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Epiphytische Laktobakterien auf Gras-Leguminosen-Gemischen 
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Institut fQr Grünland- und Futterpflanzenforschung 

Einleitung 

Die auf Futterpflanzen vorkommende epiphytische Mikro

flora varüert nach Art und Zahl unter dem Einfluß von Fakto
ren wie Standort, Jahreszeit, Reifestadium sowie Pflanzenart 
undPflanzenteil(Allenetal., 1937; Beck, 1965; Leben, 
1965; Weise, 1969; Koch et al., 1973; Mundt, 1970 und 
Ruser, 1989). Es ist davon auszugehen, daß diese Faktoren 
sich indirekt unter anderem über Witterungseinflüsse bzw. 
die Verfügbarkeit von Nährstoffen auf die epiphytischen Or
ganismen auswirken. 

Aus früheren Untersuchungen geht hervor, daß auf Mais 
und Sorghumarten offenbar mehr epiphytische Milchsäure
bakterien (MSB) vorkommen als auf den übrigen Futterpflan
zen (Koch et al., 1973; Ely et al., 1981), und auf Gras wie
derum mehr als auf Luzerne (Kroulik et al., 1955; Bol-
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se n et al., 1987). Da jedoch in der Mehrzahl dieser Untersu
chungen die Probenahme von unterschiedlichem Pflanzen
material nicht zeitgleich erfolgte, bleibt offen, ob die ermittel
ten Unterschiede im Besatz mit MSB saisonal bedingt sind . 
oder von der jeweiligen Pflanzenart abhängen. Die oben zi-

. tierten Studien beziehen sich überwiegend auf reine Fut
terpflanzenbestände sowie einige Gras-Leguminosen-Ge
mische. Dagegen gibt es nach unserer Kenntnis bisher keine 
Untersuchungen zum epiphytischen Status der Einzelkompo
nenten von Futterpflanzengemischen. Nach D a e s c h e l et 
al. (1987) bietet jede Pflanzenart ihrer epiphytischen Mikroflo
ra ganz spezifische Milieubedingungen sowohl hinsichtlich 
der Verfügbarkeit und Konzentration von Nährsubstanzen im 
pflanzlichen Exsudat als auch auf Grund ihrer morphologi
schen Eigenschaften. 
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Abbildung l: Epiphytischer Laktobakterienbesatz auf einem Gras-Luzerne-Mischbestand sowie auf seinen Einzel
komponenten (Mittelwert aus 3 Erntetenninen) 
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Abbildung 2: Epiphytischer Enterococcusbesatz auf einem Gras-Luzerne-Mischbestand sowie auf seinen Einzel
komponenten (Mittelwert aus 3 Ernteterminen) 

Die hier vorgelegten Untersuchungen befassen sich mit 
dem Vorkommen von Milchsäurebakteriengruppen sowohl 
auf Reinsaaten von Gras bzw. Luzerne als auch auf einem 
Mischbestand sowie schließlich auf den von Hand separierten 
Mischungspartnern. Sie sollen ersten Aufschluß über eine 
eventuelle gegenseitige Beeinflussung der Gärflora verschie
dener Futterpflanzen und mögliche Auswirkungen auf die Be
urteilung ihrer Siliereignung geben. 

Material und Methoden 

Unmittelbar nebeneinander liegende Parzellen auf den 
Versuchsflächen der FAL wurden am 02. April 1990 mit Luzer
ne, einjährigem Weidelgras sowie einer Mischung beider Fut
terpflanzen im Verhältnis 1 : 1 eingesät. Alle dazu getroffenen 
Kulturmaßnahmen richteten sich nach den Anforderungen 
des Bundessortenamtes für die Wertprüfung von Futterpflan
zensorten. Beerntet wurde zu drei Terminen im zweiwöchi
gen Abstand (17. und 31. August sowie am 14. September 
1990). Einzelproben von ca. 200 g Frischmasse (FM) wurden 
mit der Schere geschnitten und innerhalb von 15 Minuten in 
das mikrobiologische Labor des Institutes für Grünland- und 
Futterpflanzenforschung transportiert. Für jede Probe erfolgte 
die Bestimmung des Trockenmassegehaltes in zwei Wieder
holungen. Eine Teilprobe der Futterpflanzenmischung wurde 
unverzüglich in ihre beiden Komponenten getrennt. Proben 
von je 30 g dienten für die mikrobiologische Untersuchung. 
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An die Einwaage in einen sterilen Kunststoffbeutel schloß 
sich bis zur Weiterverarbeitung eine Aufbewahrung bei 5'C 
an. Die Aufbereitung geschah im Stornacher 400 für zwei Mi
nuten (30g FM in 270 rnl sterilem, demineralisierten Wasser). 
Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte aus dem wässerigen 
Extrakt. Von einer dezimalen Verdünnungsreihe mit Ringer
lösung wurden der zu erwartenden Keimdichte entsprechen
de Verdünnungsstufen bei dreifacher Wiederholung ausge
plattet. Zur gemeinsamen Erfassung der Gattungen Lactoba
cillus, Pediococcus und Leuconostoc (im weiteren: LBPL) 
diente Rogosa-Agar (Kochsches Platten-Gußverfahren, Bebrü
tung für 3 Tage unter Stickstoff-Kohlendioxyd-Atmosphäre im 

Verhältnis von ca. 15:1). Der Anteil der Gattung Enterococcus 
(EC) wurde durch Oberflächenausspatelung auf Slanetz & 
Bartley-Agar nach aerober Bebrütung, gleichfalls 3 Tage bei 
30'C, festgestellt. Die mittels Koloniezählgerät ausgewerteten 
Ergebnisse sind jeweils in koloniebildenden Einheiten (KBE) 
je Gramm Trockenmasse angegeben. 

Ergebnisse und Diskussion 

Das zeitgleich von benachbarten Parzellen geerntete Gras 
wies an jedem der drei Erntetermine einen höheren Besatz an 
LBPL auf als die Luzerne. In der Abbildung 1 sind deshalb die 
Resultate der Keimzahlbestimmungen zusammengefaßt dar
gestellt. Das Ergebnis stimmt insofern mit den Angaben von 
Kr o u 1 i k et al. (1955), sowie Bols e n et al. (1987) überein. 
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Abbildung 3: Beeinflussung des I.aktobakteriennachweises auf Gras durch dle Anwesenheit von entkeimter Luzer
ne während der Probenaufbereitung (Mittelwert aus 3 Ernteterminen) 

Es stützt auch die Ansicht von D a e s c h e 1 zu einer von der 
Pflanzenart abhängigen, bzw. für diese spezifischen Begünsti
gung bestimmter epiphytischer Mikroorganismen. Dabei ist 
offenkundig, daß sowohl Strukturen des Blattes, wie Größe 
der Atemöffnungen, ihre Anzahl und Verteilung, aber auch 
Charakteristika der Oberfläche und schließlich physiologische 
Eigenschaften, wie nährstoffhaltige Exsudate, sich von Pflan
zenart zu Pflanzenart unterscheiden. Es liegt nahe, auf eine 
erhebliche Bedeutung dieser unterschiedlichen Merkmale für 
den Besatz mit Epiphyten zu schließen. 

Für das Vorkommen der Gattung Enterococcus auf Gras 
bzw. Luzerne ergab sich kein einheitlicher Trend. Zwar 
wurde auf beiden Reinsaaten zu allen Ernteterminen eine 
höhere Keimdichte als für die LBPL insgesamt nachgewiesen 
(Abbildung 2), aber der jeweils erreichte Maximalwert wech
selte zwischen den Futterarten. 

Unterschiede in Abhängigkeit vom Erntetermin waren auch 
für die Gruppe der LBPL auf den Pflanzenmischungen festzu
stellen. In einem der Fälle war der Besatz dort höher als auf 
den Reinsaaten, im anderen Fall lag er auf gleichem Niveau. 
Die Keimdichte der Enterokokken auf dem Mischbestand war 
dagegen zu allen Zeitpunkten zumindest · gleich oder lag 
höher als auf jeder der Reinsaaten (Abbildung 2). 
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Auf dem aus der Mischung aussortierten Gras- und Luzer
neanteil waren jeweils höhere LBPL-Zahlen nachweisbar als 
im Ursprungsmaterial oder den entsprechenden Reinsaatbe
ständen (Abbildung 1). 

Aus dem Ergebnis ist zu schließen, daß die Nachweisbar
keit der LBPL-Gruppe mit Hilfe des Standard-Zählverfahrens 
dann gemindert wird, wenn beide Pflanzenarten gemeinsam 
der Homogenisation während der Probenaufbereitung ausge
setzt werden. Hierbei könnte der LBPL-Besatz jeder der bei
den Futterpflanzenarten auf den intensiven Kontakt mit dem 
jeweils fremden Milieu durch den Übergang in ein nicht kulti
vierbares Ruhestadium ("Somnicell") reagieren, wodurch die
se Bakteriengruppe der Nachweisbarkeit entzogen wird 
( R o s z a k und Co 1 w e 11, 1987). Bisher ist nicht geklärt, 
unter welchen Bedingungen dieser Zustand mit seiner Schutz
funktion gegen schädliche Umwelteinflüsse wieder aufgeho
ben wird, und ob dies zum Beispiel unter den Bedingungen 
im Silo der Fall sein könnte. 

Die Somnicell-Hypothese wurde geprüft in einer weiteren 
Serie von Experimenten, in denen der LBPL-Besatz sowohl 
der Mischung, als auch der einzelnen, aussortierten Mi
schungspartner sowie der rekonstituierten Mischung ermittelt 
wurde, nachdem zuvor jeweils eine der Futterpflanzenarten 
durch 20--minütige, intensive UV-Bestrahlung in dünner, 
melufach gewendeter Schicht weitgehend entkeimt worden 
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Abbildung 4: Beeinflussung des l.aktobakteriennachweises auf Luzern e durch die Anwesenheit von entkeimtem 
Gras w ährend der Probenaufbereitung (Mittelwert aus 3 Ernteterminen) 

war. Die Abbildungen 3 und 4 zeigen, daß tatsächlich die 
Nachweisbarkeil der hier untersuchten LBPL von jeder der 
beiden Pflanzenarten dann gesenkt wurde, wenn diese vor 
der Keimzahlanalyse mit der teilsterilisierten anderen Futterart 
im Homogenisationsvorgang kombiniert worden war. Auch 
eine daran anschließende einstündige Aufbewahrung des Ho
mogenates bei Raumtemperatur trug nicht zu einer Erholung 
der Bakteriengruppe etwa durch Anpassung an das Fremdmi
lieu bei. 

Derartige Befunde besitzen praktische Bedeutung im Hin
blick auf die Silierung von Futterpflanzenmischungen. Die 
bisher von solchen Beständen ermittelten Besatzdichten 
scheinen danach eine Unterschätzung der tatsächlich vorhan
denen Flora epiphytischer Laktobakterien darzustellen, wenn 
man sie mit der Summe der auf den einzelnen Pflanzenarten 
vorhandenen MSB-Gruppen vergleicht. 

Zusammenfassung 

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, daß auf einem reinen 
Grasbestand höhere Milchsäurebakterienzahlen vorkommen 
als auf einer zeitgleich und am selben Standort beernteten 
Reinsaat von Luzerne. Dies läßt sich möglicherweise auf 

pflanzenartspezifJSche Unterschiede der jeweiligen Ex:sudat
zusammensetzung oder der Blattflächenstruktur zurückfüh
ren. Auf Misch.beständen dieser Futterpflanzen lassen sich we-
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niger Milchsäurebakterien nachweisen als auf jeder der betei
ligten Pflanzenarten. Soweit es um die Beurteilung des mikro
biellen Status zur Silierung vorgesehener Mischungen von 
Futterpflanzen geht, so scheint eine separate Keimzahlbestim
mung ausgehend von den Einzelkomponenten zwar die rein 
zahlenmäßig zutreffenderen Werte zu liefern. Andererseits 
entsprechen jedoch die Bedingungen in der Anfangsphase 
eines Silierprozesses mit dem raschen Zusammenbruch 
pflanzlicher Gewebe und der Freisetzung von Zellinhaltsstof
fen annähernd denen nach dem Probenaufschluß im Stoma
cher-Homogenisator für die mikrobiologische Analyse. Das
selbe trifft in noch stärkerem Maße auch für die Ernte des Fut
ters mit Häcksler oder anderen Aufbereitungsgeräten, wie der 
Mattenpresse, zu. Hieraus folgt, daß es trotz einer offensichtli
chen Unterschätzung der tatsächlich vorhandenen Anzahl von 
Milchsäurebakterien keine sinnvolle Alternative zur Keimzahl
bestimmung in Futtermischungen gibt, da diese auch die zu 
erwartende Stoffwechselaktivität der Keimgruppe bei der Ver
gärung von Futterpflanzenmischungen vermutlich am zutref
fendsten widerspiegelt. 

Eine Überprüfung dieser Ergebnisse mit weiteren Gras
Leguminosen-Gemischen, die mehr als nur die Luzerne einbe

ziehen, wäre dringend erforderlich. 
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Epiphytic lactic acid bacteria (LAB) in grass-legume 
mixtures 

Tue results of the study demonstrate that pure grass, har
vested in the same location and at the same time as a luceme 
crop, tends to contain higher epipytic numbers of lactic acid 
bacteria (LAB) than luceme. This rnight be accountable for by 
either the composition of exudates or by structural differences 
of the plant surfaces as weil as stomata density between both 
crops. 

When mixtures of grass and luceme are investigated a 
smaller number of LAB can be recovered from the composite 
sample than from each of the individual components. As far 
as the rnicrobial status of mixtures and their suitability for en
siling is concemed, the determination of the epiphytic LAB 
from each crop seperately seems to reflect the situation nu
merically more accurate. However, the early stage of ensiling 
with its sudden collaps of tissue structures and the release of 
cell contents, creates conditions comparable to the disintegra
tion of the forage sample after preparation for the microbio
logical analysis in the stomacher lab blender. Tue same ap
plies to an even !arger extent to the harvesting process with a 
chopper or other methods such as the mat making technique. 
Consequently, in spite of the obvious underestimation of the 
true LAB population, there is no other significant alternative, 
than to use the composite sample for the enumeration of LAB, 
especially as this approach probably also reflects in the best 
possible way the metabolic activity of the LAB tobe expected 
during the silage fermentation of such forage mixtures. 

A verification of these results by using other grass legume 
mixtures but just luceme will be necessary. 
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