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Zusammenfassung |

Zusammenfassung

Der Anbau von Reis als einem der wichtigsten Grundnahrungsmittel der Welt
findet Uberwiegend in weiten Teilen Asiens in Form von Nassreisanbau statt.
Durch die dauerhafte Uberflutung der Felder werden Eisenverbindungen im Bo-
den reduziert, die von Reispflanzen aufgenommen werden und dort zu Eisen-
stress-Symptomen fiihren kénnen. Hohe Ernteausfalle sind oft die Folge. Eine
Besiedelung der Pflanzen durch endophytische Bakterien kann zur Abschwé-

chung der Symptome beitragen.

Um die Wirkungsweise der Bakterien besser zu verstehen, wurden deren Auf-
nahme und Verteilung in den Wurzeln, Blattscheiden und Blattspreiten von
Reispflanzen quantitativ erfasst. Dazu wurden zwei Reissorten (IR 31785-58-
1-2-3-3 und TOX 4004-8-1-2-3) im hydroponischen System unter zwei unter-
schiedlichen Luftfeuchtebedingungen mit den Stammen Bacillus megaterium
und Bacillus pumilus inokuliert. Bei der Halfte der Pflanzen wurden zuvor die

Wurzelspitzen verletzt.

In den Wurzeln aller Versuchspflanzen und in den oberirdischen Pflanzenorga-
nen einiger Pflanzen wurden Bakterien gefunden. Die Kolonienzahlen in den
Wurzeln waren deutlich hoher. Zum Teil konnten Unterschiede zwischen den
Sorten, Bakterienstammen, Luftteuchtebedingungen und dem Verletzen der
Wurzeln erkannt werden. Die Ergebnisse kénnen zum Verstandnis der mogli-
chen Transportwege in den Pflanzen beitragen und haben gezeigt, dass die
weitere Erforschung der Aufnahme und Verteilung von endophytischen Bakte-

rien in Reispflanzen interessant bleibt.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Neben Weizen gehort Reis zu den bedeutendsten Grundnahrungsmitteln der
Welt und dient rund der Halfte der globalen Bevolkerung als wichtigster Ener-
gielieferant (Nayar, 2014). Vor allem in den am wenigsten entwickelten Landern
der Welt kommt Reis mit einem Verbrauch von rund 66,1 kg pro Kopf und Jahr
eine weitaus groflere Bedeutung zu als Weizen (27,4 kg/Kopf/Jahr) (FAOSTAT,
2017; Martens, 2002). Etwa 90 % des Reisanbaus finden im Suden, Sudosten
und Osten Asiens statt, verhdltnismaRig kleine Mengen werden in weiteren Tei-
len Asiens und in Afrika sudlich der Sahara Uberwiegend auf kleinen Farmen
mit einer GréRe von unter 3 ha angebaut. Mehr als die Halfte aller Reisfelder
dienen mit einer Flache von rund 93 Mio. ha dem Nassreisanbau, welcher weit
hohere Ertrage als der Trockenreisanbau einbringt und 75 % der globalen Rei-
sproduktion ausmacht (Maclean et al., 2013; Zeigler und Barclay, 2008). Im
Trockenreisanbau wird der Reis zu Beginn der Regenzeit direkt auf dem Feld
ausgesat, die Wasserzufuhr findet ausschlieBlich durch Regenfalle statt und
der Boden ist nicht dauerhaft Uberflutet. Im Gegensatz dazu werden die Reis-
felder im Nassreisanbau dauerhaft kontrolliert geflutet und Damme verhindern
das AbflieBen des Wassers (Dobermann und Fairhurst, 2000). Im Nassreisan-
bau spielt Eisentoxizitdt als am haufigsten vorkommende Erndhrungsstorung
eine grolRe Rolle und kann zu erheblichen Ertragseinbul3en fihren (Asch et al.,
2005; Fageria et al., 2008). Abhangig von Reissorte, Eisenstressintensitat und
Bodenbedingungen konnen Ernteverluste von 12 bis zu 100% auftreten (Sahr-
awat, 2005). Aus Reiskornern isolierte endophytische Bakterienstimme zeigten
bei der Inokulation eisengestresster Reispflanzen eine deutliche Minderung der
Stresssymptome in den Pflanzen (Asch und Padgam, 2005). Die Wirkungs-
weise der Bakterien ist noch unklar; um diese zu verstehen, sollen in dieser
Arbeit Bakterienkulturen in Reispflanzen lokalisiert und quantitativ erfasst sowie
Unterschiede in der Aufnahme und Verteilung zwischen den Reissorten und
den Bakterienstimmen untersucht werden. Einflisse durch ein veradndertes
Dampfdruckdefizit oder das Verletzen der Reiswurzeln sollen ebenfalls analy-

siert werden.
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2 Kenntnisstand

2.1 Eisentoxizitat

Im Nassreisanbau werden Reisfelder bei einem Pflanzenalter von 25 bis 30
Tagen kontrolliert geflutet. Eine Woche bis 10 Tage vor der Ernte wird das Was-
ser Uber eine Drainage des Bodens abgeleitet (Fageria et al., 2008). Durch die
Flutung des Bodens verdrangt Stauwasser die Luft in der Rhizosphare, wonach
Sauerstoff limitierend wird und das Redox-Potenzial des Bodens sinkt. Bei ei-
nem Redox-Potenzial zwischen +180 und +150 mV reduzieren anaerobe Mik-
roorganismen in Uberfluteten Bdden Fe3* zu Fe?*, welches loslich und besser
pflanzenverfugbar ist als Fe3* (Fageria, 2014). Die Flutung des Bodens und die
daraus resultierende Reduktion von Fe3* in Fe?* hat eine erhohte Aufnahme
von Eisenionen in die Pflanze durch den Transpirationsstrom zur Folge. Wer-
den diese in zu hohen Mengen in die Blattgewebe weitertransportiert, kommt
es dort zur Bildung von oxidierten Polyphenolen und die Blatter farben sich
kupferbraun, was auch ,bronzing“ genannt wird. Es bilden sich Sauerstoffradi-
kale, welche die Proteine und Biomembranen der Zellen zerstéren koénnen (Do-
bermann & Fairhurst, 2000) und das Gleichgewicht essentieller Nahrstoffe kann
durch die Hemmung ihrer Aufnahme in die Pflanze verschoben werden (Fageria
et al., 2008). Auch bei einem niedrigen pH-Wert kann es im Boden durch die
Reduzierung von Eisen(lll)hydroxiden zu einem Anstieg an Fe2*-lonen kom-

men.

2.2 Vegetative Phase der Reispflanze

Reispflanzen benétigen je nach Sorte und Umweltbedingungen 3-6 Monate bis
zur Samenreife (Yoshida, 1981). Im diesem Versuch wurden die Pflanzen be-
reits in der vegetativen Phase nach Ausbildung der ersten Seitentriebe, 37 Tage
nach der Aussaat, im Labor untersucht. Dies erleichterte ihre Handhabung in

den Laborversuchen.
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Die Blatter der Reispflanze bestehen aus Blattscheide, Blattspreite, Ligula und
den Ohrchen. Jingere Blatter werden von der Blattscheide der alteren Blatter
umhillt und wachsen durch diese nach oben, an auBerster Stelle befinden sich
die altesten Blatter (Abbildung 1). Das jungste vollentwickelte Blatt S1/L1 (S =
Blattscheide, L = Blattspreite) wird in dieser Arbeit dann als solches bezeichnet,
wenn die Ligula ohne Fremdeinwirkung sichtbar wird. Das nachstaltere Blatt
wird als S2/L2 bezeichnet, es folgen S3/L3, S4/L4 usw. Die htchste metaboli-
sche Aktivitdt findet in den Blattern L1 sowie L3 und L4 statt. Die letzteren bei-
den besitzen von allen Blattern die hdchste photosynthetische Aktivitat und sind
fir die Versorgung der jungeren Blatter zustandig. Sie sind am wichtigsten far

das Wachstum der Pflanze (Yoshida, 1981).

Abbildung 1: Skizze einer jungen Reispflanze mit unwollstéandig entwickeltem Blatt (LO), dem jlngs-
ten wollentwickelten Blatt (L1) sowie den drei alteren wllentwickelten Blattern (L2, L3, L4).

Die Wurzeln der Reispflanze kdnnen in die Primarwurzel, in Mesocotylwurzeln
und in die sprossburtigen Adventivwurzeln (Nodalwurzeln) aufgeteilt werden.
Wurzelhaare werden hauptsachlich unter aeroben und weniger gut unter redu-
zierten Bedingungen ausgebildet. Sie sind 50 — 200 um lang und haben einen
Durchmesser von 5 — 10 um. Im Rindenparenchym befinden sich Aerenchyme,
die sich in Stangeln und Blattern fortsetzen und eine bessere Luftzufuhr unter

Uberstauten Bedingungen gewahrleisten. Wasser und Mineralstoffe kénnen
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aufgrund von Suberin- und Lignineinlagerungen nur in einer bestimmten Zone
oberhalb der Wurzelspitze gut aufgenommen werden. Schneidet man die Halfte
der Wurzeln ab und stellt die Reispflanze fir etwa 10 Tage in Nahrlosung, so
wachsen neue Wurzeln nach. Diese verfigen Uber eine geringere Aufnahme-
kapazitat von Wasser und Nahrstoffen, was maoglicherweise an ihren geringe-
ren Zuckergehalten und héheren Nahrstoffgehalten liegt. Sie besitzen jedoch

eine hohere Oxidationskapazitdt (Yoshida, 1981).

2.3 Endophytische Bakterien

In der wissenschaftlichen Literatur werden unterschiedliche Definitionen fir en-
dophytische Bakterien verwendet. Hallmann et al. (1997) bezeichnen sie als
,Lthose bacteria that can be isolated from surface-desinfected plant tissue or
extracted from within the plant, and do not visibly harm the plant. Wilson (1995)
definiert Endophyten allgemeiner als “fungi or bacteria which, for all or part of
their life cycle, invade the tissues of living plants and cause unapparent and
asymptomatic infections entirely within plant tissues but cause no symptoms of
disease”. Endophytische Bakterien sind Uberwiegend bodenbirtig und befinden
sich ursprunglich in der Rhizosphére, weshalb sie den Rhizobakterien zugeord-
net werden konnen. Sie produzieren unter anderem Enzyme, Osmolyte, Sidero-
phore, organische Sauren und Antibiotika und koénnen die Entwicklung der
Pflanze unterstitzen, indem sie Pathogene unterdriicken, die Pflanzenverflig-
barkeit von Nahrstoffen fordern und deren Stresstoleranz verbessern (Dimkpa
et al., 2009).

Bei ,Plant Growth-Promoting Rhizobacteria“® (PGPR) handelt es sich um Bakte-
rien, die in der Rhizosphare leben und das Pflanzenwachstum férdern kénnen.
Dies kann direkt durch die Synthese von wachstumsfoérdernden Substanzen o-
der durch die Erleichterung der Nahrstoffaufnahme in die Pflanze geschehen.
Indirekt kann eine Forderung durch die Hemmung von Pathogenen erfolgen
(Santoyo et al., 2016). Gray und Smith (2005) unterteilen PGPR in zwei weitere
Gruppen: Intrazellulare PGPR (iPGPR) leben innerhalb der Pflanzenzellen, pro-

duzieren dort Knollchen und halten sich in diesen Strukturen auf. Extrazellulare
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PGPR (ePGPR) besiedeln Hohlraume zwischen den Zellen des Rindenpa-
renchyms, fordern dort das Pflanzenwachstum durch die Produktion verschie-
dener Signalstoffe, erhthen die Krankheitsresistenz der Pflanze und verbes-
sern die Aufnahme von Nahrstoffen aus dem Boden. Zu den ePGPR zahlt auch
die Gattung Bacillus. Die Aufteilung in intra- und extrazellulare PGPR konnte
eine wichtige Rolle spielen, um die Mechanismen der Bakterien bei der Steige-
rung der Stresstoleranz der Pflanze zu verstehen. Der Einfluss von endophyti-
schen Bakterien auf Eisentoxizitdt in Reispflanzen ist wenig erforscht. Es gibt
Hinweise, dass sie eine entscheidende Rolle fur die Steigerung der Stresstole-
ranz in Pflanzen spielen kénnen. Asch und Padgam (2005) haben nachgewie-
sen, dass Reispflanzen, die Gber den Zeitraum einer Woche mit B. megaterium
im hydroponischen System inokuliert wurden, deutlich geringere Eisenstress-

Symptome zeigten als die Kontrollpflanzen.

Vernendete Bakterienstamme

Bacillus megaterium (gr. mega = grol3, teras = Monster, Ungeheuer) ist ein
Gram-positives und hauptsachlich aerob lebendes, sporenbildendes Bakterium
(Vary et al, 2007). Es wird durch runde bis langliche Stabchen gebildet, die
eine GréfRe von 2 x 5 um erreichen kdnnen und ist groftenteils unbeweglich.
Auf dem Nahrboden bildet es zundchst weil3e, schleimige Kolonien, die nach
einigen Tagen eine gelbliche bis braune Farbe annehmen kénnen (Seiler,
2010). B. megaterium kommt in sehr unterschiedlichen Habitaten vor und wurde
nicht nur auf Reiskérnern, sondern auch in anderen Pflanzen und verschiede-
nen Lebensmitteln wie Fisch und Bienenhonig identifiziert (Vary, 1994). In der
Industrie wird der Stamm vielfaltig angewendet, zum Beispiel als Bodendetoxi-
fizierer in herbizid- oder pestizidbelasteten Bdden (Martens, 2002). B. megate-
rium produziert neben verschiedenen Enzymen und Toxinen (Vary et al., 2007)
Siderophore, welche neben anderen Schwermetallen vor allem Eisen in Form
von Fe3* chelatisieren. Der entstehende Komplex kann bei Eisenmangel von
den Bakterien aufgenommen werden (Arceneaux und Byers, 1980; Hu und Bo-
yer, 1996).
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Bei Bacillus pumilus (lat. pumilus = Zwerg) handelt es sich um ein sehr kleines,
ebenfalls Gram-positives und sporenbildendes Bakterium. Es ist eines der
Hauptbestandteile mariner Bakteriengesellschaften, wird aber auch haufig in
Molkereiprodukten und anderen Lebensmitteln gefunden. Es weist eine hohe
Resistenz gegeniber extremen Umweltbedingungen wie schlechter Nahr-
stoffversorgung oder Belastungen durch Wasserstoffperoxid auf und scheidet
unter anderem antibakterielle Substanzen aus (Parvathi et al., 2009; Seiler,
2010).

2.4 Aufnahme und Verteilung von endophytischen Bakterien
in der Pflanze — Allgemeiner Uberblick

Die Aufnahme von endophytischen Bakterien Uber das Wurzelsystem in die
Pflanze wurde bereits in mehreren Studien beschrieben (Achari und Ramesh,
2014; Bacilio-Jiménez et al., 2001; Chi et al., 2005; Hurek et al., 1994; Lamb et
al., 1996; Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996; You et al., 1991). Durch das
Ausscheiden von Wurzelexsudaten und den Austritt von Metaboliten aus ver-
wundeten Stellen der Wurzel werden endophytische Bakterien im Boden von
der Pflanze angelockt (Hallmann et al., 1997). Bei einigen Bakterien lésen or-
ganische Sauren aus den Exsudaten eine chemotaktische Reaktion aus (You
et al, 1991). Bacillus pumilus und Corynebacterium flavescens, beides aus
Reis stammende Endophyten, zeigten eine deutliche Chemotaxis hin zu Reis-
wurzelexsudaten; im Gegensatz dazu zeigten zwei Kontrollbakterienstamme
keine oder nur geringe Reaktionen (Bacilio-Jiménez et al., 2003). Nach Rosen-
blueth und Martinez-Romero (2006) kénnen Pflanzen bestimmte Bakterien ge-
zielt aus der Rhizosphare selektieren; eine Analyse vor und nach Inokulation
mit Alcaligenes faecalis in Reis ergab unterschiedliche Zusammensetzungen

der Inhaltsstoffe in den Wurzelexsudaten (You et al., 1991).

Fur eine erfolgreiche Aufnahme und Verteilung in der Pflanze ist nach Reinhold-
Hurek et al. (2006) eine effiziente Besiedelung der Wurzeloberflache erforder-
lich. Dies verdeutlicht ein Versuch von Dorr et al. (1998): Eine Azoarcus-Mu-
tante mit fehlenden Typ IV Pili war in der Kolonienbildung auf Reiswurzelober-

flachen deutlich eingeschrankt und folglich an einer Ausbreitung in den Spross



Kenntnisstand 7

gehindert. Das Anhaften kann auch durch die Produktion von Exopolysacchari-
den (Meneses et al.,, 2011) oder schleimigen Filamenten an der Wurzeloberfla-
che erfolgen, wie in rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Besiede-
lung von Azospirillum brasiliense auf Reiswurzeln gezeigt wurde (Bacilio-
Jiménez et al.,, 2001). Hohe Dichten an endophytischen Bakterien befinden sich
auf der Wurzeloberflache vor allem an natirlichen Offnungen und Wunden, die
hauptsachlich in der Wurzelstreckungs- und differenzierungszone auftreten, so-
wie an den Entstehungsorten der Lateralwurzeln und an Wurzelhaaren, unter-
halb der schleimigen Wurzelhaube, in den Fugen zwischen epidermalen Zellen
und unter deren zerstorter Oberflache (Achari & Ramesh, 2014; Bacilio-
Jiménez et al.,, 2001; Chi et al., 2005; Hallmann et al., 1997; Hurek et al., 1994;
Quadt-Hallmann & Kloepper, 1996; Reinhold-Hurek et al., 2006; Vasse, 1995;
You et al., 1991). Ein Eindringen in das Innere der Wurzel durch aktives Aufl6-
sen der epidermalen Zellwande mithilfe zellulolytischer und pektolytischer En-
zyme ist von einigen Bakterien bekannt, wobei der Pflanze nicht geschadet wird
(Hallmann et al., 1997; Hurek et al., 1994); ein Beispiel stellt der Endogluca-
nase bildende Azoarcus sp. Stamm dar, der die Abbauprodukte von Zellulose
nachweislich nicht als Kohlenstoffquelle nutzen kann und Zellwande folglich nur
begrenzt und lokal zur Besiedelung innerer Pflanzengewebe auflést (Reinhold-
Hurek et al., 2006).

Innerhalb der Wurzeln besiedeln endophytische Bakterien epidermale Zellen
(Quadt-Hallmann & Kloepper, 1996), das Rindenparenchym (Mattos et al.,
2008) und aerenchymatische Gewebe (Reinhold und Hurek, 1989). Sie konnten
sowohl innerhalb von Zellen (Hurek et al., 1994) als auch in den Zellzwischen-
raumen (Hinton und Bacon, 1995; You et al., 1991) nachgewiesen werden. Eine
weitere Verlagerung von den Wurzeln in die LeitgefaRe erfordert die Uberwin-
dung der Endodermis, die eine wichtige Rolle als Barriere fur die Nahrstoffauf-
nahme in die Pflanze spielt. Eine Besiedelung der Endodermis konnte in mik-
roskopischen Aufnahmen von Compant et al. (2005) beobachtet werden. Nach
Hallmann et al. (1997) kann das Durchdringen dieser Barriere durch Risse er-
folgen, die beim Wurzelwachstum entstehen; einen Hinweis dafir lieferten Pe-
terson et al. (1981), die einen apoplastischen Transport von fluoreszierenden

Tracern in den Stangel nur in einem begrenzten Zeitraum nach Ausbildung der
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Sekundarwurzeln in Zea mays und Vicia faba feststellen konnten. Desweiteren
ist ein Transport der Bakterien Uber nicht vollstindig ausdifferenzierte Endoder-

miszellen mdglich.

Das Vorhandensein von endophytischen Bakterien in Xylemgefaf3en konnte un-
ter anderem in Luzerne (Gagné et al., 1987), Zitruspflanzen (Gardner et al.,
1982), Weizen (Ruppel et al., 1992), Weinreben (Compant et al., 2005) sowie
in Auberginen und Chili (Achari & Ramesh, 2014) bestatigt werden. Ein Eindrin-
gen findet auch hier moglicherweise durch die Degradation der Zellwande mit-
hilfe von Endoglucanase statt (Reinhold-Hurek et al,, 2006; Vasse, 1995). Ob
sich die endophytischen Bakterien nach Eintritt in die Xylemgefal3e dort ansie-
deln und vermehren oder ob sie Uber den Stangel direkt in die Blatter weiter-
transportiert werden, ist noch unklar. Hallmann et al. (1997) gehen von einem
direkten Transport aus, da eine Besiedelung der GefalRe zu Verklumpungen
und damit zur Pathogenitat der Bakterien fuhren kénnen. In zahlreichen Studien
konnten endophytische Bakterien neben Stangeln und Blattern in Frichten, Blu-
ten und Samen gefunden werden (Compant et al., 2011). Ubereinstimmend
wird von deutlich héheren Bakteriendichten in den Wurzelgeweben gegeniber
oberirdischen Pflanzengeweben berichtet (Lamb et al., 1996; Quadt-Hallmann
& Kloepper, 1996).

Unterschiedliche Dampfdruckdefizite

Die Versuchspflanzen waren zwei unterschiedlichen Dampfdruckdefiziten (VPD
= Vapour Pressure Deficit) ausgesetzt. Dabei handelt es sich um ein relatives
Mal} fur die Luftfeuchtigkeit. Reispflanzen unter hohem VPD (VPD +) und einer
damit verbundenen geringeren relativen Luftfeuchtigkeit haben eine um das 1,5
bis 2-fach hohere Transpirationsrate als Reispflanzen unter niedrigem VPD
(VPD -) (Kuwagata et al.,, 2012). Es soll untersucht werden, ob die veranderte
Transpirationsrate einen Einfluss auf die Aufnahme und Verteilung der Bakte-

rien in den Pflanzen hat.
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3 Material und Methoden

Der vorliegende Versuch wurde am Institut fir Tropische Agrarwissenschaften
(Hans-Ruthenberg-Institut) der Universitat Hohenheim in Stuttgart und im zu-

gehdrigen Gewachshaus durchgefihrt.

Der Versuchsaufbau bestand aus folgenden Faktoren: 2 Reissorten, 2 Luft-
feuchtebedingungen, 3 Bakterienbehandlungen (Kontrolle und 2 Bakterien-
stamme) und das Verletzen bzw. Nichtverletzen der Wurzeln. Somit ergab sich
eine Pflanzenzahl von 24 Pflanzen mit 3 Wiederholungen, von denen jeweils 9
Proben aus unterschiedlichen Geweben genommen wurden. Zuséatzlich wurden

von jeder Behandlung Blattabdriicke vorgenommen.

3.1 Pflanzenanzucht

Verwendet wurden zwei Reissorten: Die Sorte IR 31785-58-1-2-3-3 (IR 31)
stammt vom International Rice Research Institute (IRRI). TOX 4004-8-1-2-3
(TOX) ist eine Sorte des International Institute for Tropical Agriculture (IITA).
Die beiden Sorten unterscheiden sich in ihrer Toleranz gegeniber Eisenstress,
IR 31 reagiert &ulBerst sensitiv auf erhdhte Eisenwerte (2000 mg/L fir 3 Tage)
und zeigt eine starke Kupferfarbung der Blatter; TOX ist sehr tolerant und zeigt
nur geringe Symptome (Asch et al., 2005). Die Keimung erfolgte bei 20 — 25 °C
im Dunkeln, nach 11 Tagen wurden die Einzelpflanzen in das hydroponische
System in 25 % Yoshida Nahrlosung (Yoshida, 1976) umgesetzt, Eisen wurde
als FeNa EDTA zugegeben. Die Konzentration der Nahrlésung wurde nach 3
Tagen auf 50 % und weiteren 3 Tagen auf 100 % erhoht, ihr pH wurde durch
Natriumhydroxid (1M NaOH, Roth, Deutschland) auf einen Wert von 5,5 einge-
stellt. Evapotranspirationsverluste wurden mit deionisiertem Wasser aufgefullt.
Die hydroponische Kultur der Reispflanzen wurde gewahlt, um eine einheitliche
Nahrstoffversorgung zu garantieren, Bodenmikroorganismen auszuschliel3en

und die Inokulation mit den gewinschten Bakterienstdimmen zu vereinfachen.
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Das hydroponische System bestand pro Behandlung aus einer Kiste mit 5 L
Fassungsvermogen (30 x 20 x 12 cm) (Auer Packaging, Deutschland), in die
ein Rohrensystem aus 30 miteinander verschweil3ten Kunststoffrohren (9 cm
lang, ca. 4 cm Durchmesser) herausnehmbar hangend eingepasst wurde (Ab-
bildungen 2 und 3). Jede einzelne Pflanze wurde mithilfe von der Lange nach
eingeschnittenen Schaumstoffzylindern (3 cm lang, 3,6 cm Durchmesser) (Ce-
aprenstopfen, 36 mm, Greiner Bioone, Deutschland) im Rohrensystem fixiert.
Die Pflanzen wurden taglich von 8 bis 20 Uhr mit einer Assimilationsbelichtung
(DH Licht GmbH, SON-K 400) mit Natriumdampflampe (Philips SON-T Agro
400W) 1,20 m Uber dem Bestand hangend beleuchtet.

TIDUD o0 T N |
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1em2 3 4 5 6ap7 8 9 10 M 12 13 W 15 %6 17 1B 192 u B %
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‘ u Lyl

Abbildung 3: Setzlinge im hydroponischen System.
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3.2 Klimakammern

Eine Woche nach dem Umsetzen in das hydroponische System wurden die
Pflanzen in die Klimakammern gestellt. Die Kammern bestehen aus einem
Holzrahmen mit Plexiglaswanden. An ihrer Vorderseite sind Plastikplanen an-
gebracht, die Zugang zu den Kammern erméglichen (Abbildung 4a).

Abbildung 4: Aufbau der Klimakammern. [a] Leere Klimakammer; [b] Luftentfeuchter; [c] Dampfiuft-
befeuchter; [d] Temperatur- und Feuchte-Datenlogger.

Die durchschnittliche Temperatur beider Kammern lag Uber den Versuchszeit-
raum bei 30 °C. Die Kammer mit hohem VPD (VPD +) wurde mit einem Luftent-
feuchter (Consorb DC-10, Seibu Giken DST, Schweden) (Abbildung 4b) bei ei-
ner durchschnittlichen relativen Luftfeuchtigkeit von rund 41 % gehalten. In der
Kammer mit niedrigem VPD (VPD -) wurde die Luft mit einem Dampfluftbe-
feuchter (Heater Compact Comfort, HygroMatik GmbH, Deutschland) Abbildung
4c) auf durchschnittlich 88,5 % relative Luftfeuchtigkeit befeuchtet. Zur besse-
ren Durchliftung der Kammern war ein Axiallifter der GroRRe 120 x 120 cm
(Sunon KD1212PTS-6A, Sunonwealth Electric Machine Industry Co., Taiwan)
jeweils an den beiden Seitenwanden sowie in der Mitte der Kammern an der

Decke angebracht. Zur Erfassung von Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit
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wurde pro Kammer ein Temperatur- und Feuchte-Datenlogger (Tinytag TGP-
4500, Gemini Data Loggers Ltd, United Kingdom) (Abbildung 4d) ca. 80 cm
uber dem Bestand befestigt, eine Messung erfolgte alle 15 Minuten. Die folgen-
den Abbildungen zeigen die Tagesmittel der Klimadaten im Zeitraum der Nut-

zung der Klimakammern (Abbildungen 5 und 6).
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Abbildung 5: Klimatische Bedingungen in den Klimakammern {ber den Versuchszeitraum. Darge-
stellt sind die Temperaturen bei hohem (A) bzw. niedrigem (A) VPD sowie die relative Luftfeuchtig-
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Abbildung 6: Klimatische Bedingungen in den Klimakammern Uber den Versuchszeitraum. Darge-
stellt ist der Unterschied der Dampfdruckdefizite (VPD) zwischen der Klimakammer mit hohem (+)
und der mit niedrigem (-) VPD.
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3.3 Kultivierung der Bakterien und Inokulation der Pflanzen

Herstellung des Nahrmediums

Zur Kultivierung und zum Nachweis der Bakterienreinkulturen wurden Agar-
Platten mit einem Nahrmedium verwendet, das die gewunschten Kulturen opti-
mal versorgt, so kdnnen die Kolonien zum Nachweis ohne groRen Aufwand ge-
zahlt werden. Fir die Agar-Platten wurden 5,6 g Agar-Agar (danisch, pulv., Carl
Roth GmbH & Co., Deutschland) und 12 g TSB (Tryptic Soy Broth, mikrobiolo-
gisch getestet, Fluka Analytical) in 400 ml Wasser gelost und zur Sterilisation
bei 121 °C fur 20 min im Laborautoklaven (Systec DB-23, Systec GmbH,
Deutschland) autoklaviert.

Nach Abkuhlung des Nahrmediums auf ca. 50°C wurde unter der Sterilbank
(NordicSafe® Low Noise, Class Il Biological Safety Cabinets, ESCO Micro Pte
Ltd., Singapur) eine ca. 3 - 4 mm dicke Schicht in sterile Petrischalen gegossen.
Zur Lagerung nach vollstandiger Abkihlung wurden die Schalen mit Deckeln
versehen und auf den Kopf gestellt, um die Bildung von Kondenswasser auf

dem Nahrmedium zu vermeiden.

Ansetzen der RINGER-L6sung

Fur die RINGER-L6sung wurde eine LOsung aus Ringers solution %4 strength
tablets (FLUKA Analytics, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und sterilem demine-
ralisiertem Wasser hergestellt. Dafir wurde in 500 ml Wasser je eine Tablette

aufgelost.

Herstellung der TSB-LOsung

Zur Flussigkultur der Bakterien wurde 30 g TSB in einem Liter Wasser gel6st

und autoklaviert.
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Kultivierung und Inokulation

Die Bakterienstamme Bacillus pumilus D7.4 und Bacillus megaterium waren bei
-80°C im Ultratiefkthlschrank (Fryka Kaltetechnik, TS 80-100) zur Langzeitauf-
bewahrung eingefroren. Zur Kultivierung wurden sie mit einer sterilen Impfose
auf Agar-Platten ausgestrichen und 24 h bei 28 °C im Inkubator inkubiert (TH
30, Edmund Buhler GmbH, Deutschland). Je nach Entwicklung der Kolonien
nach 24 h wurden mithilfe steriler Impfésen 2-3 Abstriche in 50 ml flissiges
TSB-Medium umgeimpft und nochmals fir 24 h bei 28 °C auf dem Schiittelin-
kubator (SM-30, Edmund Bihler GmbH, Deutschland) inkubiert.

Um fir jede Behandlung der Versuchspflanzen die gleiche Menge an Bakteri-
enkulturen zu erreichen, wurden die Bakterien zunachst fir 20 min bei 4750
rpm (revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute) und 4 °C abzentrifugiert
(Beckman Coulter, Allegra® X-i5R Centrifuge, Deutschland) und das Pellet in
50 ml RINGER-LO6sung gelost. Die optische Dichte der Bakterienldosung wurde
mit einem Spektrophotometer (Infinite M200 Pro, TECAN, Schweiz) bestimmt,
die Verdiunnungsfaktoren berechnet und mit Ringer-Losung verdinnt, sodass
schlieldlich fur jede Pflanzenkiste ca. 0,5 L RINGER-LOsung mit der gleichen

Menge an Bakterien zur Verfigung standen.

Am 23. Tag nach der Aussaat wurden die Reiswurzeln mit den Bakterien inku-
biert. Pro Pflanzenkiste wurden 0,5 L Bakterien in RINGER-L6sung und 3,5 L
100-Prozentige Nahrlosung gemischt. Bei einer Halfte der Reispflanzen wurden
die Wurzelspitzen abgeschnitten (verletzt), die Wurzeln der anderen Halfte wur-
den in ihrem Zustand belassen (unverletzt). Die Pflanzen wurden anschlie Rend

entsprechend markiert.

3.4 Versuchsaufbau

37 Tage nach Aussaat wurden die Versuchspflanzen im Labor auf die Vertei-
lung der Bakterien untersucht. Drei Reispflanzen jeder Behandlung wurden un-
terteilt in die vier jingsten vollentwickelten Blattspreiten L1, L2, L3, L4 (wenn
vorhanden) sowie in die dazugehotrigen Blattscheiden S2, S3, S4 (wenn vor-

handen) und die Wurzeln. Die Wurzeln wurden in zwei gleich groRe Teile geteilt
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und eine Halfte in 70 % Ethanol (EtOH) und anschlieRend in demineralisiertes
Wasser getaucht. Die Pflanzenteile wurden mit einer Schere kleingeschnitten
und in verschraubbare Mikroréhrchen (2 mL, Sarstedt, Deutschland) mit 6 Pre-
cellys-Keramikkugeln 2,8 mm und 0,2 g Precellys-Keramikkugeln 1,4 mm Uber-
fuhrt und das Gewicht der Pflanzenprobe notiert (Precisa XB 220A, Precisa

Gravimetrics AG, Schweiz).

Die Mikroréhrchen mit den Proben wurden anschlieend mit jeweils 1000 pl
RINGER-L6sung versetzt und mit dem Homogenisator (FastPrep®-24 Classic
Instrument; QuickPrep™ 1 24 x 2 mL Adapter, MP Biomedicals) fiir eine Minute
bei 6 rpm geschittelt. Dabei wurden die Zellen mithilfe der Keramik-Kugeln zer-
stort und ihr Inhalt freigegeben. Die Proben wurden anschlieend fur 3 min bei
8000 rpm abzentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus Instruments, Deutschland),
aus dem Uberstand wurden unter der Sterilbank je 200 pl auf eine Agar-Platte
gegeben und mit einem sterilen Drigalski-Spatel gleichmaldig verteilt. Die Pro-
ben der ungewaschenen Wurzeln aus den Versuchspflanzen, die mit Bakterien
behandelt wurden, wurden mit einer Verdinnung von 1:10 mit RINGER-L6sung
verdinnt, da eine hohe Anzahl an Bakterien erwartet wurde und das Auszahlen

der Bakterien bei einer unverdiinnten Probe schwierig gewesen ware.

Die Agar-Platten wurden mit Parafilm verschlossen und auf dem Deckel ste-
hend bei 28°C Uber Nacht inkubiert. Innerhalb dieser Zeit konnten die Bakteri-
enkulturen zu einer ausreichenden GrofRe heranwachsen, damit sie am darauf-
folgenden Tag ausgezéhlt werden konnten. Dazu wurde mithilfe eines Perma-
nentmarkers jede sichtbare Kultur markiert und dabei gezéhlt, die Ergebnisse

wurden dokumentiert.

Durch Blattabdriicke auf Agar-Platten wurde das Vorkommen der Bakterienkul-
turen an der AulRenseite der Blatter untersucht. Dazu wurden von jeweils einer
Pflanze jeder Behandlung die drei jungsten vollentwickelten Blsttspreiten abge-
trennt und ihre Ober- und Unterseiten unter der Sterilbank auf die Agar-Platten
gedrickt. Die Blatter selbst wurden anschlieBend wieder entfernt, die ver-
schlossenen Agar-Platten bei 28 °C Uber Nacht inkubiert und die gewachsenen

Kulturen ausgezahlt.
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Um das verwendete Saatgut auf bereits vorhandene Bakterien zu untersuchen,
wurden einige trockene und einige Uber Nacht eingeweichte Reissamen zer-

schnitten, auf die Agarplatten gedriickt und bei 28 °C Uber Nacht inkubiert.

3.5 Auswertung der Ergebnisse

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden alle dokumentierten Daten in Microsoft
Excel 2013 erfasst. Da die Proben unterschiedliche Gewichte hatten und die
gezahlten Bakterienkolonien fur sich nicht aussagekraftig waren, wurde die An-
zahl der Kolonien auf 1 g Frischgewicht (FG) der Blattmasse umgerechnet. Fir
die Mittelwerte der drei Wiederholungen wurde jeweils der Standardfehler be-
rechnet und in die Grafiken eingefiigt. Da die Wiederholungen zusammen in
denselben Pflanzenkisten gewachsen sind, handelt es sich nicht um echte Wie-

derholungen, sondern um Pseudo-Replikationen.

Alle Grafiken wurden mit dem Programm SigmaPlot (Version 10, Systat Soft-
ware GmbH) erstellt. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde in
Microsoft Excel 2013 ein Zweistichproben t-Test unter Annahme gleicher Vari-

anzen durchgefuhrt (o = 0,05).
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4  Ergebnisse

In allen Proben der Wurzeln sowie in einigen Proben der oberirdischen Pflan-
zenorgane konnten in beiden untersuchten Reissorten Bakterien der zuvor in-
okulierten Stdmme nachgewiesen werden. Die Kolonienzahlen in den Wurzeln
waren deutlich hoher als in den Blattscheiden und Blattspreiten. Starke Unter-
schiede zwischen den Behandlungen und auch innerhalb der Wiederholungen
fuhrten teilweise zu hohen Standardfehlern. Auch an einigen Abdricken der
BlattaulRenseiten sind Bakterienkulturen gewachsen. Im Saatgut von IR 31 und
TOX konnten Bakterienstamme festgestellt werden, diese wurden jedoch nicht
identifiziert.

4.1 Aufnahme der Bakterien in die Wurzeln

In den Wurzelproben aller Behandlungen konnten die zuvor inkubierten Bakte-

rien nachgewiesen werden.

Sortenunterschiede

Ein Vergleich der beiden verwendeten Reissorten zeigt Unterschiede in der An-
zahl der Bakterienstimme in den Wurzeln (Abbildung 7). Bei IR 31 waren unter
beiden Luftfeuchtebedingungen hdhere Kolonienzahlen von B. megaterium in
den Wurzeln vorhanden als von B. pumilus. Die Sorte TOX enthielt in den Wur-
zeln bei hohem VPD von beiden inkubierten Bakterienstammen &hnlich viele
Kolonien, bei niedrigem VPD wurde B. megaterium nur geringfigig aufgenom-
men. Unterschiede in der Aufnahme zwischen Pflanzen mit verletzten und un-
verletzten Wurzeln konnten nicht festgestellt werden. Die hohen Abweichungen
innerhalb der Wiederholungen ergaben bei einigen Behandlungen hohe Stan-
dardfehler. Signifikante Sortenunterschiede lieRen sich bei hohem VPD zwi-

schen den mit B. pumilus inkubierten Pflanzen ohne zuvor angeschnittene Wur-
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zeln (P = 0,00247) sowie bei niedrigem VPD jeweils in den Pflanzen mit ange-
schnittenen Wurzeln (B. megaterium: P = 0,02900; B. pumilus: P = 0,03937)

feststellen.
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Abbildung 7: Anzahl der Bakterienkulturen der jeweiligen Bakterienstdmme in den Reissorten IR 31
und TOX in den oberflachendesinfizierten Wurzeln pro g FG unter (a) hohem VPD bzw. (b) niedri-
gem VPD. Auf der x-Achse wird zwischen den unwerletzten und verletzten Wurzeln unterschieden.
Berechnet wurden jeweils die Mittelwerte der drei Wiederholungen. * = signifikanter Unterschied; **

= hoch signifikanter Unterschied.

Die Relationen zwischen den Kolonienzahlen der nicht desinfizierten und der

oberflachendesinfizierten Wurzeln (Abbildung 8) sind bei B. megaterium inner-
halb der beiden Reissorten ahnlich hoch und liegen im Schnitt bei 3,0 (IR 31)

und 4,2 (TOX). TOX wies nach Inokulation mit B. megaterium bei niedrigem

VPD und verletzten Wurzeln eine signifikant héhere Relation auf als IR 31 (P =



Ergebnisse 19

0,02447). Bei IR 31 liegen die Mittelwerte der mit B. pumilus inokulierten Pflan-
zen bei Uber 10, bei TOX sind diese deutlich niedriger. Ein hoch signifikanter
Unterschied lie3 sich hier zwischen den beiden Reissorten bei hohem VPD und
unverletzten Wurzeln feststellen (P = 0,00268). Bei TOX waren die Werte fur B.
pumilus bei niedrigem VPD hoher als bei hohem VPD. Dieser Unterschied ist

in der Behandlung mit verletzten Wurzeln signifikant (P = 0,03001).
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Abbildung 8: Relation zwischen der Kolonienzahl an und in den Wurzeln gesamt (Wurzel) und der
Kolonienzahl innerhalb der oberflachendesinfizierten Wurzeln (Wurzel EtOH) nach Inokulation der
zwei Reissorten IR 31 und TOX mit (a) B. megaterium und (b) B. pumilus nach Verletzen bzw.
Nichtverletzen der Wurzeln unter niedrigem (-) bzw. hohem (+) VPD. * = signifikanter Unterschied;
** = hoch signifikanter Unterschied.
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4.2 Aufnahme der Bakterien in oberirdische
Pflanzenorgane

In einigen Proben konnten keine Bakterien nachgewiesen werden, weshalb die
Auswertung der Kolonienzahlen in den oberirdischen Pflanzenorganen sehr di-
verse Ergebnisse lieferte, auch innerhalb der Wiederholungen. Tabelle 1 zeigt
den Prozentsatz an Proben der Blattscheiden und Blattspreiten, in welchen
Bakterien vorgekommen sind. In Gber der Halfte aller Proben sind keine Bakte-
rienkolonien auf den Agarplatten gewachsen. Innerhalb der Wiederholungen
waren in 53 % der Falle ein oder zwei Proben ohne Befund, wodurch teilweise
hohe Standardfehler entstanden sind. Negative Befunde traten vor allem bei

TOX und der Inokulation mit B. pumilus auf.

Blattspreite Blattscheide
B. megaterium B. pumilus B. megaterium B. pumilus

- 75.00 8.33 100.00 11.11

R 31 w + 58.33 55.56 100.00 66.67
- 83.33 36.36 88.89 25.00

Y + 66.67 30.00 66.67 14.29

- 50.00 41.67 14.29 55.56

ox w 4 33.33 41.67 33.33 33.33
- 0.00 100.00 0.00 100.00

v + 33.33 54.55 44.44 37.50

Tabelle 1: Anteil der Proben an der Gesamtprobenzahl der einzelnen Behandlungen, in denen
Bakterien nachgewiesen werden konnten. uv = unwerletzte Wurzeln; v = verletzte Wurzeln; ,-“ =
niedriges Dampfdruckdefizit; ,+“ = hohes Dampfdruckdefizit.

Vergleich aller Behandlungen

Um die Kolonienzahlen der Bakterien in den oberirdischen Pflanzenorganen
darzustellen, wurden die Mittelwerte der Wiederholungen fir jede Blattscheide
und Blattspreite in der folgenden Grafik logarithmiert (Abbildung 9). Bakterien-
kolonien wurden nach Inokulation von IR 31 mit B. megaterium in fast allen
Blattern nachgewiesen. Eine durchgehend hohe Anzahl an Kolonien wurde in
TOX bei geringem VPD nach Inokulation mit B. pumilus festgestellt, die Mittel-
werte liegen hier zwischen 760 und 3400 Kolonien / g FG. Alle anderen Be-
handlungen wiesen fehlende Werte oder nur geringe Mittelwerte von meist 20
bis 80 Kolonien / g FG auf.
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Abbildung 9: Logarithmierte Darstellung der Mittelwerte der Bakterienkolonien pro g FG in den
Blattspreiten der vier Altersstufen (L1 - L4) und in den zugehdrigen Blattscheiden (S2 - S4) fur alle
Reissorten und Bakterienstamme. Verglichen wurde zwischen unwerletzten und verletzten Wur-
zeln. In der linken Spalte befinden sich die Ergebnisse unter hohem VPD (VPD +) und in der rech-
ten Spalte die unter niedrigem VPD (-).
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Bakterien an den AulRenseiten der Blatter

Die Abdricke der BlattauRenseiten lieferten vor allem bei IR 31 in Kombination
mit B. megaterium sowie bei TOX mit B. pumilus viele positive Ergebnisse, wie
in Tabelle 2 zu sehen ist. Die wenigsten Nachweise wurden an den Blattspreiten

von TOX nach Inokulation mit B. megaterium erbracht.

Bakterien-
Sorte Wurzeln VPD L1 L2 L3
stamm
- 6 1 3
uv
. + 1 2
B. megaterium
- 4 3 3
v
+ 1 3 19
IR31
- 2 3
uv
) + 1 3
B. pumilus
- 1 3
v
+ 2
uv
. + 1 2
B. megaterium
v
+
TOX
- 8 10 9
uv
5 | + 2 15 12
. pumilus
P i 6 17
v
+ 5 10

Tabelle 2: Anzahl der gezahlten Bakterienkolonien auf den Abdriicken der Blattspreiten beider
Reissorten mit jeweils unverletzten (uv) und verletzten (V) Wurzeln und beider Bakterienstamme
unter niedrigem (-) und hohem (+) VPD. Beprobt wurden das jungste (L1), zweitjingste (L2) und
drittjingste (L3) wollentwickelte Blatt jeder Pflanze. Die Werte haben keinen Bezug auf die Blattfla-
che.

Bakterien innerhalb der Blatter

Nur in der Kombination von IR 31 mit B. megaterium konnten ausreichend viele
Daten erfasst werden, um eine volistindige und aussagekraftige Darstellung
der Verhéltnisse zwischen den Kolonienzahlen der Blattscheiden und Blatt-
spreiten zu erreichen. Aus der logarithmierten Darstellung der Verhaltnisse in
den einzelnen Wiederholungen (Abbildung 10) ist zu sehen, dass in allen Pflan-

zen mit verletzten Wurzeln Kolonien von B. megaterium in den Blattscheiden
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nachgewiesen werden konnten. Die Kolonienzahlen waren stets hdher als in
den Blattspreiten. In den Pflanzen mit verletzten Wurzeln waren zum Teil mehr
Bakterienkolonien in den Blattspreiten. Je eine Wiederholung bei hohem und
eine bei niedrigem VPD wiesen Bakterienkolonien ausschlieRlich in den Proben
der Blattspreiten auf. In den Proben von zwei Einzelpflanzen konnten keine
Bakterien nachgewiesen werden (Wurzeln unverletzt, hohes VPD, Blatt 2 und
4 der 3. Wiederholung).

unverletzt verletzt
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Abbildung 10: Logarithmierte Darstellung der Verhdltnisse der Kolonienzahlen von B. megaterium

pro g FG zwischen Blattscheide (S) und Blattspreite (L) der verschiedenen Altersstufen jeder ein-

zelnen Wiederholung in IR 31. Auf der x-Achse sind jeweils die drei Wiederholungen (1, 2, 3) unter

niedrigem (-) und hohem (+) VPD gezeigt. In der linken bzw. rechten Spalte befinden sich die Er-
gebnisse der Pflanzen mit unverletzten bzw. verletzten Wurzeln.
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Weitere Unterschiede konnten zwischen den Altersstufen der Blatter festge-
stellt werden. Wie Abbildung 11 zeigt, wurden in den jeweils alteren Blattschei-
den in allen Behandlungen im Mittel mehr Bakterien gefunden als in den jinge-
ren Blattscheiden (a). Dieser Trend konnte in den Blattspreiten nur teilweise

festgestellt werden (b).
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Abbildung 11: Logarithmierte Darstellung der Mittelwerte der Kolonienzahlen pro g FG in den Blatt-
scheiden der Altersstufen 2-4 (a) und Blattspreiten der Altersstufen 1-4 (b) von IR 31 nach Inokula-
tion mit B. megaterium unter niedrigem (-) bzw. hohem (+) VPD.

Ein Vergleich der Mittelwerte zwischen den Kolonienzahlen der Blattscheiden
und Blattspreiten ist in Abbildung 12 fir die Sorte IR 31 dargestellt. Auch hier
sieht man, dass die Kolonien von B. megaterium haufiger in den Blattscheiden

vorkommen (a). Bei B. pumilus sind nur in wenigen Proben Bakterien gewach-
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sen, die Unterschiede in den Mittelwerten zwischen Blattscheiden und Blatt-
spreiten sind deutlich geringer. Ein Vergleich der Bakterienstamme in IR 31

zeigt in allen Behandlungen hoéhere Kolonienzahlen bei B. megaterium als bei

B. pumilus (b).
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Abbildung 12: Logarithmierte Darstellung der Mittelwerte der Kolonienzahlen pro g FG in den Blatt-
spreiten und Blattscheiden von IR 31 unter niedrigem (-) bzw. hohem (+) VPD nach Inokulation mit
B. megaterium (a) und B. pumilus (b) und dem Verletzen bzw. Nichtverletzen der Wurzeln.

In Abbildung 13 ist zu sehen, dass die prozentuale Verteilung von B. megate-
rium in die Blattspreiten von IR 31 hdher ist, wenn die Reiswurzeln vor der In-
okulation verletzt wurden. In diesem Fall waren Uber 50 % der gezahlten Bak-
terienkulturen der Blatter in den Blattspreiten. In den Pflanzen mit unverletzten
Wurzeln waren die Bakterien bei beiden Luftfeuchtebedingungen grof3tenteils

in den Blattscheiden.
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Abbildung 13: Prozentuale Verteilung der Bakterienkolonien in den Blattscheiden und Blattspreiten
won IR 31 nach Inokulation mit B. megaterium in den Pflanzen mit unwverletzten und verletzten
Wurzeln unter hohem (+) bzw. niedrigem (-) VPD.

Verhaltnis zwischen oberirdischen Pflanzenorganen und Wurzeln

Abbildung 14 zeigt das Verhaltnis zwischen den Mittelwerten der Kolonienzah-
len in den oberirdischen Pflanzenorganen (O) insgesamt zu denen innerhalb
der Wurzeln (W). Die Mittelwerte sind alle kleiner als 1, es wurden somit in allen
Behandlungen mehr Bakterien in den Wurzeln gefunden als in den oberirdi-
schen Pflanzenorganen. Bei IR 31 sind die Werte hdher bei hohem VPD in
Kombination mit unverletzten Wurzeln sowie bei geringem VPD und verletzten
Wurzeln. Dies gilt fur beide Bakterienstamme, die Werte fir B. megaterium sind
etwas groller. Bei TOX liegt ein hohes Verhéltnis in zwei Kombinationen vor:
Bei B. megaterium, hohem VPD und verletzten Wurzeln (Relation O/W = 0,72)
sowie bei B. pumilus, niedrigem VPD und verletzten Wurzeln (Relation O/W =
0,47).
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Abbildung 14: Relation zwischen der Gesamtkolonienzahl der zwei Bakterienstamme in den oberir-
dischen Pflanzenorganen (O) und der Kolonienzahl in den Wurzeln (W) von IR 31 (a) und TOX (b)
bei niedrigem (-) bzw. hohem (-) VPD nach Verletzen bzw. Nichtverletzen der Wurzeln.

4.3 Bakterien im Saatgut

Bei der Untersuchung des Saatgutes von IR 31 und TOX auf Bakterien konnte
nach Andricken der zum Teil aufgeschnittenen Samen auf die Agarplatten ein
Wachstum verschiedener Bakterienkulturen festgestellt werden. Die gefunde-

nen Bakterien wurden nicht weiter identifiziert.
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, herauszufinden, ob B. megaterium und B. pumilus als
endophytische Bakterien in den inneren Geweben von Reispflanzen nachge-
wiesen werden koénnen und wie sie sich innerhalb der Pflanzen verteilen.
Dartber hinaus sollte untersucht werden, ob es Unterschiede zwischen den
Reissorten IR 31 und TOX gibt und ob ein verédndertes Dampfdruckdefizit oder
das Verletzen der Reiswurzeln bei der Inokulation einen Einfluss auf die Auf-

nahme oder die Verteilung der Bakterien haben.

5.1 Aufnahme der Bakterien in die Wurzeln

In allen Proben, die aus den Wurzeln der zwei Reissorten gewonnen wurden,
konnten die jeweils zugeflihrten Bakterienstimme nachgewiesen werden. Auch
in den zuvor in Ethanol gewaschenen Wurzeln waren Bakterien enthalten. Von
einer vollstandigen Desinfektion der Wurzeloberflache kann man nicht sicher
ausgehen, jedoch wurden in fast allen Proben der oberflachendesinfizierten
Wurzeln weniger Bakterienkulturen gezahlt als in den Proben der nicht desinfi-

zierten Wurzeln.

Unterschiede in der Aufnahme der Bakterienstimme zwischen den Reissorten
zeigen sich in den Ergebnissen in Abbildung 7. Die Bakterienstamme unter-
scheiden sich in ihrer Gréf3e und Beweglichkeit voneinander, weshalb eine un-
terschiedliche Aufnahme und Verteilung in der Reispflanze denkbar ist: B.
pumilus ist kleiner und beweglicher als B. megaterium (Seiler, 2010). In IR 31
wurde B. megaterium jedoch unter beiden Luftfeuchtebedingungen starker in
die Wurzeln aufgenommen als B. pumilus. In TOX war die Aufnahme der beiden
Bakterienstimme unter hohem VPD ahnlich hoch. Unter geringem VPD waren
die Kolonienzahlen von B. pumilus héher als von B. megaterium. Die Annahme,
B. pumilus kénne durch seine geringere Grol3e generell besser in die Wurzeln

aufgenommen werden, konnte nicht bestatigt werden.

Eine erfolgreiche Besiedelung der Wurzeloberflache ist vermutlich ein wichtiger

Faktor, um in die Wurzeln der Reispflanzen einzudringen (Reinhold-Hurek et
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al., 2006). Die Wurzelepidermis stellt eine Barriere dar, die von den Bakterien
Uberwunden werden muss, um in die inneren Gewebe zu gelangen. Von einigen
endophytischen Bakterienstdmmen ist bekannt, dass sie die epidermalen Zell-
wande durch hydrolytische Enzyme wie Zellulasen oder Pektinasen zersetzen
und so in die Wurzeln eindringen konnen (Hallmann et al., 1997). Die Exkretion
zellulolytischer Enzyme konnte in Bakterienstammen von Azoarcus spp. nach-
gewiesen werden, die in die Wurzeln von Grasern eindringen kénnen (Reinhold-
Hurek et al.,, 1993). Bacilio-Jiménez et al. (2001) konnten in ihrer Studie zeigen,
dass B. pumilus als endophytisches Bakterium in Reis vorkommt. Die Bakterien
haben sich vor allem an Rissen und Wunden der Wurzeln angesiedelt und kdnn-
ten durch sie auch in die inneren Gewebe eingedrungen sein. Dies fuhrt zur
Annahme, dass nach dem Abschneiden der Wurzelspitzen vor der Inokulation
mit den Bakterien eine erhdohte Aufnahme in die inneren Gewebe stattfindet.
Ein solches Ergebnis konnte jedoch nicht gefunden werden, da in den zuvor
verletzten Wurzeln keine hoheren Kolonienzahlen festgestellt wurden als in den
unverletzten Wurzeln (Abbildung 7). Es ware interessant zu wissen, ob es tat-
sachlich keine Unterschiede in der Aufnahme gab oder ob sich die Anzahl der

Kolonien in der Pflanze in den Tagen nach der Inokulation reguliert hat.

Die Aufnahme der Bakterien konnte auch weniger von einer erfolgreichen Uber-
windung der Barrieren abhéngen als beispielsweise von einem passiven Trans-
port mit dem Transpirationsstrom. Daflr spricht die erhbhte Aufnahme von B.
megaterium in TOX bei hohem VPD, da die Reispflanzen unter diesen Luft-
feuchtebedingungen starker transpirieren. Gegen diese Vermutung spricht die
hohe Aufnahme von B. megaterium bei geringem VPD in IR 31. Die Ursache

dafir kann in einer allgemein héheren Transpirationsrate der Sorte IR 31 liegen.

Es ergaben sich kaum signifikante Unterschiede zwischen den Sorten oder
Luftfeuchtebedingungen. Dies liegt vermutlich an den hohen Standardfehlern
der einzelnen Behandlungen. Um diese zu minimieren, ist eine hohere Anzahl
an Wiederholungen notwendig, was durch den hohen Arbeitsaufwand schwierig
umzusetzen ist. Da trotz der hohen Standardfehler in drei Behandlungen signi-
fikante Unterschiede in der Bakterienaufnahme zwischen den Reissorten ge-

funden wurden, besteht die Mdglichkeit, dass es bei dhnlichen Ergebnissen mit
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einer hoheren Anzahl an Wiederholungen und geringeren Standardfehlern zu

einer hoheren Anzahl an signifikanten Ergebnissen kommt.

Relationen innerhalb der Wurzeln

Je geringer die Relation zwischen der Kolonienzahl der nicht desinfizierten und
der oberflachendesinfizierten Wurzeln, desto mehr Bakterien wurden vermut-
lich in die Wurzeln aufgenommen (Abbildung 8). Nach Inokulation mit B. mega-
terium ist diese Relation in IR 31 etwas geringer als in TOX. Bei B. pumilus ist
es anders herum, hier zeigen sich niedrigere Werte und somit eine hohere Auf-
nahme bei TOX. Innerhalb der Sorte TOX sind die Werte bei hohem VPD ge-
ringer als bei niedrigem VPD, in der Behandlung mit abgeschnittenen Wurzeln
ist dieser Unterschied signifikant. Trifft die Annahme zu, dass B. pumilus bei
hohem VPD besser in die Wurzeln aufgenommen wird, so kann dieses Ergebnis

fir einen Transport Uber den Transpirationsstrom sprechen.

Die Unterschiede in der Relation geben nicht nur Aufschluss Uber die Aufnahme
der Bakterien in die Wurzeln, sie kdnnen ebenso gut ein Hinweis dafur sein, wie
erfolgreich die Bakterienbesiedelung auf der Wurzeloberflache oder wie hoch
die Bakteriendichte aul3erhalb der Wurzeln in der Nahrldsung war. Diese wurde
am Ende des Versuches nicht untersucht, was eine genaue Aussage Uber die

Aufnahme der Bakterien erschwert.

5.2 Aufnahme von Bakterien in oberirdische
Pflanzenorgane

Die Auswertung der oberirdischen Pflanzenorgane ergab &aul3erst diverse Er-
gebnisse, auch innerhalb der Wiederholungen. Dies erschwerte eine klare und
aussagekraftige Ergebnisdarstellung. Pro Behandlung gab es nur drei Wieder-
holungen, in etwa der Hélfte aller Falle wurden in ein oder zwei Wiederholungen
keine Bakterien gefunden (Tabelle 1). Die Berechnung des Mittelwertes dieser

drei Wiederholungen fiihrte deshalb zu hohen Standardfehlern. Eine hohe An-
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zahl an Proben von IR 31 in Kombination mit B. megaterium beinhalteten Bak-
terien, weshalb vor allem mit diesen Ergebnissen weitere Vergleiche durchge-

fuhrt wurden.

Verteilung der Bakterien in den oberirdischen Pflanzenorganen

Die Werte in Abbildung 9 wurden logarithmisch dargestellt. Mit einer linearen
Skala waren die GréRenunterschiede zwar besser zu erkennen, diese sind je-
doch zu grof3 fir eine anschauliche Darstellung. Die Werte zur Verteilung der
Bakterien in die Blattscheiden und Blattspreiten lieferten hauptsachlich bei IR
31 in Kombination mit B. megaterium ausreichend viele Ergebnisse zur Inter-
pretation. Auch fur TOX / B. pumilus unter hohem VPD sind fir die meisten
Blatter Ergebnisse vorhanden, deren Mittelwerte bestehen jedoch meistens aus
zwei Nullwerten und nur einer positiven Probe. Eine Interpretation der Daten ist
daher nur bedingt moglich und sollte kritisch hinterfragt werden. In TOX / B.
pumilus unter geringem VPD wurden in sehr vielen Proben hohe Kolonienzah-
len dokumentiert. Die Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Altersstu-
fen der Blatter sind im Vergleich zu den anderen Grafiken gering. Auch wenn
die Arbeitsschritte im Labor immer gleich abliefen und die Arbeitsgerate und —
flachen nach jeder untersuchten Pflanze grindlich gereinigt wurden, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass bei der Laborarbeit in dieser Versuchsreihe Feh-
ler gemacht wurden, woraufhin die Proben mit Bakterien verunreinigt wurden.
Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, wurden bei TOX / B. pumilus auch an den Blatt-
aulenseiten deutlich mehr Bakterienkolonien gefunden als in den anderen Be-
handlungen. Die Blattabdriicke wurden mit anderen Versuchspflanzen aus den
gleichen Boxen zu einem spateren Zeitpunkt durchgefiihrt. Dies macht eine
Verunreinigung wahrend der Laborarbeit als Grund fur die hohen Werte un-
wahrscheinlicher. Somit bleibt die Mdglichkeit eines erhdhten Transportes in
die oberirdischen Pflanzenorgane und sogar an die BlattaulRenseiten bestehen.
Fur eine sichere Aussage sollte der Versuch wiederholt werden. Da sich die
Kolonienzahlen in Tabelle 2 nicht auf eine bestimmte Blattflache beziehen, kon-

nen sie nicht direkt miteinander verglichen werden.



Diskussion 32

Uber die Kombination IR 31 mit B. megaterium koénnen einige Aussagen zur
Verteilung in die Blatter getroffen werden. In den Blattscheiden der zwei altes-
ten Blatter wurden mehr Bakterienkolonien nachgewiesen als in der Blatt-
scheide des zweiten Blattes und in den Blattspreiten. Eine genauere Darstel-
lung ist in den zwei darauffolgenden Abbildungen zu sehen. In Abbildung 10
wurde das Verhdltnis zwischen den Blattscheiden und Blattspreiten fir jede
Wiederholung einzeln dargestellt. Grund dafir sind die grofRen Unterschiede
der Werte innerhalb der Wiederholungen, wodurch die Verhaltnisse nach der
Bildung der Mittelwerte nicht korrekt wiedergeben wurden. Durch die Darstel-
lung der einzelnen Wiederholungen ist erkennbar, dass in den Pflanzen mit un-
verletzten Wurzeln in allen Blattern mehr Kolonien in den Blattscheiden als in
den Blattspreiten vorgekommen sind. In den Pflanzen mit verletzten Wurzeln
waren zum Teil hdhere Kolonienzahlen in den Blattspreiten. Da in den verletz-
ten Wurzeln die Barrieren fehlen und es zu einer hdheren Transpirationsrate
kommen kann (Yoshida und Hasegawa, 1982), kann das Abschneiden der Wur-
zeln bei manchen Pflanzen eine unkontrollierte Verteilung zur Folge gehabt ha-
ben. Dies wirde fur einen Transport der Bakterien mit dem Transpirationsstrom

durch das Xylem sprechen.

In den alteren Blattern sind tendenziell mehr Bakterienkolonien aufgetreten als
in den jingeren Blattern, was in Abbildung 11 durch die Mittelwertbildung der
Wiederholungen verdeutlicht wurde: In den alteren Blattscheiden sind mehr
Bakterien vorgekommen als in den jeweils jingeren Blattscheiden (Abbildung
11a). Da zumindest die altesten und damit &ul3ersten Blatter des Triebes an der
Oberflache nicht desinfiziert wurden und es nicht auszuschlieRen ist, dass der
Trieb an der AuRBenseite mit Nahrlosung in Kontakt gekommen ist, besteht die
Maoglichkeit, dass Bakterien von auf3en auf die Blattoberflache Ubertragen wur-

den. Die Aussagekraft dieses Ergebnisses ist deshalb gering.

Die Verteilung in den Blattspreiten fiihrt den Trend der Blattscheiden nur be-
dingt fort (Abbildung 11b). Bei hohem VPD gab es eine deutlich geringere Ver-
teilung der Bakterien nach L2. Die Entwicklung dieses Blattes erfolgte vermut-
lich zum Zeitpunkt der Inokulation mit B. megaterium. Das Blatt hatte somit
wahrend der Inokulation eine geringe Transpirationsrate. Die alteren Blatter (L3

und L4) hatten wahrenddessen eine hdhere Transpirationsrate, inihnen wurden
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auch hohere Kolonienzahlen festgestellt. Dieses Ergebnis spricht fur den

Transport der Bakterien mit dem Transpirationsstrom durch das Xylem.

In den jingsten vollentwickelten Blattern (L1) bei den Pflanzen unter hohem
VPD und mit verletzten Wurzeln wurden hdhere Kolonienzahlen gefunden.
Diese Blatter sind in der Woche nach der Inokulation gewachsen, in der ver-
mutlich weniger Bakterien in der Nahrlosung waren als in der Woche zuvor.
Auch die jungsten wvollentwickelten Blatter in den Pflanzen unter geringem VPD
und damit auch mit geringerer Transpirationsrate wiesen hohere Kolonienzah-
len auf, was wiederum gegen die Aussage spricht, dass die Bakterien mit dem
Transpirationsstrom transportiert werden. Die hohen Kolonienzahlen kdnnten
in diesem Fall darauf hindeuten, dass die Bakterien schon in den jungen unent-
wickelten Blattern vorhanden waren und nicht erst nachtraglich hineintranspor-
tiert wurden. Da die neu wachsenden Blatter durch die alteren Blatter Uber das
Phloem versorgt werden, ist auch die Moéglichkeit eines Transportes der Bakte-
rien Uber das Phloem nicht auszuschlie3en. Eine héhere Anzahl an Wiederho-
lungen konnte mdglicherweise besser Aufschluss Uber diese Dynamiken ge-

ben.

Auch der direkte Vergleich der Blattscheiden und Blattspreiten in Abbildung 12
zeigt nach Inokulation von IR 31 mit B. megaterium, dass im Mittel mehr Bak-
terien in den Blattscheiden vorgekommen sind. Ein Vergleich mit den Ergebnis-
sen von B. pumilus zeigt, dass die Unterschiede dort gering waren. Bei hohem
VPD und angeschnittenen Wurzeln waren im Schnitt sogar mehr Bakterienko-
lonien in den Blattspreiten. Allerdings muss auch in diesem Fall hinzugeflugt
werden, dass in den meisten Proben keine Bakterien nachgewiesen werden
konnten und es fraglich ist, ob die Mittelwerte eine ausreichende Aussagekraft

haben.

Prozentuale Verteilungin den Blattern

Der Vergleich der prozentualen Verteilung von B. megaterium in den Blattern
von IR 31 (Abbildung 13) stellt einen mdglichen Zusammenhang mit der Eisen-
stress-Symptomatik in Reispflanzen dar. Das Abschneiden der Reiswurzeln vor

der Inokulation mit den Bakterien hat ergeben, dass mehr Bakterien aus den
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Blattscheiden in die Blattspreiten weitertransportiert wurden. In Versuchen mit
eisengestressten Reispflanzen der Sorte | Kong Pao kamen Terre et al. (2009)
zu dem Ergebnis, dass die Pflanzen mit zuvor abgeschnittenen Wurzeln nach
der Inokulation mit B. megaterium geringere Krankheitssymptome in den Blatt-
spreiten aufzeigten als die Pflanzen ohne abgeschnittene Wurzeln. | Kong Pao
reagiert auf Eisenstress moderat empfindlich, wie Versuche von Asch et al.
(2005) gezeigt haben. Nimmt man an, dass bei IR 31 als eine ebenfalls sensi-
tive Sorte ahnliche Vorgange stattfinden wie in | Kong Pao, so kann die Ab-
schwachung der Symptome in den Blattspreiten mit dem erhéhten Vorkommen
von B. megaterium in den Blattspreiten zusammenhangen. Die starke Verlet-
zung der Wurzeln konnte damit den Transport von B. megaterium in die Blatt-

spreiten fordern, woraufhin sich die Eisenstress-Symptome dort abschwéachen.

Verhaltnis zwischen oberirdischen Pflanzenorganen und Wurzeln

Die Mittelwerte der Verhaltnisse zwischen den Kolonienzahlen in den Blattern
zu denen in den Wurzeln sind kleiner als 1 und verdeutlichen nochmals, dass
in den Wurzeln mehr Bakterienkolonien vorhanden waren als in den oberirdi-
schen Pflanzenorganen (Abbildung 14). Dieses Ergebnis deckt sich mit Studien
Uber andere Pflanzenarten und Bakterienstimme, wie beispielsweise den Ver-
suchen von Lamb et al. (1996): Nach der Inokulation von Weizen, Hafer, Mais
und weiteren Kulturpflanzenarten mit Pseudomonas aureofaciens wurde eine
hohere Dichte von Bakterien in den Wurzeln festgestellt, weniger davon wurden
in die Blatter transportiert. Die hier gewahlte Darstellung hat den Vorteil, dass
die Verteilung in die Blatter unabhéangig von der Bakteriendichte in den Wurzeln
abgebildet wird, da ein Verhaltnis hergestellt wurde. Je ndher der Wert gegen
1 geht, desto mehr Bakterien wurden in den oberirdischen Pflanzenorganen im
Verhéltnis zur Wurzel gefunden. In IR 31 gab es eine bessere Aufnahme beider
Bakterienstimme in den Pflanzen mit unverletzten Wurzeln in Kombination mit
einer erhbhten Transpirationsrate bei hohem VPD sowie bei verletzten Wurzeln
und geringem VPD (Abbildung 14b). Die Mittelwerte von B. megaterium sind
hoher als die von B. pumilus. Diese Ergebnisse waren zu erwarten, denn eine
bessere Verteilung in die Blatter wurde bei hohem VPD und verletzten Wurzeln

bereits vermutet. Dafir misste jedoch auch die Kombination von hohem VPD
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und angeschnittenen Wurzeln eine erhthte Relation zwischen den Kolonien-
zahlen der Blatter und der Wurzeln ergeben. Dies war nicht der Fall, die Werte

sind fur beide Bakterienstimme sehr niedrig.

Die Grafik zeigt, dass es in IR 31 Unterschiede in der Verteilung der Bakterien
zwischen den Luftfeuchtebedingungen und dem Verletzen der Wurzeln gibt.
Diese Unterschiede wurden beim Vergleich der Aufnahme in die Wurzeln (Ka-
pitel 4.1) nicht festgestellt. Innerhalb der Wurzeln waren die Kolonienzahlen
von B. megaterium deutlich hoéher als die von B. pumilus. Dieser Unterschied
ist in Abbildung 14a kaum zu sehen, allerdings sind nur in 15 — 30 % der Proben
Bakterien gewachsen; bei B. megaterium waren es 66 %. Die geringeren Kolo-
nienzahlen von B. pumilus in den Wurzeln von IR 31 spiegeln sich also auch in
den vielen negativen Proben der Blatter wieder. Ein Vergleich mit den Kolonien-
zahlen aus den Blattern zeigt wiederum eine klare Ubereinstimmung: Dort, wo
hohe Kolonienzahlen vorhanden waren, ist die Relation und damit der Transport

in die Blatter hoher.

Die Ergebnisse von TOX unterscheiden sich von IR 31 (Abbildung 14b). Unter
niedrigem VPD waren die Kolonienzahlen in den Wurzeln von B. pumilus héher
als von B. megaterium. In den Proben der Blatter wurden bei B. pumilus haufi-
ger Bakterien gefunden, in den Pflanzen mit verletzten Wurzeln sogar in 100 %
der Proben. Bei B. megaterium wurden in der gleichen Behandlung keine Bak-
terien gefunden. Diese Ergebnisse stimmen mit Abbildung 14b Uberein: Unter
hohem VPD war die Aufnahme der Bakterienstamme in die Wurzeln von TOX
ahnlich hoch. Es wurden vergleichsweise wenige Kolonien in den Blattern nach-
gewiesen. Nur in den Pflanzen mit verletzten Wurzeln ist nach Inokulation mit
B. megaterium eine hohe Relation zwischen den oberirdischen Pflanzenorga-
nen und den Wurzeln zu sehen. In den betreffenden Pflanzen wurden vor allem
in den Blattscheiden hodhere Kolonienzahlen gefunden, jedoch nur in 33 % der
Proben. Wie die Grafik zeigt, hat eine hohe Kolonienzahl in den Wurzeln der
Pflanzen nicht automatisch einen erhdhten Transport in die Blatter zur Folge.
Auch ein Einfluss der Luftfeuchtebedingungen und des Verletzens der Reiswur-

zeln auf die Verteilung der Bakterien ist nicht klar erkennbar.
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5.3 Mdgliche Fehlerquellenund Verbesserungsvorschlage

Waéhrend der Durchfuihrung des Versuches kamen einige ldeen zur Optimierung
der Versuchsablaufe auf. Wie schon in Kapitel 4.2 angesprochen, sollte eine
Oberflachendesinfektion der Blatter in Betracht gezogen werden. Dies kann
hauptsachlich an den auRBeren Blattscheiden sinnvoll sein, da diese leicht in
Kontakt mit der Nahrlosung geraten konnen. Auch durch eine Oberflachendes-
infektion des Saatguts vor der Keimung konnten zukinftig Fehlerquellen ver-
mieden werden, da dort Bakterien gefunden wurden, die mdglicherweise als B.
megaterium oder als B. pumilus identifiziert werden kdénnen. Zusatzlich zu den
durchgefuihrten Untersuchungen ist es sinnvoll, die Nahrldsung Uber den Ver-
suchszeitraum ab der Inokulation regelmaRlig zu beproben und die darin vor-
handenen Bakterienkulturen zu erfassen. Die Daten waren vor allem am Tag
der Probennahme der Pflanzen hilfreich gewesen, um mogliche Zusammen-
hange der Kolonienzahlen zwischen den Pflanzenorganen und der Nahrlosung
zu finden. Denkbar ist zudem eine Inokulation der Pflanzen gleich zu Beginn
des Versuches oder sogar die Inokulation des Saatguts vor der Keimung. Dies
wlrde die reellen Bedingungen besser wiedergeben, da die Bakterienkulturen
wahrscheinlich auch unter Feldbedingungen schon von Beginn der Keimung an
im Boden oder im Saatgut vorhanden sind. Sieht man von dem hohen Arbeits-
aufwand und verschiedenen Storfaktoren wie fremden Bakterienkolonien im
Boden ab, kann auch ein Feldversuch interessante Ergebnisse bringen: In den
hydroponisch gewachsenen und mit Pseudomonas aureofaciens inokulierten
Maispflanzen von Lamb et al. (1996) wurden deutlich weniger Bakterien in den
Stangeln gefunden als in den im Boden gewachsenen Maispflanzen. Eine még-
liche Ursache war vermutlich das geringere Wurzelwachstum im hydroponi-
schen System, wodurch eine kontinuierliche Aufnahme der Bakterien erschwert
wurde; die vorhandenen Bakterien gingen mit der Zeit vermutlich durch Abwehr-

mechanismen der Pflanze zugrunde.

Auch eine Untersuchung der Wurzeloberflachen, zum Beispiel durch Abdriicke
auf den Agarplatten oder durch Abstriche, kann zu weiteren interessanten Er-

kenntnissen fuhren. Durch das Ermitteln der Bakterienkolonien pro Blattflache
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oder Trockengewicht konnten genauere Ergebnisse erzielt werden. Die Erstel-
lung eines DNA-Profils stellt eine weitere Mdglichkeit dar, die Anzahl der vor-

handenen Bakterien quantitativ zu ermitteln.

5.4 Fazit und Ausblick

In der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass B. megaterium und B. pumilus
in die Reispflanzen aufgenommen und teilweise auch in die oberirdischen
Pflanzenorgane transportiert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit anderen wis-
senschaftlichen Studien Uberein, in welchen beide Bakterienstamme bereits als
Endophyten charakterisiert wurden (Bacilio-Jiménez et al., 2003; Liu et al.,
2006).

Einige Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sowohl zwischen IR 31 und TOX
als auch innerhalb der Reissorten Unterschiede in der Aufnahme und Verteilung
der Bakterien gibt. Dies kann an den Eigenschaften der Bakterien liegen, die
sich an Grof3e und Beweglichkeit voneinander unterscheiden, oder an deren
direkter oder indirekter Wirkung auf die Reispflanzen. Die Pflanzen kénnten
entsprechend durch Abwehrmechanismen auf einen Bakterienstamm starker
reagieren als auf einen anderen oder deren Vermehrung und Entwicklung durch

die Bereitstellung von Nahrstoffen fordern.

In manchen Behandlungen konnten Unterschiede zwischen den Luftfeuchtebe-
dingungen festgestellt werden. Fir die Verteilung mit dem Transpirationsstrom
sprechen zum Beispiel die erhéhte Aufnahme von B. megaterium in die Blatt-
spreiten von IR 31 mit dem Verletzen der Wurzeln oder die hoheren Kolonien-
zahlen von B. megaterium in den alteren und starker transpirierenden Blatt-
scheiden von IR 31. Dagegen sprechen die erhdhten Kolonienzahlen in den

Blattspreiten der jingsten vollentwickelten Blatter.

Durch die Bearbeitung der Arbeit haben sich einige neue Fragen aufgetan, de-
ren Beantwortung zum besseren Verstandnis der Wirkung endophytischer Bak-

terien in Reis notwendig ist. Dazu gehéren unter anderem:

— In welchen Geweben halten sich die Bakterien genau auf und siedeln sie

sich dort intra- oder interzellular an?
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Durch welche Gewebe gelangen die Bakterien in die oberirdischen Pflan-
zenorgane; durch Xylem- oder PhloemgefafRe, auf dem apoplastischen

Weg oder sogar an den BlattauRenseiten?

Warum halten sich die Bakterien sich in den entsprechenden Bereichen
auf und wie wirken sie dort, um die Vergiftungserscheinungen der Reis-

pflanzen unter Eisenstress zu minimieren?
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