konzentration der Sporensuspension des
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Nutzbakteriums, in die die Erbsensamen vor Aussaat getaucht wurden, fiihrte
entsprechend zu einer statistisch nachweisbar hoheren Anzahl anhaftender Bacillus
subtilis-Keime am Erbsensaatgut. Auf der Oberfliche von Samen aus der unbehandelten

Kontrolle wurde in keinem Fall Bacillus subtilis gefunden.

log cfu B. subtilis / g

Wurzeltrockenmasse
o - N w EN [6)] (o] ~ [o0] (o]
L L L L L L L L

10 15 20 25 30
Temperatur [°C]

|E10°7 N108 B1079 |

Abb.2:  Populationsdichte von Bacillus subtilis FZB24® an Erbsenwurzeln in

Quarzsand nach 30 Tagen bei alleiniger Saatgutbehandlung

Die Rhizosphirenbesiedlung durch Bacillus subtilis erwies sich als stark
temperaturabhéngig. Diese Abhédngigkeit ist in den Abbildungen 2 und 3 am Beispiel
von Bacillus subtilis FZB24® dargestellt. Je héher die Temperatur wihrend der
Versuchszeit war, desto hohere Keimzahlen wurden an den Wurzeln ermittelt.
Besonders deutlich zeigte sich dieser Temperatureinfluss bei alleiniger
Saatgutbehandlung, bei der fast jede Temperaturerhéhung um 5 °C zu einer signifikant
héheren Populationsdichte von Bacillus subtilis FZB24® fithrte (Abb.2). Demgegeniiber
war zumindest beim hochsten angewandten Titer bei kombinierter Anwendung von
FZB24® kaum noch ein Temperatureinfluss erkennbar — lediglich zwischen den

Temperaturstufen 10 °C und 25 °C konnte hier noch ein signifikanter Unterschied

gefunden werden (Abb.3).

Die Besiedlungsdichte der applizierten Bakterien war ebenfalls stark von der Art und

Weise der Applikation abhéngig. Allgemein wurde bei einer kombinierten Anwendung
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von Bacillus subtilis (Saatgut- und Substratbehandlung) eine hohere Populationsdichte
festgestellt als bei einer ausschlieBlichen Saatgutapplikation entsprechender
Konzentration. Das galt fiir beide verwendeten Bacillus subtilis-Stimme und alle
Temperaturstufen gleichermafien. Beim Bacillus subtilis-Stamm FZB24® wurden bei
kombinierter Anwendung in einer Konzentration von 10° cfu / ml bereits bei einer
Temperatur von 10 °C wihrend des Versuches Keimzahlen von nahezu 10° cfu / g
Waurzeltrockenmasse an den Wurzelspitzen ermittelt. Des Weiteren wurde festgestellt,
dass die Unterschiede zwischen beiden Applikationsformen hinsichtlich der Keimzahl
im Rhizosphérenbereich umso groBer waren, je hoher der applizierte Titer war (grofite
Unterschiede zwischen den Applikationsformen bei angewandtem Titer von 10° cfu /
ml). Bei gleicher Art der Behandlung stieg die zum Versuchsende ermittelte
Besiedlungsdichte entsprechend der Hohe des angewandten Titers. Die Differenzen
hinsichtlich der Populationsdichte von Bacillus subtilis zwischen den einzelnen
Varianten waren bei den niedrigeren Temperaturen deutlicher erkennbar als bei den
hoheren und mit Ausnahme des Versuches bei 30 °C auch signifikant. Bei einer
Versuchstemperatur von 30 °C waren bei FZB24® und einem angewandten Titer von
10° cfu / ml weder bei alleiniger Saatgutbehandlung noch bei kombinierter Anwendung

zum Versuchsende lebende Pflanzen vorhanden, sodass dieser Wert in den Abbildungen

2 und 3 fehlt.

Prinzipiell dhnelte das Verhalten des zweiten verwendeten Bacillus subtilis—Stammes
FZB27 dem des oben beschriebenen FZB24®, jedoch wies FZB24® bei gleicher
Applikationsform und gleicher Temperatur meist etwas hohere Besiedlungsdichten auf
als FZB27. Bei alleiniger Saatgutbehandlung mit 10° cfu / ml war dieser Unterschied
bei 30 °C statistisch abzusichern (Abb.4).
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Vergleich der Populationsdichte von Bacillus subtilis FZB24® und FZB27 an

Abb.4:

Erbsenwurzeln in Quarzsand nach 30 Tagen bei alleiniger Saatgutbehandlung

mit 1*10% cfu / ml
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Beim Vergleich der einzelnen Wurzelabschnitte wurden die hdchsten Keimzahlen an
den Wurzelspitzen ermittelt, die niedrigsten am Wurzeloberteil. Besonders deutlich
wurden diese Unterschiede bei kombinierter Saatgut- und Substratbehandlung sowie bei
hohen Temperaturen im Versuchszeitraum (Abb.5 und 6). Bei alleiniger
Saatgutbehandlung waren bei Temperaturen von 10 °C und 20 °C im mittleren
Waurzelabschnitt die niedrigsten Keimzahlen von Bacillus subtilis FZB24® ermittelt
worden. Obgleich sich die Unterschiede in der Populationsdichte des Nutzbakteriums an
einzelnen Wurzelabschnitten innerhalb ein und derselben Temperaturstufe zumeist unter
einer Zehnerpotenz bewegten, konnte die hohere Besiedlungsdichte an der Wurzelspitze
gegeniiber Wurzelmittelstiick und Wurzeloberteil bei kombinierter Anwendung bei
30 °C und bei alleiniger Saatgutbehandlung bei allen Temperaturstufen statistisch

abgesichert werden.

log cfu B. subtilis / g
Wurzeltrockenmasse

Temperatur [°C]

‘ Wourzelspitze N Wurzelmittelstlick B Wurzeloberteil ‘

Abb.5:  Besiedlung einzelner Wurzelabschnitte durch Bacillus subtilis FZB24® bei
Saatgut- und Substratbehandlung mit 1¥10° cfu / ml bei 3 Temperaturstufen
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Abb.6:  Besiedlung einzelner Wurzelabschnitte durch Bacillus subtilis FZB24° bei

alleiniger Saatgutbehandlung mit 1*10® cfu / ml bei 3 Temperaturstufen

In der unbehandelten Kontrolle konnte Bacillus subtilis meist nicht nachgewiesen
werden; bei der hochsten Temperaturstufe (30 °C) war eine Kontamination der
Kontrollvariante nicht zu vermeiden. Bei 30 °C war ein rasches Austrocknen der
obersten Schicht des Substrates zu beobachten. Durch die Luftbewegung in der
Klimakammer ist eine Ubertragung von Bacillus subtilis-Sporen von Pflanzgefifien

behandelter Varianten auf die unbehandelte Kontrolle denkbar.

Die in Tab.6 dargestellten Keimzahlen von Bacillus subtilis im Substrat (Quarzsand)
lagen zwischen 2,68 und 8,37 log cfu / g Substrat, wobei in Abhdngigkeit von
Behandlungsmodus und Temperatur dhnliche Unterschiede deutlich wurden wie im
Rhizosphirenbereich. Auch hier war ein Anwachsen der Populationsdichte mit
steigender Temperatur festzustellen. Dieser Effekt trat insbesondere bei den Varianten
mit alleiniger Saatgutbehandlung zutage. Bei den Varianten mit kombinierter Saatgut-
und Substratapplikation betrug der Unterschied in der Besiedlungsdichte von Bacillus
subtilis zwischen der niedrigsten (10 °C) und der hochsten (30 °C) Temperatur bei einer
Behandlungskonzentration von 10® bzw. 10° cfu / ml weniger als eine Zehnerpotenz.
Demzufolge waren auch bei der Untersuchung des Besiedlungsverhaltens von Bacillus

subtilis im Quarzsand die groBten Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten bei
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der niedrigsten Temperatur (10 °C) festzustellen, wihrend diese bei steigender
Temperatur sich immer mehr verwischten und teilweise nicht statistisch abzusichern
waren. So betrug die niedrigste Keimzahl im Substrat bei 10 °C 2,68 log cfu / g,
wiahrend der hochste Wert bei 7,99 log cfu / g lag. Bei 30 °C betrug der maximale
Unterschied zwischen den Varianten (Kontrolle ausgenommen) kaum mehr als zwei
Zehnerpotenzen. Bei der niedrigsten eingebrachten Keimzahl von Bacillus subtilis (10
S) fiihrte jede Temperaturerhdhung um 5 °C zu einer signifikanten Erh6éhung der
Besiedlungsdichte im Substrat, ausgenommen die Temperaturerhdhung von 20 °C auf
25 °C. Demgegeniiber konnte bei der grofften introduzierten Keimzahl des
Nutzbakteriums (10° S+B) selbst bei 30 °C die Erhchung der Populationsdichte

gegeniiber 10 °C nicht statistisch abgesichert werden.

Tab.6:  Populationsdichte von Bacillus subtilis (FZB24® und FZB27) in Quarzsand
nach 30 Tagen [log cfu / g Trockenmasse]
S = Saatgutbehandlung
S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante |10 °C 15°C 20 °C 25°C 30 °C
107 S 268 a  [356 b |434 cd  [501 de 598 fe
10S+B 558 eof (599 fg [626 fghi |6,59 ghik 6,88 iklm
10° S 3,56 b (461 d |565 ef 6,18 fgh |687 iklm
10°S+B  |6,67 hikl [6,79 hikl |7,11 klm [7,28 Im [7,39 mn
10° S 388 be (478 d  |617 fgh |6,58 ghik |7,01 kim
10°S+B 7,99 no (8,04 o 821 o (834 o (837 o

Die Differenzen im populationsdynamischen Verhalten von Bacillus subtilis FZB24®
und FZB27 im Quarzsand waren gering, daher wurden in Tab.6 die Werte beider
Stimme zusammengefasst dargestellt. In den meisten Féllen wurden aber auch hier die
etwas hoheren Keimzahlen bei den Behandlungen mit FZB24® ermittelt. Bei einer
Temperatur von 30 °C war auch in der unbehandelten Kontrolle sowie in der
ausschlieflich mit Kaliumnitrat behandelten Variante Bacillus subtilis im Substrat
nachweisbar. Ursache dafiir kdnnte eine Kontamination wie bereits an anderer Stelle
erklért sein, wobei durch das rasche Wachstum der Bacillus subtilis-Population bei der

hohen Temperatur entsprechende Keimzahlen zu ermitteln waren. Diese betrugen 5,09



54

log cfu / g (unbehandelte Kontrolle) bzw. 5,15 log cfu / g (Kaliumnitrat) und lagen

damit signifikant unter denen aller behandelten Varianten bei dieser Temperaturstufe.

4.1.2 Einfluss der Bacillus subtilis-Behandlungen auf das Pflanzenwachstum

Ein Effekt von Bacillus subtilis auf das Auflaufverhalten der Erbsenpflanzen wurde in
keinem der Versuche festgestellt. Der Auflauf war in allen Varianten recht gleichmafBig.
Lediglich bei Applikation einer Sporensuspension der Konzentration 10° cfu / ml
(kombinierte Anwendung) kam es zu einer Verzdgerung des Auflaufs der Testpflanzen,
die in der Regel bis zum Versuchsende nicht ausgeglichen werden konnte und sich in
einer negativen Beeinflussung insbesondere des Wurzelwachstums niederschlug, wie

aus den folgenden Tabellen hervorgeht.

Der Einfluss der Bacillus subtilis-Behandlungen auf das Wachstum der Erbsenpflanzen
ist in den Tabellen 7-10 fiir die einzelnen Temperaturstufen dargestellt. In dem bei einer
Temperatur von 30 °C durchgefiihrten Versuch war das Auflaufergebnis derart schlecht,
dass wegen der geringen Pflanzenzahl auf eine Auswertung der Wachstumsparameter

verzichtet wurde.

Bei einer Versuchstemperatur von 10 °C kam es durch alle Behandlungen zu einer
Erhéhung von Sprossfrischmasse und Sprosslinge gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle (Tab.7). Die Behandlungen mit FZB24® 10° cfu / ml (kombinierte
Anwendung) und Kaliumnitrat fiihrten zu Einschrinkungen im Wurzelwachstum der
Testpflanzen, alle anderen Varianten wiesen eine hohere Frisch- und Trockenmasse der
Wurzel sowie eine groBBere Wurzellinge im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf.
Trotz einer teilweise betrdchtlich erscheinenden Wachstumsverbesserung der
Erbsenpflanzen durch die Behandlungen mit Bacillus subtilis konnten diese
Unterschiede nur in wenigen Féllen statistisch gesichert werden. Die stirksten Effekte
auf das Pflanzenwachstum, insbesondere im Hinblick auf das Sprosswachstum wurden
bei kombinierter Anwendung einer Sporensuspension der Konzentration 10°® cfu / ml

erreicht.



55

Tab.7:  Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

Wachstum von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer bei 10 °C

FM = Frischmasse

TM = Trockenmasse

S = Saatgutbehandlung

S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- | Wurzel-| TM
Spross | Wurzel | ldnge linge | Wurzel
] 2] [cm] [cm] [g]

Kontrolle 0,26 1,08 3,43 79 0,0347
FZB24 10" S 0,45 1,52 4,21 155 0,0407
FZB24 10’ S+B 0,44 1,45 4,21 139 0,0539
FZB24 10°S 0,44 1,40 4,37 125 0,0446
FZB24 10° S+B 0,51 1,57 |4,49 132 0,0679
FZB24 10°S 0,48 1,39 4,63 123 0,0559
FZB24 10° S+B 0,30 0,88 4,33 37 0,0231
FZB27 10’ S 0,36 1,13 3,84 124 0,0430
FZB27 10" S+B 0,44 1,45 4,22 152 0,0527
FZB27 10°S 0,43 1,43 4,01 131 0,0484
FZB27 10° S+B 0,54 1,57  |441 174 0,0592
FZB27 10°S 0,38 1,40 3,97 162 0,0465
FZB27 10° S+B 0,42 1,22 3,85 80 0,0351
Kaliumnitrat 0,54 1,23 441 63 0,0342
GD (HSD) 0,05 0,23 n.s. 1,06 132 n.s.
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Tab.8:  Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

Wachstum von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer bei 15 °C

FM = Frischmasse

TM = Trockenmasse

S = Saatgutbehandlung

S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- | Wurzel-| TM
Spross | Wurzel | ldnge linge | Wurzel
] 2] [cm] [cm] [g]

Kontrolle 0,63 0,82 10,52 328 0,0331
FZB24 10" S 0,62 0,92 9,72 293 0,0279
FZB24 10’ S+B 0,67 0,76 10,50 256 0,0259
FZB24 10°S 0,61 0,67 9,96 253 0,0257
FZB24 10° S+B 0,83 0,74 10,51 |219 0,0229
FZB24 10°S 0,70 0,88 10,59 251 0,0297
FZB24 10° S+B 0,63 0,45 9,62 110 0,0117
FZB27 10’ S 0,60 0,65 8,38 223 0,0243
FZB27 10" S+B 0,68 0,79 10,32 348 0,0308
FZB27 10°S 0,59 0,53 9,42 185 0,0174
FZB27 10° S+B 0,96 1,08 10,63 315 0,0281
FZB27 10°S 0,85 1,15 9,39 383 0,0405
FZB27 10° S+B 0,97 0,79 8,94 225 0,0236
Kaliumnitrat 0,63 0,60 8,30 234 0,0291
GD (HSD) 0,05 n.s. n.s n.s. n.s. n.s.
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Tab.9:  Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

Wachstum von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer bei 20 °C

FM = Frischmasse

TM = Trockenmasse

S = Saatgutbehandlung

S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- [ Wurzel-| TM
Spross | Wurzel | linge linge | Wurzel
[g] ] [cm] [em] [g]

Kontrolle 1,11 1,56 8,69 299 0,0404
FZB24 10" S 1,14 1,96 11,15 386 0,0526
FZB24 10’ S+B 1,08 1,61 8,88 282 0,0591
FZB24 10°S 1,04 1,59 9,85 401 0,0469
FZB24 10°S+B  |1,28 1,41 11,98 [281 0,0393
FZB24 10°S 1,21 1,98 10,56 369 0,0462
FZB24 10° S+B 0,90 1,00 6,32 112 0,0249
FZB2710'S 1,19 1,43 10,51  |281 0,0458
FZB27 10" S+B 0,87 1,14 9,23 267 0,0415
FZB27 10°S 0,95 1,54 9,89 354 0,0534
FZB27 10° S+B 1,26 2,13 11,09 392 0,0481
FZB27 10° S 0,94 1,43 9,74 269 0,0509
FZB27 10° S+B 0,84 1,14 7,91 239 0,0365
GD (HSD) 0,05 0,49 n.s. 2,79 n.s. n.s.




Tab.10:

Wachstum von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer bei 25 °C

FM = Frischmasse

TM = Trockenmasse

S = Saatgutbehandlung
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S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

Variante FM FM Spross- | Wurzel-| TM
Spross | Wurzel | linge linge | Wurzel
[g] 2] [em] [cm] [g]

Kontrolle 1,97 0,77 10,50 235 0,0335
FZB24 10" S 2,31 0,74 11,99 |317 0,0342
FZB24 10’ S+B 2,19 0,70 12,73 329 0,0403
FZB24 10°S 2,32 0,77 11,84 312 0,0347
FZB24 10° S+B 2,30 0,78 12,69 294 0,0361
FZB24 10°S 2,40 0,78 12,71 280 0,0318
FZB24 10° S+B 2,75 0,72 13,41 198 0,0336
FZB2710’S 2,26 0,72 12,60 305 0,0361
FZB27 10" S+B 2,42 0,68 12,60 314 0,0369
FZB27 10°S 2,21 0,76 11,20 338 0,0374
FZB27 10° S+B 2,25 0,74 12,86 334 0,0402
FZB27 10° S 2,43 0,80 12,85 321 0,0325
FZB27 10° S+B 3,03 0,74 13,05 288 0,0309
Kaliumnitrat 2,41 0,56 13,07 209 0,0208
GD (HSD) 0,05 n.s. n.s. 2,14 n.s. n.s.

Aus den Tabellen 7-10 geht hervor, dass die Wachstumsunterschiede zwischen den
einzelnen Varianten bei hoheren Versuchstemperaturen geringer sind als bei 10 °C.
Bereits bei 15 °C (Tab.8) war eine deutlich grofere Biomasseproduktion der
Erbsenpflanzen zu verzeichnen als bei 10 °C, was sich besonders in wesentlich erhdhten
Spross- und Wurzellingen dokumentiert. Signifikante Unterschiede zwischen den

Varianten zeigten sich bei 15 °C bei keinem der untersuchten Wachstumsparameter. Bei
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Steigerung der Versuchstemperatur auf 20 °C reagierten die Erbsenpflanzen vor allem
mit einer Erhohung der Frischmassen von Spross und Wurzel sowie der
Wurzeltrockenmasse (Tab.9). Signifikante Unterschiede zwischen den -einzelnen
Varianten gab es kaum. Auch eine tendenzielle Verbesserung des Pflanzenwachstums
trat weitaus weniger deutlich zutage als bei 10 °C. Bei 25 °C wiesen die Testpflanzen
geringere Frisch- und Trockenmassen auf als bei 20 °C. Die dagegen deutlich hoheren
Sprossfrischmassen rithrten von der fortgeschrittenen Fruchtbildung her. Positive
Wachstumseffekte der durchgefiihrten Behandlungen kamen hier wieder deutlicher zum
Ausdruck, auch wenn diese kaum statistisch gesichert werden konnten. Die Applikation
von Bacillus subtilis mit einer Sporensuspension von 10° cfu / ml als Saatgut- und
Substratbehandlung hatte bei 25 °C nicht den negativen Effekt wie bei niedrigeren

Temperaturen.

Die zusammenfassende Tab.11 zeigt, dass die Sprossfrischmassen der Erbsenpflanzen
im Mittel der Versuche durch die Behandlungen ausnahmslos erhdht wurden, wobei die
Werte bis zu 39 % (FZB27 10° S+B) iiber denen der unbehandelten Kontrolle lagen.
Eine dhnlich fordernde Wirkung der Bacillus subtilis-Applikationen wurde bei der
Sprosslinge festgestellt. Lediglich bei einer einfachen Saatgutbehandlung mit FZB24®
107 cfu / ml lagen die Sprosslingen im Mittel geringfiigig unter dem Kontrollwert. Auch
die Behandlung mit Kaliumnitrat fithrte zu einer Erhohung von Sprosslinge und

Sprossfrischmasse.

Die Wurzelfrischmassen wurden bei den meisten Varianten weniger stark gefordert.
Insbesondere bei kombinierter Anwendung von Bacillus subtilis in einer Konzentration
von 10° cfu / ml wurden sowohl Wurzelfrischmasse als auch Wurzelgesamtlinge
verringert. Dies trifft insbesondere fiir Bacillus subtilis FZB24® zu. Jedoch fiihrte auch
eine alleinige Applikation des Tréagerstoffes Kaliumnitrat zu einer deutlichen Reduktion

von Wurzelfrischmasse und Wurzellange.

Unterschiede zwischen beiden verwendeten Bacillus subtilis-Stimmen hinsichtlich ihrer
Wirkung auf das Pflanzenwachstum sind anhand der ermittelten Wachstumsparameter

nicht klar zu erkennen.
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Tab.11: Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative
Wachstum von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer [% zur
Kontrolle]

FM = Frischmasse

TM = Trockenmasse

S = Saatgutbehandlung

S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- | Wurzel-| TM
Spross | Wurzel | linge linge | Wurzel

Kontrolle 100 100 100 100 100
FZB24 10’ S 102 108 95 147 112
FZB24 10’ S+B 111 133 111 122 125
FZB24 10%S 121 108 116 126 107
FZB24 10°S+B 136 108 126 113 118
FZB24 10°S 125 111 121 119 115
FZB24 10° S+B 116 73 108 54 65

FZB27 10’ S 114 94 110 112 105
FZB27 10’ S+B 117 98 113 130 115
FZB27 10%S 116 96 108 121 109
FZB27 10°S+B 138 130 121 147 124
FZB27 10°S 122 116 111 137 120
FZB27 10° S+B 139 96 105 94 89

Kaliumnitrat 127 85 111 80 83

Aus den Abb.7 und 8 geht hervor, dass die Sprossfrischmasse durch die Bacillus subtilis
FZB24®-Behandlung wie auch durch die alleinige Anwendung von Kaliumnitrat stérker
erhoht wurde als die Wurzelfrischmasse. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
Varianten traten bei der niedrigen Temperatur (10 °C) meist stirker zutage als bei der
hoheren (25 °C). Des Weiteren war die prozentuale Wachstumsforderung bei 10 °C bis
auf eine Ausnahme (kombinierte Anwendung von Bacillus subtilis in einer

Konzentration von 10° cfu / ml) deutlich groBer als bei 25 °C. Bei einer Temperatur von
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25 °C war kaum eine Erhohung der Wurzelfrischmasse durch die Behandlungen
erkennbar. Die ermittelten Werte lagen nahe jenen der Kontrolle oder darunter, wobei
durch die alleinige Anwendung von Kaliumnitrat die Wurzelfrischmasse am stérksten
reduziert wurde. Die besten Wachstumseffekte wurden durch eine kombinierte
Anwendung von Bacillus subtilis in einer Konzentration von 10°® cfu / ml erzielt.
Lediglich bei einer Temperatur von 25 °C wurden bei kombinierter Anwendung von

Bacillus subtilis 10° c¢fu / ml die groBten Sprossfrischmassen ermittelt.
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Abb.7:  Einfluss verschiedener Bacillus subtilis FZB24®-Behandlungen auf die
Sprossfrischmassen von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer bei 2
Temperaturstufen [% zur Kontrolle]

S = Saatgutbehandlung
S+B = Saatgut- und Substratbehandlung
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Abb.8:  Einfluss verschiedener Bacillus subtilis FZB24®-Behandlungen auf die
Wurzelfrischmassen von Erbsenpflanzen nach 30 Tagen Versuchsdauer bei 2
Temperaturstufen [% zur Kontrolle]

S = Saatgutbehandlung
S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

4.2  Versuchsserie 2

4.2.1 Besiedlungsverhalten von Bacillus subtilis

Die Keimzahl von Bacillus subtilis lag auf der Oberfliche eines behandelten
Erbsensamens knapp drei Zehnerpotenzen unter dem behandelten Titer, also in den
meisten Fillen etwas iiber 10° cfu / Erbse. Bei allen drei Trigerstoffen lagen diese
Werte etwa gleich hoch. Bei Bacillus subtilis FZB27 hafteten geringfiigig mehr Sporen
des Nutzbakteriums am behandelten Saatgut an als bei FZB47. Bei den Trigerstoffen
Kaliumnitrat und Maisstdrke war dieser Unterschied auch statistisch abzusichern

(Abb.9).
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Abb.9: Mittlere Keimzahl von Bacillus subtilis auf der Oberflache mit einer
Sporensuspension der Konzentration 10® cfu / ml behandeltem Erbsensaatgut

bei Verwendung verschiedener Triagerstoffe

Die Populationsdichte von Bacillus subtilis im Bereich der Rhizosphire wies eine starke
Abhingigkeit von der Temperatur wihrend des Versuchszeitraumes auf, insbesondere

dann, wenn ausschlielich das Saatgut mit dem Bakterium behandelt worden war

(Abb.10 und 11).

Bei dem Stamm FZB47 wuchs die Besiedlungsdichte deutlich mit steigender
Temperatur. Ausnahme: Bacillus subtilis auf Sand (Saatgutbehandlung) - hier wurde bei
20 °C die hochste Keimzahl ermittelt. Bei Kombination von Saatgut- und
Substratbehandlung wurden generell hohere Populationsdichten des Nutzbakteriums in
der Rhizosphdre festgestellt als bei alleiniger Saatgutapplikation. Die
Temperaturabhéngigkeit kam in diesem Fall jedoch nicht so deutlich zum Tragen. Das
bedeutet, dass die Unterschiede in der Populationsdichte zwischen beiden

Applikationsformen bei niedriger Temperatur besonders auftillig waren.

So wurden beispielsweise bei FZB47 auf Maisstirke (Saatgutbehandlung) bei 15 °C
Keimzahlen von weniger als 10° cfu / g Wurzeltrockenmasse ermittelt, bei 25 °C
erreichten diese mehr als 107 c¢fu / g¢ Wurzeltrockenmasse. Bei kombinierter Anwendung
(Saatgut- und Substratapplikation) hingegen hatte die Temperatur wihrend des

Versuchszeitraumes keinen entscheidenden Einfluss. Hier bewegten sich die
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Keimzahlen von Bacillus subtilis bei allen drei Temperaturstufen zwischen 10 und 10

cfu/ g Wurzeltrockenmasse.

Abb.10:

Abb.11:
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S+B = Saatgut- und Boden-(Substrat-)behandlung
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Im Rhizosphirenbereich erwies sich die Besiedlungsdichte von Bacillus subtilis als
weitgehend unabhidngig vom jeweils verwendeten Tréigerstoff. Das Verhalten des
Stammes FZB27 &dhnelte im Wesentlichen dem des vorher beschriebenen FZB47
(Abb.11).

Beim Vergleich der Populationsdichten dieser Versuchsserie mit Versuchsserie 1, die
komplett ohne Pathogen durchgefiihrt wurde, am Beispiel des Stammes FZB27 (jeweils
gleiche Konzentration und gleicher Tréagerstoff) zeigten sich in den Versuchen ohne
Pathogen meist die etwas hoheren Keimzahlen. Wie aus Abb.12 hervorgeht, war dieser

Unterschied oftmals auch statistisch abzusichern.

fg
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1S (ohne Pathogen) S (mit Pathogen)
Bl S+B (ohne Pathogen) M S+B (mit Pathogen)

Abb.12: Vergleich der Populationsdichten von Bacillus subtilis FZB27 ohne und mit
Anwesenheit des Pilzes Phoma pinodella an Erbsenwurzeln
S = Saatgutbehandlung
S+B = Saatgut- und Boden-(Substrat-)behandlung

Das Verhalten von Bacillus subtilis im Substrat dhnelte dem im Wurzelbereich (Tab.12
und 13). Bei FZB47 fiihrte bei alleiniger Saatgutbehandlung jede Steigerung der
Versuchstemperatur um 5 °C zu einer signifikanten Erhéhung der Populationsdichte des
Nutzbakteriums. Bei FZB27 war ein dhnlicher Effekt zu beobachten, wobei hier
besonders zwischen 15 °C und 20 °C groBle Differenzen erkennbar wurden. Bei
Verwendung der Tréagerstoffe Kaliumnitrat und Maisstirke lagen die Keimzahlen bei

20 °C um mehr als zwei Zehnerpotenzen iiber den bei 15 °C ermittelten. Dagegen kam



66

es bei kombinierter Anwendung bei beiden Bacillus subtilis-Stimme durch
Verdnderung der Versuchstemperatur zu sehr geringen Unterschieden in der
Populationsdichte des Bakteriums. Diese bewegten sich prinzipiell unterhalb einer
Zehnerpotenz und waren nur selten signifikant. Bei kombinierter Anwendung wurden
grundsitzlich hohere Besiedlungsdichten ermittelt als bei alleiniger Saatgutbehandlung.
Die Verwendung unterschiedlicher Trigerstoffe fithrten nur bei alleiniger
Saatgutbehandlung zu nennenswerten Differenzen in der Populationsdichte bei jeweils
gleicher Temperaturstufe. Jedoch ist auch hier kein eindeutiger Trend erkennbar, ob die
Verwendung eines bestimmten Tréagerstoffes eine groflere Besiedlungsdichte im
Substrat zur Folge hat. Beim Vergleich der beiden verwendeten Bacillus subtilis-
Stimme zeigten sich bei FZB27 zumeist etwas hohere Keimzahlen als bei FZB47, im
Besonderen auffillig bei alleiniger Saatgutbehandlung, auller bei der Verwendung von

Sand als Tréagerstoft.

Tab.12: Einfluss verschiedener Tragerstoffe auf die Populationsdichte von Bacillus
subtilis FZB47 in Quarzsand nach 30 Tagen [log cfu / g]
S = Saatgutbehandlung
S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante 15 °C 20 °C 25 °C
Sand (S) 2,52 b 3,14 c 4,23 e
Sand (S+B) 5,57 gh 5,49 gh 5,73 h

Kaliumnitrat (S) 1,96 a 4,08 e 4,11 e

Kaliumnitrat (S+B) |5,54 gh 6,09 i 6,11 i

Maisstérke (S) 2,06 a 3,65 d 5,11 f

Maisstérke (S+B) 5,32 fg 5,40 fg 5,61 gh
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Tab.13: Einfluss verschiedener Tragerstoffe auf die Populationsdichte von Bacillus
subtilis FZB27 in Quarzsand nach 30 Tagen [log cfu/ g]
S = Saatgutbehandlung
S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante 15 °C 20 °C 25 °C
Sand (S) 2,49 b 4,43 d 3,91 C
Sand (S+B) 5,65 ikl 5,27 gh 5,67 ikl

Kaliumnitrat (S) 2,31 ab 4,84 ef 4,81 e

Kaliumnitrat (S+B) |5,63 ikl [5,29 gh 5,88 1

Maisstirke (S) 2,08 a 4,85 ef 5,16 fg

Maisstérke (S+B) 5,55 hik |5,46 ghi |5,84 kl
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4.2.2 Einfluss der Bacillus subtilis-Behandlungen auf das Pflanzenwachstum

Bei Betrachtung der in den Tabellen 14-16 dargestellten vegetativen Parameter féllt auf,
dass die Inokulation mit Phoma pinodella das Wachstum der Erbsenpflanzen
entscheidend hemmte. Das driickt sich darin aus, dass bei der mit Phoma pinodella
inokulierten Kontrolle fiir alle vegetativen Parameter bei allen Temperaturstufen
niedrigere Werte ermittelt wurden als bei der nicht inokulierten Kontrolle. Diese
negativen Wachstumseffekte konnten durch die Behandlungen mit Bacillus subtilis
teilweise kompensiert werden. Die meisten signifikanten Unterschiede ergaben sich
dabei bei einer Versuchstemperatur von 15 °C, die wenigsten bei 25 °C.
Wachstumsunterschiede zwischen den Pflanzen der einzelnen Varianten traten also
besonders deutlich bei niedriger Temperatur zutage. Bei Erhohung der
Versuchstemperatur von 15 °C auf 20 °C reagierten die Testpflanzen mit einer deutlich
stairkeren Biomasseproduktion im Verlauf der 30 Tage Versuchsdauer, insbesondere im
Sprossbereich. Bei Temperaturerhohung von 20 °C auf 25 °C war dieser Effekt nicht
mehr zu beobachten, eine weitere Steigerung der Biomasseproduktion dokumentiert

sich im Wesentlichen in den groeren Trockenmassen von Spross und Wurzel.

Aus der zusammenfassenden Tab.17 geht hervor, dass sich die meisten Behandlungen
mit Bacillus subtilis im Vergleich zur inokulierten Kontrolle positiv auf das Wachstum
der Erbsenpflanzen auswirkten. Dieser Effekt wurde besonders deutlich bei Betrachtung
der Wurzelfrischmasse. Hier lag keine Variante unter der inokulierten Kontrolle.
Allgemein wachstumsfordernde Effekte wurden beispielsweise durch die kombinierte
Anwendung des Nutzbakteriums bei Formulierung auf Kaliumnitrat erzielt (sowohl bei
FZB47 als auch bei FZB27) sowie durch eine alleinige Saatgutbehandlung mit FZB47
auf Sand formuliert. Die vorliegenden Ergebnisse lassen jedoch keine allgemein giiltige
Aussage zu, inwiefern durch die Verwendung eines bestimmten Tréigerstoffes die
positiven Wachstumseffekte einer Bacillus subtilis-Applikation verstirkt werden. Zu
bemerken ist aulerdem, dass die wachstumsfordernde Wirkung durch Bacillus subtilis
gegeniiber der mit Phoma pinodella inokulierten Kontrolle recht gering war, sich in der
Mehrzahl der Fille unter 20 % bewegte und in der Regel nicht statistisch gesichert
werden konnte, wie aus den Tabellen 14-16 hervorgeht. Dies ist ein Hinweis auf die
starke Streuung der Werte. Durch eine zusétzliche Behandlung des Substrates mit den

Bakterien konnte keine durchweg bessere Wirkung erzielt werden.



Tab.14:

Wachstum von Erbsenpflanzen nach Inokulation mit Phoma pinodella bei

15°C
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FM = Frischmasse, TM = Trockenmasse

Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

S = Saatgutbehandlung, S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- ™ ™
Spross | Wurzel | lLinge Spross | Wurzel
[g] [g] [em] [g] [g]

Kontrolle (unbehandelt) 0,78 0,84 9,5 0,0617 10,0400
Kontrolle (P. pinodella) 0,55 0,61 6,9 0,0418 |0,0326
FZB47 Sand (S) 0,62 0,75 7,6 0,0503 10,0373
FZB47 Sand (S+B) 0,52 0,56 7,0 0,0402 10,0280
FZB47 Kaliumnitrat (S) 0,54 0,53 6,5 0,0415 10,0263
FZB47 Kaliumnitrat (S+B) [0,62 0,61 7,5 0,0479 10,0297
FZB47 Maisstirke (S) 0,56 0,56 6,8 0,0468 10,0257
FZB47 Maisstérke (S+B) 0,58 0,65 6,8 0,0465 |0,0315
FZB27 Sand (S) 0,49 0,49 6,3 0,0399 ]0,0261
FZB27 Sand (S+B) 0,60 0,65 7,3 0,0482 |0,0308
FZB27 Kaliumnitrat (S) 0,41 0,44 5,4 0,0339 10,0235
FZB27 Kaliumnitrat (S+B) |0,65 0,69 7,9 0,0515 ]0,0409
FZB27 Maisstirke (S) 0,46 0,38 5,8 0,0388 |0,0255
FZB27 Maisstérke (S+B) 0,56 0,62 6,9 0,0471 10,0324
GD (HSD) 0,05 0,23 0,40 2,3 0,0207 |n.s.




Tab.15:

Wachstum von Erbsenpflanzen nach Inokulation mit Phoma pinodella bei

20 °C
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FM = Frischmasse, TM = Trockenmasse

Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

S = Saatgutbehandlung, S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- ™ ™
Spross | Wurzel | lLinge Spross | Wurzel
[g] [g] [em] [g] [g]

Kontrolle (unbehandelt) 1,16 0,74 11,7 0,0873 10,0228
Kontrolle (P. pinodella) 0,89 0,38 10,3 0,0698 10,0218
FZB47 Sand (S) 0,90 0,69 10,6 0,0655 ]0,0422
FZB47 Sand (S+B) 0,76 0,50 9,2 0,0575 10,0203
FZB47 Kaliumnitrat (S) 0,92 0,62 10,5 0,0734 10,0277
FZB47 Kaliumnitrat (S+B) |0,85 0,66 10,0 0,0674 10,0284
FZB47 Maisstirke (S) 0,86 0,39 9,9 0,0811 ]0,0222
FZB47 Maisstérke (S+B) 0,84 0,55 10,5 0,0722 |0,0327
FZB27 Sand (S) 0,89 0,69 10,7 0,0768 |0,0387
FZB27 Sand (S+B) 0,75 0,60 9,9 0,0700 |0,0208
FZB27 Kaliumnitrat (S) 0,85 0,48 10,0 0,0701 ]0,0189
FZB27 Kaliumnitrat (S+B) |1,04 0,58 11,3 0,0897 10,0283
FZB27 Maisstirke (S) 0,86 0,60 10,0 0,0748 10,0290
FZB27 Maisstérke (S+B) 0,83 0,56 10,0 0,0753 10,0323
GD (HSD) 0,05 0,35 n.s. n.s. 0,0254 |n.s.




Tab.16:

Wachstum von Erbsenpflanzen nach Inokulation mit Phoma pinodella bei

25°C
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FM = Frischmasse, TM = Trockenmasse

Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

S = Saatgutbehandlung, S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- ™ ™
Spross | Wurzel | lLinge Spross | Wurzel
[g] [g] [em] [g] [g]

Kontrolle (unbehandelt) 1,07 0,52 9,7 0,1048 10,0468
Kontrolle (P. pinodella) 0,93 0,38 9,0 0,0892 10,0269
FZB47 Sand (S) 1,04 0,59 9.8 0,1019 10,0383
FZB47 Sand (S+B) 0,98 0,43 9,7 0,0957 10,0367
FZB47 Kaliumnitrat (S) 0,95 0,55 9,3 0,1070 10,0394
FZB47 Kaliumnitrat (S+B) [0,86 0,43 9,7 0,0873 |0,0525
FZB47 Maisstirke (S) 0,94 0,48 9,7 0,0946 |0,0548
FZB47 Maisstérke (S+B) 0,97 0,47 10,1 0,1023 ]0,0361
FZB27 Sand (S) 0,90 0,50 9.8 0,0949 10,0594
FZB27 Sand (S+B) 0,95 0,60 10,2 0,0967 10,0423
FZB27 Kaliumnitrat (S) 1,05 0,65 10,1 0,1099 10,0700
FZB27 Kaliumnitrat (S+B) |[1,10 0,48 10,8 0,1173 ]0,0558
FZB27 Maisstirke (S) 0,85 0,39 9,4 0,0889 ]0,0341
FZB27 Maisstérke (S+B) 0,89 0,39 9,1 0,1112 10,0374
GD (HSD) 0,05 n.s n.s. n.s. n.s. 0,0373




Tab.17:

Wachstum von Erbsenpflanzen nach Inokulation mit Phoma pinodella [% zur

inokulierten Kontrolle]
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FM = Frischmasse, TM = Trockenmasse

Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf das vegetative

S = Saatgutbehandlung, S+B = Saatgut- und Substratbehandlung

Variante FM FM Spross- ™ ™
Spross | Wurzel | lLinge Spross | Wurzel

Kontrolle (unbehandelt) 129 137 120 136 104
Kontrolle (P. pinodella) 100 100 100 100 100
FZB47 Sand (S) 109 132 107 107 193
FZB47 Sand (S+B) 95 104 99 89 93

FZB47 Kaliumnitrat (S) 102 118 100 102 127
FZB47 Kaliumnitrat (S+B) [100 116 104 106 130
FZB47 Maisstdrke (S) 100 101 101 114 102
FZB47 Maisstérke (S+B) 102 116 104 107 150
FZB27 Sand (S) 95 112 101 103 178
FZB27 Sand (S+B) 99 116 105 108 96

FZB27 Kaliumnitrat (S) 94 106 95 91 87

FZB27 Kaliumnitrat (S+B) [118 122 114 126 130
FZB27 Maisstdrke (S) 90 100 95 100 133
FZB27 Maisstérke (S+B) 97 107 99 110 148
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4.2.3 Einfluss der Bacillus subtilis-Behandlungen auf den Krankheitsbefall der

Testpflanzen

Der Krankheitsbefall der Erbsenpflanzen wurde in Form des Krankheitsindex
dargestellt (Tab.18). Es zeigte sich, dass auch in der nicht inokulierten Kontrolle jeweils
ein geringer spontaner Krankheitsbefall im Bereich von Hypokotyl und Wurzeln auftrat,
der nicht auf Phoma pinodella zuriickzufiihren und bei 15 °C geringer war als bei 20 °C
und 25 °C. Durch Inokulation mit dem phytopathogenen Pilz Phoma pinodella ohne
zusdtzliche Behandlung mit Bacillus subtilis wurde der Krankheitsindex gegebiiber der
unbehandelten Kontrolle bei allen Temperaturstufen signifikant erhoht und bewegte
sich zwischen 43,8 % bei 25 °C und 69,1 % bei 20 °C. Durch Applikation von Bacillus
subtilis konnte der Krankheitsindex um bis zu 23,1 % verringert werden. Bei einer
Versuchstemperatur von 15 °C wurde bei allen Varianten mit Bakterienbehandlung mit
einer Ausnahme (FZB27 auf Kaliumnitrat, Saatgutapplikation) ein geringerer
Krankheitsbefall als in der inokulierten Kontrolle festgestellt, der jedoch in keinem Fall
statistisch gesichert werden konnte. Bei 20 °C wurde bei zwei Varianten ein geringfligig
hoherer Krankheitsbefall festgestellt als bei der inokulierten Kontrolle, bei 25 °C traf
dies auf drei Varianten zu. Eine zusitzliche Substratbehandlung mit Bacillus subtilis
fiihrte nicht in jedem Fall zu einer weiteren Reduktion des Krankheitsbefalls. Bei den
jeweils zwei Varianten bei 20 °C bzw. 25 °C, bei denen die Verringerung des
Krankheitsindex gegeniiber der inokulierten Kontrolle statistisch zu sichern war, war
das Bakterium jedoch als kombinierte Saatgut- und Substratbehandlung angewendet
worden. Zusammengefasst iiber alle Temperaturstufen zeigte sich, dass im Vergleich
zur inokulierten Kontrolle mit einer Ausnahme (FZB47 auf Kaliumnitrat, Saatgut- und
Substratapplikation)  alle  Bacillus  subtilis-Behandlungen  zu  geringeren
Krankheitsindizes fiihrten. Fine Reduktion des Krankheitsbefalls auf das Niveau der
unbehandelten Kontrolle wurde nicht erreicht. Im Hinblick auf die Beeinflussung des
Gesundheitszustandes der Testpflanzen nach Inokulation mit Phoma pinodella
verhielten sich beide Bacillus subtilis-Stamme auf allen drei gepriiften Tragerstoffen

ahnlich.



74

Tab.18: Einfluss verschiedener Bacillus subtilis-Behandlungen auf den

Krankheitsbefall von Erbsenpflanzen nach Inokulation mit Phoma pinodella

[Krankheitsindex in %, Spalte Gesamt: Krankheitsbefall in % zur inokulierten

Kontrolle]

Signifikante Unterschiede gegeniiber der inokulierten Kontrolle sind bei den

drei Temperaturstufen mit ,,** gekennzeichnet (nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Variante 15°C 20 °C 25°C Gesamt
Kontrolle (unbehandelt) 2,7 *110,0 *19,5 *113,6
inokulierte  Kontrolle (P.|56,7 69,1 43,8 100,0
pinodella)

FZB47 Sand (S) 47,8 59,5 33,2 82,1
FZB47 Sand (S+B) 49,8 67,3 34,3 87,9
FZB47 Kaliumnitrat (S) 48,8 61,0 44,3 91,9
FZB47 Kaliumnitrat (S+B) |50,1 70,5 57,1 107,0
FZB47 Maisstirke (S) 453 78,3 43,1 97,2
FZB47 Maisstirke (S+B) 45,7 61,3 36,5 *184,2
FZB27 Sand (S) 51,0 62,6 41,0 91,4
FZB27 Sand (S+B) 49,0 65,3 38,3 89,6
FZB27 Kaliumnitrat (S) 56,7 61,9 39,8 93,6
FZB27 Kaliumnitrat (S+B) 47,1 51,4 *132,1 *176,9
FZB27 Maisstirke (S) 47,3 61,3 53,3 98,0
FZB27 Maisstirke (S+B) 44,8 51,7 *138,2 80,4

4.3 Versuchsserie 3

4.3.1 Besiedlungsverhalten von Bacillus subtilis

Die Zahl anhaftender Keime von Bacillus subtilis an den behandelten Erbsensamen lag
bei dieser Versuchsreihe etwas mehr als zwei Zehnerpotenzen unter dem angewandten
Titer (Abb.13). Es hafteten geringfiigig mehr Keime des Nutzbakteriums an den Samen
als bei der vorangegangenen Versuchsserie. Im Gegensatz zu dieser wurden hier auch

die etwas hoheren Keimzahlen an den mit FZB47 behandelten Samen gefunden. Bei

einem angewandten Titer von 10® cfu / ml war dieser Unterschied signifikant.
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Abb.13: Mittlere Keimzahl von Bacillus subtilis FZB47 und FZB27 auf der

Oberfliche von behandeltem Erbsensaatgut bei Versuchsserie 3

Wurzeltrockenmasse
o - N w BN (6)] o)} ~ 0]
Il Il Il

log cfu B. subtilis / g

108 S 10"8 S+B 10 S 10"0 S+B

[D15°C §20°C B25°C |

Abb.14: Einfluss der Temperatur, der Art der Applikation und des angewandten Titers
auf die Populationsdichte von Bacillus subtilis FZB47 an Erbsenwurzeln in

Feldboden nach 30 Tagen
S = Saatgutbehandlung; S+B = Saatgut- und Boden-(Substrat-)behandlung

Aus der in Abb.14 gezeigten Populationsdichte von Bacillus subtilis an Erbsenwurzeln
geht hervor, dass auch in Feldboden die Keimzahlen des Nutzbakteriums an der
Pflanzenwurzel in Abhéngigkeit von der eingebrachten Ausgangskonzentration nach 30

Tagen noch deutliche Unterschiede aufwiesen. Bei beiden verwendeten
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Konzentrationen der Sporensuspension wurde die jeweils signifikant hdhere
Besiedlungsdichte bei kombinierter Anwendung (Saatgut- und Substratapplikation) im
Vergleich zur einfachen Saatgutbehandlung ermittelt. Die bei Saatgutbehandlung mit
10° cfu / ml ermittelten Werte unterscheiden sich nur wenig von denen bei kombinierter
Anwendung mit 10® cfu / ml. Durch Erhéhung der Temperatur kam es in keinem Fall zu

einer signifikant héheren Keimzahl von Bacillus subtilis an den Pflanzenwurzeln.

Abb.15 gibt wieder, dass die Besiedlungsdiche des Nutzbakteriums durch Inokulation
mit Phoma pinodella mit zwei Ausnahmen nicht negativ beeinflusst wurde. In vier von
sechs Fillen lag die Keimzahl von Bacillus subtilis bei Anwesenheit des Pathogens
sogar knapp tiiber jener in den entsprechend nicht inokulierten Varianten. Bei alleiniger

Saatgutbehandlung mit FZB47, 10® cfu / ml, war dieser Unterschied signifik