Pflanzenziichtung

Bedeutung endophytischer Bakterien in Forstgeholzen

~Probiotische” Bakterien fiir Baume?

Von Kristina Ulrich und Dietrich Ewald, Waldsieversdorf

Ein Hauptanliegen der forstlichen Forschung ist die Verbesserung der
Leistungsfdhigkeit, Qualitdt und Widerstandsféhigkeit von Gehdlzen,
besonders auch unter dem Aspekt eines sich @ndernden Klimas. Neben
Zichtung und deren modernster Form der Gentechnik kénnte in Zu-
kunft auch eine gezielte Anwendung von endophytischen Bakterien zur
Verbesserung der Eigenschaften von Forstgehélzen beitragen. Méglich
wédren zum Beispiel der Einsatz von Prdparaten mit phytohormonpro-
duzierenden endophytischen Bakterien zur Steigerung der Biomasse-
produktion in Kurzumtriebsplantagen, die Erh6hung der Vitalitdt und
Stabilitat von Bdumen oder die Nutzung von Bakterien mit besonderen
metabolischen Fahigkeiten z.B. zur Phytosanierung schadstoffbelasteter
Flachen.

Forstgeholze sind eng assoziiert mit den
unterschiedlichsten Mikroorganismen.
Wahrend das Wissen um das Vorhanden-
sein einer Beziehung zwischen B&aumen
und Pilzen in Form der so genannten My-
korrhiza oder Pilzwurzel besonders bei
Forstleuten (und Pilzsammlern) weit ver-
breitet ist, wird den Bakterien weniger
Aufmerksamkeit zuteil.
Bakterienverursachte  Erkrankungen
wie Schleimfluss bei Kastanie und Pappel-
krebs lassen sich als negative Wirkungen
von Bakterien noch erkennen, aber das
Vorkommen und gar positive Wirkungen
endophytischer Bakterien finden bisher
wenig Beachtung. Dabei handelt es sich
hier um ein Gebiet, dem mehr und mehr
Bedeutung zukommt. Mit der Verbes-
serung des Nachweises endophytischer
Bakterien, ihrer genetisch exakten Cha-
rakterisierung und der Moglichkeit, erste
Erkenntnisse an endophytenverarmten
Gewebekulturpflanzen im Labor gewin-
nen zu kénnen, eréffnet sich ein weites
Feld der Erkenntnis ihrer Wirkung im na-
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turlichen System bis hin zur praktischen
Anwendung, von dem wir momentan ge-
rade erst einmal den Rand erblicken.

Was sind endophytische
Bakterien?

Endophytische Bakterien wurden in na-
hezu allen Pflanzenarten, darunter auch
in einer Vielzahl von Bdumen nachgewie-
sen. Sie besiedeln das innere Gewebe von
Pflanzen, ohne ihrem Wirt sichtbare Scha-

den zuzuflgen. Zusammensetzung und
Starke der Besiedlung sind sehr variabel
und von Art und Alter der Pflanze, dem
Pflanzenorgan, dem Gewebetyp, saiso-
nalen Schwankungen und den externen
Bedingungen abhéangig. Durchschnittliche
Endophytenkonzentrationen liegen in
holzigem Gewebe bei 10° bis 10* kolonie-
bildenden Einheiten pro Gramm Pflanzen-
masse [1].

Endophytische Bakterien kénnen ent-
weder schon Uber die Samen Ubertragen
werden oder spater Uber die Keimwur-
zeln, Wurzeln, Stomata oder Lasionen in
den Bléttern in die Pflanze gelangen. Von
dort aus koénnen sie sich Uber das GefaB-
system systemisch Uber die gesamte Pflan-
ze ausbreiten und die Zellen bestimmter
Gewebe, Interzellularen oder das GefaB-
system besiedeln.

Welche Wirkung haben
endophytische Bakterien

auf die Pflanze?

In den letzten Jahren werden endophy-

tische Bakterien aufgrund ihres Lebens-
raumes innerhalb der Pflanze und der sich
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Abb. 1: Zusammensetzung der kultivierbaren endophytischen Bakteriengemeinschaften im
Vergleich unterschiedlicher Pappelklone. Der linke Teil der Sdulen zeigt jeweils die relativen
Anteile der Bakterienklassen, der rechte Teil stellt die Diversitdt auf Gattungsebene dar. W-
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Abb. 2: Einfluss des endophytischen Bakteriums Stenotrophomonas sp. auf das Wachstum des Pappelklons 741 in vitro, links: unbeimpfte Variante,

rechts: Beimpfung mit einer Stenotrophomonas-Kultur

daraus ergebenden engen Verbindung
zu ihrem Wirt immer mehr damit in Ver-
bindung gebracht, ihrer Wirtspflanze be-
stimmte Eigenschaften zu verleihen, an
verschiedenen physiologischen Prozessen
beteiligt und wahrscheinlich sogar lebens-
wichtig fir die Pflanze zu sein.

Zu den positiven Wirkungen gehoéren
vor allem die Stimulation des Wachstums
und der Entwicklung der Wirtspflanze, die
biologische Kontrolle unterschiedlicher
phytopathogener Mikroorganismen und
die Stressregulation. Direkte Wachstums-
férderung beruht meist auf der Bildung
von Phytohormonen wie Auxinen und
Cytokininen bzw. deren Vorstufen und
wurde fur Stdmme der Gattungen Steno-
trophomonas, Pseudomonas, Methylo-
bacterium und Bacillus nachgewiesen [2,
3,4, 5]. Aber auch andere Mechanismen
wie die Produktion von Siderophoren, die
der Pflanze die Aufnahme von Eisen oder
Phosphor erleichtern [6], oder die Synthe-
se bestimmter wachstumsstimulierender
Enzyme oder Substanzen [7, 8] koénnen
eine positive Entwicklung der Pflanze be-
wirken.

Die Bedeutung der Endophyten bei der
biologischen Kontrolle ergibt sich schon
daraus, dass sie zum Teil die gleichen Ni-
schen besiedeln wie phytopathogene
Pilze und Bakterien und so durch Kon-
kurrenzwirkung (,niche exclusion”) die
Ausbreitung der Pathogene hemmen oder
verhindern [9].

Antagonistische Wirkungen endophy-
tischer Bakterien auf phytopathogene
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Pilze und Bakterien wurden vielfach be-
schrieben und beruhen neben der ein-
fachen Konkurrenz hauptsachlich auf der

Produktion von antimikrobiellen Substan-

zen wie Antibiotika oder HCN oder der Be-

einflussung der pflanzlichen Abwehrkraft

z.B. durch Induktion von systemischen

Resistenzen [10, 11, 12]. Die Beteiligung

von endophytischen Bakterien an der

Bewaltigung von abiotischem Stress (Tro-

ckenstress) wurde von ForcrerT et al. [13]

beschrieben.

Die bisherigen Untersuchungen zum
Einfluss endophytischer Bakterien bezie-
hen sich zum gréBten Teil auf landwirt-
schaftliche Nutzpflanzen, es gibt aber
auch bei Geholzen einige Untersuchungen
zur Wirkung bakterieller Endophyten.
¢ Bei endophytischen Pseudomonaden aus Zi-
truspflanzen konnten stimulierende Effekte
auf das Wachstum von Keimlingen nachge-
wiesen werden [14].

Eine reproduzierbare Erh6hung der Biomasse

von bis zu 36 % wurde durch Inokulation von

Fichtensetzlingen mit endophytischen Iso-

laten der Gattungen Bacillus, Streptomyces

und Phyllobacterium erreicht [15].

e Daum et al. [16] isolierten aus Kiefernwur-
zeln endophytische Bakterien der Gattungen
Pseudomonas und Pasteurella, die bei Ei-
senmangel Siderophore (metallbindende
organische Verbindungen) produzieren und
damit der Pflanze durch die Bereitstellung
von Eisen-lonen einen 6kologischen Vorteil
verschaffen.

Auch die biologische Kontrolle von pa-

thogenen Erregern durch endophytische

Bakterien scheint bei Gehoélzen von Be-

deutung zu sein.

¥

e Brooks et al. [17] isolierten Endophyten der
Gattung Bacillus aus der Eiche und konnten
ihre antagonistische Wirkung gegen das
Eichenwelke-Pathogen Ceratocystis faga-
cearum nachweisen.

e Aus der Silberbirke wurden Pseudomonas-
Stdmme als wirkungsvolles Mittel zur biolo-
gischen Kontrolle bei der Aufzucht von Keim-
lingen isoliert [18].

e Arauio et al. [19] fanden Hinweise auf die
Induzierung einer systemischen Resistenz ge-
genliber dem Zitrus-Chlorosis-Erreger durch
Endophyten der Art Curtobacterium flaccum-
faciens.

Endophytische Bakterien
der Pappel

In unterschiedlichen Freilandpappelklonen
wurden Endophytengemeinschaften tber
die Analyse der kultivierbaren Bakterien
untersucht. Daneben wurden Klonbibli-
otheken der ribosomalen RNA-Gene der
endophytischen Bakterienflora der Pap-
pelklone angelegt, um auch nicht kulti-
vierbare Bakterien zu erfassen. Insgesamt
ergab sich eine hohe Diversitat mit 53 Taxa
auf Gattungsebene, wobei die Aktinobak-
terien und Proteobakterien den Haupt-
anteil ausmachten. AuBerdem zeigte sich
eine deutliche Abhangigkeit der Zusam-
mensetzung des Endophytenbesatzes vom
Pappelklon [20]. Die Ergebnisse der Ana-
lyse der kultivierbaren endophytischen
Bakteriengemeinschaften verschiedener
Klone sind in Abb. 1 dargestellt.
Vergleichbare Untersuchungen von
Moore et al. [21] an Pappelklonen auf BTEX



(Benzen, Toluen, Ethylbenzen, Xylen)-ver-
seuchten Boden zeigten eine deutlich an-
dere Endophytenzusammensetzung. Der
Anteil der y-Proteobakterien, speziell der
Pseudomonaden, die die Fahigkeit zum
Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe
besitzen, war hier fast doppelt so hoch,
verglichen mit unseren Untersuchungen,
die auf nicht belasteten Boden durch-
gefluihrt wurden. Hier zeigen sich Paral-
lelen zu Arbeiten von SiciLiano et al. [22],
der Hinweise darauf fand, dass Pflanzen
je nach den gegebenen &duBeren Bedin-
gungen ihre Endophytenbesiedlung steu-
ern kénnen. So kénnen z.B. endophytische
Bakterien mit bestimmten metabolischen
Fahigkeiten beim Wachstum auf Boden,
die einen hohen Gehalt an organischen
Schadstoffen besitzen, angereichert wer-
den.

Besonders bei langlebigen Pflanzen
wie Bdumen geht man davon aus, dass
Uber einen langeren Zeitraum ein En-
dophytenspektrum aufgebaut wird, das
entsprechend den Umweltbedingungen
Uberlebens- oder Wachstumsvorteile
bringen kann. In forstlichen Okosystemen
kénnen endophytische Bakterien zu einer
effektiven Erhohung der phanotypischen
Plastizitat der langlebenden Wirtspflan-
zen unter sich verandernden oder unglns-
tigen Umweltbedingungen wie Trocken-
perioden, Nahrstoffmangel oder Patho-
genbefall beitragen [23].

Mégliche Anwendung
endophytischer Bakterien

Aus den vielfaltigen Eigenschaften der
endophytischen Bakterien ergibt sich ein
breites Anwendungsspektrum:

1. Nutzung von endophytischen Bak-
terien zur Steigerung der Biomasse-
produktion: Voraussetzung fiir diese Art
der Nutzung ist die Isolation bestimmter
endophytischer Bakterien mit wachstums-
férdernden Eigenschaften, die dann zur
Inokulation von Pappeln oder Weiden in
Kurzumtriebsplantagen genutzt werden
kénnen. In den USA wurden nach erfolg-
versprechenden Startversuchen [24] erste
Projekte zur Erhéhung der Biomassepro-
duktion bei Pappeln durch Inokulation
mit endophytischen Bakterien vom United
Department of Energy aufgelegt. Auch
in eigenen Untersuchungen wurde unter
Verwendung von Pappelpflanzen, die frei
von kultivierbaren endophytischen Bakte-
rien waren (Kultivierung von Meristemen),
die wachstumsférdernde Wirkung von en-
dophytischen Isolaten der Gattungen Pae-
nibacillus [25] und Stenotrophomonas auf

das Wurzel- bzw. Sprosswachstum nachge-
wiesen (Abb. 2).

2. Phytosanierung durch endophy-
tische Bakterien: Bestimmte endophy-
tische Bakterien besitzen die Fahigkeit
zum Abbau von organischen Schadstoffen
oder der Bindung/Reduktion von Schwer-
metallen. Nutzt man diese Bakterien zur
Beimpfung von Pflanzen bei der Phyto-
sanierung, kann man die Effektivitat des
Abbaus der entsprechenden Substan-
zen erhéhen [26]. Gegenwartig wird da-
ran gearbeitet, die Phytosanierung von
Grundwasser durch Pappeln und Weiden
auf diese Weise zu optimieren [26, 27]. In
diesem Zusammenhang wurde auch ge-
zeigt, dass Plasmide (extrachromosomale,
ringférmige DNA), die bestimmte meta-
bolische Fahigkeiten tragen, im Gewebe
des Baumes von einem endophytischen
Bakterium auf andere Ubertragen wer-
den kénnen, ihre Fahigkeit zum Abbau
bestimmter Substanzen weitergeben und
damit die Effektivitat der Phytosanierung
erh6ht werden kann [27].

3. Erhohung der Stresstoleranz und
Vitalitit von Geholzen: Eine weitere
Anwendungsmdoglichkeit ist die Nutzung
von endophytischen Bakterien zur Erhé-
hung der Toleranz gegeniber abiotischem
Stress, was besonders im Zuge der Klima-
erwarmung und dem damit verbundenen
Trockenstress an Bedeutung gewinnt.
Aber auch die biologische Kontrolle von
pathogenen Mikroorganismen (biotischer
Stress) durch endophytische Bakterien
kénnte unter den sich verandernden Um-
weltbedingungen zum Tragen kommen.

4. Nutzung von endophytischen Bak-
terien fiir die in vitro-Kultivierung:
Auch bei der in vitro-Vermehrung von Ge-
holzen kénnten endophytische Bakterien
zur Stabilisierung der Pflanzen, zur Stimu-
lation der Wurzelbildung und des Spross-
wachstums sowie zur Pathogenabwehr
genutzt werden. In unseren bisherigen
Versuchen zeigten z.B. endophytenfreie
(Meristem-)Pappelpflanzen haufig ein
schlechtes bzw. verzégertes Wurzelwachs-
tum. ,Stérende” endophytische Bakte-
rien, also Problembakterien, kénnten so
durch Meristemkultur entfernt und durch
positiv wirkende Endophyten ersetzt wer-
den.

Folgerung

Die Untersuchung der Endophytenzusam-
mensetzung in forstlichen Geholzen und
die gezielte Analyse ihrer Wirkung an
Forstpflanzen, die aus Meristemen rege-
neriert wurden und damit frei von kulti-
vierbaren endophytischen Bakterien sind,
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erlauben Ruckschlisse auf die Wirkung
einzelner endophytischer Bakterien. Es
wird damit moglich, die Bedeutung endo-
phytischer Bakterien in Forstpflanzen bes-
ser zu verstehen und fur die Verbesserung
der Leistungsféhigkeit und Widerstands-
fahigkeit von Geholzen zu nutzen.
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