Kleine Helfer — groBer moglicher Nutzen

Endophytische Bakterien konnten zur Steigerung des Ertrages und der Stressresistenz von Forstgeholzen beitragen

Von Kristina Ulrich”, Christian Scherling?, Wolfram Weckwerth?

und Dietrich Ewald*

In der forstlichen Forschung geht es vor allem um die Verbes-
serung der Leistungsfahigkeit, Qualitiat und Widerstandsfiahig-
keit von Geholzen, nicht zuletzt auch unter dem Aspekt der Er-
zeugung schnell wachsender Baumarten fiir die Biomassepro-
duktion auf Kurzumtriebsplantagen. Neben Ziichtungspro-
grammen konnte in Zukunft auch eine gezielte Anwendung
wachstumsstimulierender endophytischer Bakterien zur Ver-
besserung der Eigenschaften von Forstgeholzen beitragen.
Denkbar wire zum Beispiel der Einsatz Phytohormon produ-
zierender oder Stickstoff fixierender Bakterien zur Erhohung
der Vitalitidt und Steigerung des Wachstums von Gehdolzen,
aber auch die Nutzung von Bakterien mit besonderen metabo-
lischen Fihigkeiten z. B. zur Phytosanierung Schadstoff belas-

teter Flachen.

Noch vor einigen Jahren wurde das
Vorhandensein von Bakterien in Ge-
holzen fast ausschlieBlich im Zusam-
menhang mit Pflanzenkrankheiten wie
zum  Beispiel Pappelkrebs oder
Schleimfluss bei Kastanie gesehen. Po-
sitive Wirkungen endophytischer Bak-
terien fanden bisher wenig Beachtung.
In den letzten Jahren werden in der
Pflanze lebende Bakterien immer mehr
damit in Verbindung gebracht, ihrer
Wirtspflanze bestimmte Eigenschaften
zu verleihen, an verschiedenen physio-
logischen Prozessen beteiligt und wahr-
scheinlich sogar lebenswichtig fiir die
Pflanze zu sein.

Was sind endophytische
Bakterien?

Endophytische Bakterien wurden in
nahezu allen Pflanzenarten, darunter
auch in einer Vielzahl von Bdumen
nachgewiesen. Sie besiedeln das innere
Gewebe von Pflanzen, ohne ihrem Wirt
sichtbare Schédden zuzufiigen. Zusam-
mensetzung und Stdrke der Besiedlung
sind sehr variabel und von Art und Alter
der Pflanze, dem Pflanzenorgan, dem
Gewebetyp, saisonalen Schwankungen
und den externen Bedingungen abhén-
gig. Endophytische Bakterien konnen
entweder schon iiber die Samen {iiber-
tragen werden oder spéater iiber die
Keimwurzeln, Wurzeln, Stomata oder
Verletzungen in den Bléttern in die
Pflanze gelangen. Von dort aus konnen
sie sich iiber das Gefdl3system syste-
misch {iber die gesamte Pflanze ausbrei-
ten und die Zellen bestimmter Gewebe,
Interzellularen oder das Gefdl3system
besiedeln.

In bisherigen Untersuchungen der
Endophtengemeinschaften von ver-
schiedenen Freiland-Pappelklonen
zeigte sich eine hohe Diversitét der en-
dophytischen Bakterien, die iiber 50
Gattungen verschiedener Klassen bein-
haltete. Auch konnte eine deutliche Ab-
héngigkeit der Zusammensetzung des
Endophytenbesatzes vom Genotyp der
Wirtspflanze nachgewiesen werden. In
Abbildung 1 ist die unterschiedliche
Zusammensetzung der bakteriellen En-
dophytengemeinschaften verschiedener
Pappelklone dargestellt, die sich so-
wohl auf Ebene der Bakterienklassen
als auch auf Gattungsebene zeigt.

Unterschiedlichste
Wirkmechanismen

Positive Effekte endophytischer Bak-
terien auf die Wirtspflanze gehen auf
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unterschiedlichste Mechanismen zu-
riick wie zum Beispiel die antagonisti-
sche Wirkung durch Produktion von
Antibiotika, die Induktion von Resis-
tenzen, die Bildung von Siderophoren,
die der Pflanze die Aufnahme von Eisen
oder Phosphor erleichtern, oder die
Synthese bestimmter wachstumsstimu-
lierender Enzyme und Substanzen.

Direkte Wachstumsforderung, also
eine Steigerung der Biomasseprodukti-
on, beruht meist auf der Bildung von
Phytohormonen wie Auxin und Cytoki-
nin bzw. deren Vorstufen. Eine signifi-
kante Steigerung des Pflanzenwachs-
tums im Zusammenhang mit der Bil-
dung von Hormonen wurde fiir ver-
schiedene Stdimme der Gattungen Ste-
notrophomonas, Pseudomonas, Me-
thylobacterium, Burkholderia und Ba-
cillus nachgewiesen. In letzter Zeit
wurden aullerdem Hinweise auf die
wachstumsfordernde Wirkung diazot-
ropher endophytischer Bakterien in
Pappeln gefunden, die in der Lage sind,
elementaren molekularen Stickstoff aus
der Luft zu reduzieren und damit in ei-
ne biologisch verfiighare Form umzu-
wandeln.

Analyse von Endophyten-
Gemeinschaften

Zur Isolation der Endophyten homo-
genisiert man oberfldchensterilisiertes
Pflanzenmaterial wie Aste oder Blétter,
verdiinnt die Proben und spatelt sie auf
Bakterienmedium aus. Nach ungefdhr
einer Woche kann man die Bakterien-
kolonien selektieren und durch mole-
kular-genetische Methoden (Analyse
der 16S rDNA) identifizieren. Jedoch ist
nur ein relativ geringer Prozentsatz der
endophytischen Bakterien kultivierbar.
Viele Endophyten sind aufgrund ihrer
Spezialisierung in der Wirtspflanze
nicht ohne weiteres auf normalen Me-
dien zu kultivieren.

Bakterien veriandern den
Stoffwechsel der Pflanze

Die Wirkung bestimmter Bakterien
auf eine Wirtspflanze ist schwer zu er-
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Abbildung 2 Im in vitro-Test steigert ein endophytischer Stenotrophomonas-Stamm das Spross- und Wurzelwachstum von

Pappelpflanzen signifikant (links: unbeimpfte, rechts: beimpfte Variante)

fassen, weil wahrscheinlich alle Pflan-
zen - auch die aus der in vitro-Kultivie-
rung — schon natiirlicherweise von ver-
schiedenen endophytischen Bakterien
besiedelt werden.

Aus isolierten Meristemen konnten
in vitro-Pflanzen erzeugt werden, die
iiber lange Zeit frei von kultivierbaren
Bakterien waren. Diese Pflanzen sind
die Voraussetzung zur gezielten Unter-
suchung der Wirkung unterschiedlicher
endophytischer Bakterien. So konnte
gezeigt werden, dass die Beimpfung mit
einem aus einer Freiland-Pappel isolier-
ten endophytischen Stenotrophomo-
nas-Stamm zur deutlichen Steigerung
des Wurzel- und Sprosswachstums von
in vitro-Pappeln fiihrt (vgl. Abbildung
2). Ein endophytischer Paenibacillus-
Stamm stimulierte ebenfalls signifikant
die Wurzelbildung.

Erste Untersuchungen zum Einfluss
endophytischer Bakterien auf den Stoff-
wechsel der Wirtspflanze wurden mit-
tels ,targeted Metabolic Profiling“
durchgefiihrt. Bei dieser Methode er-
folgt die quantitative Bestimmung einer
Vielzahl  ausgewdhlter = Metabolite
(Stoffwechselprodukte) der Pflanze, um
zielgerichtet Substanzen benennen zu
konnen, die durch den Einfluss der en-
dophytischen Bakterien verdndert wer-
den. Um den Einfluss anderer Endo-
phyten weitgehend auszuschlielen,
wurden auch hier in vitro-Pappelpflan-
zen verwendet, die frei von kultivierba-
ren endophytischen Bakterien waren.
Nach Inokulation (Beimpfung) mit ei-
nem Paenibacillus-Stamm, der in Vor-
versuchen die Wurzelbildung stimuliert
hatte (siehe oben) wurden diese Pflan-
zen und die entsprechende unbeimpfte
Kontrolle untersucht.

Insgesamt wurden 70 Metabolite des
Primédrmetabolismus identifiziert und
quantifiziert. Deutliche Unterschiede in
den Metabolitprofilen beider Varianten
zeigen, dass die Anwesenheit des Pae-
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Abbildung 1

Zusammensetzung der kultivierbaren endophytischen Bakterienge-

meinschaften verschiedener Freiland-Pappelklone. Der linke Teil der Sdulen zeigt
jeweils die relativen Anteile der Bakterien-klassen, der rechte Teil stellt die Diversi-

tat auf Gattungsebene dar.

nibacillus-Stammes die Zusammenset-
zung der pflanzlichen Stoffwechselpro-
dukte im Vergleich zur unbehandelten
Variante unerwartet stark verdnderte.
Als Antwort auf die Anwesenheit der
Bakterien produzierten die Wirtspflan-
zen in ihren Zellen etwa achtmal mehr
Asparagin und sechsmal mehr Harn-
stoff. Der Gehalt an organischen Sdu-
ren des Tricarbonsdure-Cyclus nahm
dagegen deutlich ab.

Abbildung 3
schen Bakterien (Paenibacillus) auf die
Waurzelbildung von Pappel-Stecklingen
(rechts) im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrolle (links)

Einfluss von endophyti-

Alles deutet darauf hin, dass der Pae-
nibacillus-Stamm - dhnlich wie andere
Vertreter dieser Art — die Fihigkeit zur
Stickstoffbindung besitzt (Der Stamm
wéchst auch auf einem stickstofffreien
Bakterienmedium!) und dadurch das
Stickstoff-Assimilationsmuster der
Pflanze verdndert. Die Bakterien indu-
zieren so ein spezifisches Stoffwechsel-
muster, das dem der Leguminosen
(Hiilsenfriichtler) sehr dhnlich ist. Le-
guminosen gehen eine Symbiose mit
den so genannten Kndllchenbakterien
(Rhizobien) ein, die Stickstoff aus der
Luft zu Ammonium reduzieren, wel-
ches sie der Pflanze zur Verfiigung stel-
len und im Austausch dafiir Kohlenhy-
drate beziehen.

Wihrend die biologische Stickstofffi-
xierung durch die Rhizobien umfassend
erforscht ist und landwirtschaftlich viel-
seitig genutzt wird, stehen die Untersu-
chungen der Wechselwirkungen zwi-
schen diazotrophen Bakterien — also
Bakterien, die elementaren, molekula-
ren Stickstoff fixieren konnen - und
Nicht-Leguminosen noch eher am An-
fang. Die Aufkldrung der Funktion und
vor allem die Anwendung von stick-
stofffixierenden Bakterien, die symbi-
ontische Beziehungen zu wirtschaftlich
bedeutsamen Pflanzen eingehen, kénn-
ten von groflem Nutzen sein.

Anwendung und Aussichten

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

Nutzung von wachstumsstimulie-
renden endophytischen Bakterien zur
Steigerung der Biomasseproduktion
von Pappel- und Weidenklonen fiir
den effektiven Einsatz in Kurzum-
triebs-plantagen

In den USA wurden nach erfolgver-
sprechenden Startversuchen erste Pro-
jekte zur Steigerung der Biomassepro-
duktion bei Pappeln durch Inokulation
mit endophytischen Bakterien vom
United Department of Energy gefordert.
Erste Auswertungen ergaben Biomasse-
steigerungen von bis zu 50 % und zei-
gen die Bedeutung dieser Strategie fiir
die Produktion nachwachsender Roh-
stoffe.

Phytosanierung durch
endophytische Bakterien

Bestimmte Endophyten besitzen die
Fdhigkeit zum Abbau von organischen
Schadstoffen oder der Bindung/Reduk-
tion von Schwermetallen. Nutzt man
diese Bakterien zur Beimpfung von
Pflanzen bei der Phytosanierung, kann
man die Effektivitdt des Abbaus der ent-
sprechenden Substanzen erhohen. Ge-
genwdrtig wird daran gearbeitet, die
Phytosanierung von  Grundwasser
durch Pappeln und Weiden auf diese
Weise zu optimieren. Schnellwachsen-
de Bidume mit stickstofffixierenden en-
dophytischen Bakterien konnten als
Pionierarten zur forstlichen Rekultivie-
rung von extrem nédhrstoffarmen oder
belasteten Standorten, wie zum Beispiel
Bergbaufolgelandschaften, verwendet
werden.

Erhohung der Stresstoleranz
und Vitalitit von Geholzen

Eine weitere Anwendungsmoglich-
keit ist die Nutzung von endophyti-
schen Bakterien zur Erhohung der To-
leranz gegeniiber abiotischem Stress,
was besonders im Zuge der Klima
erwdrmung und dem damit verbunde-
nen Trockenstress an Bedeutung ge-
winnt. Aber auch die Bekdmpfung von
pathogenen Mikroorganismen (bioti-
scher Stress) durch endophytische Bak-
terien (biologische Kontrolle) konnte
unter den sich verdndernden Umwelt-
bedingungen zum Tragen kommen.

Zur genauen Aufkldarung der Wirkun-
gen endophytischer Bakterien auf die
Pflanzen und zur gezielten Nutzung der
positiven Effekte sind noch viele Unter-
suchungen notwendig.

Im Rahmen verschiedener Projekte
muss in Zukunft getestet werden, in wie
weit diese noch eher theoretischen Vor-
stellungen bzw. bisher nur im Labor
oder im Gewdichshaus {berpriiften
Moglichkeiten der Anwendung endo-
phytischer Bakterien in die Praxis {iber-
flihrbar und effektiv einsetzbar sind.
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