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Abstract

Reis ist weltweit ein wichtiges Grundnahrungsmittel, das auf einem groRen Teil der Erde ange-
baut wird und das Hauptnahrungsmittel von mehr als der Hélfte der Weltbevolkerung ist. Beim
Reisanbau sind die Pflanzen verschiedenen abiotischen und biotischen Stressen ausgesetzt. Ein
Stress, der haufig bei Reisanbau auftritt, ist die Eisentoxizitat. Eisentoxizitat kann zu Erntever-
lusten von zwischen 12 und 100 % fuhren. Die Inokulation von eisengestressten Reispflanzen

mit bestimmten Endophyten kann diese Ernteverluste verringern.

Um ein besseres Verstandnis tber die Wirkungsweise der Endophyten zu erlangen, wurde in
dieser Arbeit eruiert, ob die Bakterienstimme Bacillus megaterium und Bacillus pumilus die
Reissorten Sahel108 und Suakoko8 besiedeln und wohin sie sich in der Pflanze verteilen. Des
Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss unterschiedliche Dampfdruckdefizite und das
Verletzten der Reiswurzeln auf die Aufnahme und Verteilung der beiden Bakterienstdmme ha-

ben.

Der zur Inokulation verwendete Bazillusstamm B. pumilus konnte nicht in den Pflanzen nach-
gewiesen werden, B. megaterium konnte in allen Versuchspflanzen gefunden werden. Bei dem
Eintritt von B. megaterium in die Wurzeln konnten Unterschiede zwischen den Reissorten nach-
gewiesen werden. Das Dampfdruckdefizit beeinflusst das Eindringen und die Verteilung von
B. megaterium in den Pflanzen, die Wurzelbehandlung hat keinen Einfluss auf das Eindringen,
jedoch auf die Verteilung. Es konnte also ein Einfluss des Dampfdruckdefizits und der Wurzel-
behandlung auf die Verteilung von B. megaterium in den Pflanzen nachgewiesen werden. Nun
kann in weiteren Untersuchungen genauer darauf eingegangen werden in welchen Pflanzenge-
weben B. megaterium sich aufhalt, wie es sich in den Pflanzen verteilt und welche Wirkungen

es auf Pflanzen austbt, die unter Eisentoxizitat leiden.



Inhaltsverzeichnis

N 01 - Uod S I
INNAITSVEIZEICHNIS ...t bbb bbbt na et e e i
ADDIAUNGSVEIZEICRNIS ... e re e te e besbeere e resre e e e \Y
TADEIIENVEIZEICNNIS ...ttt et sre e s e s teeseesteeteeeeseeeneeneenneas Vi
ADKUIZUNGSVEIZEICHNIS ...ttt Vil
I = ] L g o S PRSSRSRN 1
P2 S 101 1S5S e U Lo OSSR 3
2.1 REISPIIANZEN ...t bbbt 3
2.2 ENAOPhytiSChe BaKLEIIEN........cviiiiciiie ittt ettt s be et et s re e e be e e e sreens 4
2.3 Die verwendeten BaKterieNSAMIME .........cooiiieiiiiiiesee e 5
2.4 Aufnahme und Verteilung von Endophyten in der PFlanze............ccooovininiiciciieces 5
2.4, 1 AUTITBEEN ...ttt bbbt R bbb e e e 5
2.4.2 Endophyten in der RRIZOSPNAIE.........ccoiiiii e e e 6
2.4.3 Besiedelung der PTIANZE .........covoiiei e 7

3 Material UNA IMETNOUEN ......ccueiieice ettt ste et e sbesreeaesteeneeneeenes 9
TNV L T | SRRSO PR 9
B2 PIIANZEN ..ottt ettt sttt eene e 11
BL2. L KKBIIMUNG -ttt bbbt b bbbttt e et b bbb 11
3.2.2 HYdropOoniSCRES SYSTEIM ......ccuiiiiiiieicitece ettt sttt sae e e te e e ens 11

3.3 KIIMAKAMIMEIN ...ttt sttt et e s e s e se e st abenbesbeneenneneneas 12
3.4 Kultivierung der BAKIEIEN ..ottt 13
3.5 INOKUIALION AEF PFIANZEN ..ottt sre e nne s 14
3.6 VEISUCNSAUTDAU .....vveiieccce ettt 14
3.7 Nachweis der Bakterien in der NANIrIOSUNG..........ccoviiiiiiiiiie e 15
3.8 MIIKIOSKOPIEIEIN ...ttt bbbt bt e ettt ettt 15
3.9 AUSWEITUNG AEF EFQEIDNISSE ...t ettt e et tesee s et sseesaesaeaneeseeereeneenneas 15
0T o] LS SRS 17
4.1 Nachweis der Bakterien in der NANITOSUNG ........cooviiiiiiii e 17
4.2 Mikroskopische Untersuchung der Bakterienkolonien ............cccoovviiininiieicieiscse e 18
4.3 Nachweis der Bakterien in den PFIaNZen...........oocoie i 20
4.4 Nachweis der Bakterien in den WUFZEIN .........cvoiiiie i 20
4.5 SOMENUNTEISCRIBAE ...ove et re et et e e e b e te e e saeenee 20
4.6 Aufnahme der Bakterien in oberirdischen Pflanzenorgane...........coccoocvoviiiieeiiceieneneee e 21
4.7 Vergleich aller BehandIUNGEN ...........ooiiiii e 21
4.8 Bakterien innerhalb der BIATET ..........cccooiiiiiii e 22
4.9 Verteilung der KBE zwischen Blattspreite und Blattscheide..........cccccoovveievvicceinccece e 23



4.10 Verhéltnis zwischen oberirdischen Pflanzenorganen und Wurzeln ...

5 Diskussion............

5.1 Bakterien in der NANFIOSUNG.........ccoviiiiieieieee et te et sre et re e aesbe e sresraenrenre s

5.2 Mikroskopische Untersuchung der Bakterienkolonien .............ccccoveveiieieii i

5.3 Einfluss der re

LAEIVEN LUFTEUCKHTE ..ottt ettt e e e e e ettt e e e s e e e e eeees

5.4 Einfluss der WUrzelbehandlUng ..o

5.5 Unterschiede ZWiSChEN BN SOMEN ......cvveiiiiiiie ittt ettt e s st eesssreeesebreeesssaeeessreeeessseeees

5.6 Verhéltnis obe

rirdischer Pflanzenorgane zu WUIZel ...

5.7 Mdgliche Fehlerquellen und VerbesserungsvorsChlage ...........ocuoeveiereieicieicisesseseseea

6 Fazit und Ausblick

7 Literaturverzeichni

S



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Klimatische Bedingungen in den Klimakammern tber den Versuchszeitraum 13

Abbildung 2: Probe der N&hrldsung der Kontrolle 17
Abbildung 3: Probe der mit B. megaterium inokulierten Nahrlésung 17
Abbildung 4: Probe der mit B. pumilus inokulierten Nahrldsung 17
Abbildung 5: B. pumilus aus dem Glycerolstock 18
Abbildung 6: Ein aus der Blattspreite von Suakoko8 isoliertes Bakterium 18
Abbildung 7: Ein weiteres aus Suakoko8 isoliertes Bakterium 18
Abbildung 8: B. megaterium aus dem Glycerolstock 19
Abbildung 9: Aufnahme eines aus einer Suakoko8 Probe inokulierten Bakteriums 19
Abbildung 10: Bakterienisolat aus einer nicht inokulierten Sahel108 Kontrollpflanze 19
Abbildung 11: Bakterienisolat aus einer mit B. pumilus inokulierten Suakoko8-Pflanze 19
Abbildung 12: Mittelwerte der B. megaterium KBE pro g FG in den Wurzeln 20
Abbildung 13: Verteilung von B. megaterium auf die einzelnen Blattorgane 22
Abbildung 14: KBE pro g FG in den Blattorganen der unterschiedlichen Altersstufen 23
Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der KBE in den Blattscheiden und Blattspreiten 24
Abbildung 16: Relation der Anzahl an KBE in den Blattern und in den Wurzeln 25



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Yoshida NANTOSUNG 100 X0.....ccuervirieeieieiiesese e 10
Tabelle 2: Anteil der Proben in denen B. megaterium nachgewiesen WUrde. ...........ccccvovevrenereennennen. 21

Vi



Abkirzungsverzeichnis

B.

°C

cm
ePGRP
FG

g

gr.
ha

iPGRP
kg
KBE
lat.

L

Lo, L1, L2, L3
m

pum

ul

M

mg
Mio.
ml
mm
mV
nm

o]

oD
PGRP
pH
rpm
S1, S2, S3
t

TKG
TSB
Tsd.
uv

\Y;
VPD
w

Bacillus

Grad Celsius

Zentimeter

Extracellular Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria
Frischgewicht

Gramm

Griechisch

Hektar

Intracellular Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria
Kilogramm

Koloniebildende Einheit

Latein

Liter

Blattspreiten der Altersstufen 0, 1, 2, und 3
Meter

Micrometer

Microliter

Mol

Milligramm

Millionen

Milliliter

Millimeter

Millivolt

Nanometer

Oberirdische Pflanzenorgane

Optische Dichte

Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria
Negativer dekadischer Logarithmus der H,O+ lonenkonzentration
Umdrehungen pro Minute

Blattscheiden der Altersstufen 1, 2, und 3
Tonnen

Tausendkorngewicht

Tryptic Soy Broth

Tausend

Unverletzte Wurzeln

Verletzte Wurzeln

Vapour Pressure Deficit

Wurzeln

Vil



1 Einleitung

Reis spielt weltweit eine wichtige Rolle als Grundnahrungsmittel. Er wird auf einem grofl3en
Teil der Erde angebaut und ist das Hauptnahrungsmittel von mehr als der Hélfte der Weltbe-
volkerung (FAOSTAT, 2018). Die groRte reisproduzierende und -verbrauchende Region ist
Asien, wobei Reis sich in den letzten Jahren auch stark in Afrika ausgebreitet hat. (FAOSTAT,
2018; Zeigler and Barclay, 2008). Dort wird er vor allem von der wachsenden urbanen Bevol-
kerung als Conveniencefood zu sich genommen (Seck et al., 2012). Reis lieferte 2005 20 % der
weltweit konsumierten Kalorien, 2/3 der Menschen in Armutsverhéltnissen erndhren sich
hauptséchlich von Reis (IRRI). In vielen asiatischen Landern, wie auch in manchen afrikani-
schen Landern nehmen die Menschen jahrlich mehr als 100 kg Reis zu sich (Seck et al., 2012).
Weltweit ist Reis, nach Weizen, das am zweit-hdufigsten angebaute Getreide und hat einen
hoheren Kalorien-Hektarertrag als jedes andere Getreide (Fageria, 2007). Allein im Jahr 2016
wurden insgesamt 740 961 Tsd. t Reis produziert (FAO, 2018). Nach den Prognosen der FAO
nimmt der Zuwachs der globalen Reisproduktion ab, es ist aber weiterhin ein Zuwachs erkenn-
bar (OECD-FAOQ, 2015). Somit bleibt Reis weiterhin, besonders durch den wachsenden Kon-

sum in Afrika, ein wichtiges Produkt.

Weltweit wird auf 93 Mio. ha Reis im Nassreisanbauverfahren angebaut, was 75 % der globalen
Reisproduktion ausmacht (MacLean et al., 2013). Dieses Verfahren wird seit Jahrtausenden
angewendet und wird als eines der produktivsten Reisanbausysteme betrachtet. (Fairhurst and
Dobermann, 2002). Dabei werden die Reisfelder dauerhaft geflutet und mit Hilfe von Dd@mmen
wird verhindert, dass das Wasser abflieen kann. Bei dem Anbau von Reis sind die Pflanzen
verschiedenen abiotischen und biotischen Stressen ausgesetzt. Eine Toxizitat, die haufig beim
Reisanbau in Gebieten wie Westafrika auftritt, ist die Eisentoxizitat (Audebert and Sahrawat,
2000; Dobermann and Fairhurst, 2000). Eisentoxizitat kann zu Ernteverlusten von zwischen 12
und 100 % fuhren (Abifarin, 1988; Sahrawat et al., 1996; Sahrawat, 2004). Die Inokulation von
eisengestressten Reispflanzen mit bestimmten Endophyten kann diese Ernteverluste verringern.
Dies kommt daher, dass die Endophyten wachstumsférdernde Substanzen synthetisieren, die
Nahrstoffaufnahme in die Pflanze erleichtern, oder die Widerstandsféhigkeit der Pflanze gegen
Phytopathogene erh6éhen kénnen (Santoyo et al., 2016). Es wurde festgestellt, dass verschie-
dene Bazillusstamme unterschiedliche Einflisse auf die Toleranzen der Pflanzen gegeniber
Eisenstress haben. So wurde nachgewiesen, dass sich bei einer Inokulation von Bacillus mega-
terium in vier Reisgenotypen die Blattsymptome mindern und sich die Eisenkonzentration in

den Bléattern verringert. Auch bei der Inokulation mit Bacillus subtilis hat sich die
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Eisenkonzentration im Blatt gesenkt, die Auswirkungen des Bazillusstammes auf die Blatt-
symptome waren gering (Asch, 2006). Obwohl die exakte Wirkungsweise von Endophyten
noch nicht geklart ist, ist bekannt, dass sie sich je nach Bakterienstamm und Reissorte unter-
scheidet. Weshalb dies der Fall ist und wie die genaue Wirkungsweise der Endophyten ist, ist

noch nicht geklart.

Um die Wirkungsweise der verschiedenen endophytischen Bazillusisolate besser zu verstehen,
wurde in dieser Arbeit die Aufnahme und die Verteilung der Bakterienstimme Bacillus mega-
terium und Bacillus pumilus im Gewebe von zwei Reissorten untersucht. Dabei wurde aufer-
dem analysiert, welchen Einfluss unterschiedliche Dampfdruckdefizite und die daraus resultie-
renden verschiedenen Transpirationsraten, sowie eine Verletzung der Wurzeln auf die Vertei-

lung der Bakterien in der Pflanze haben.



2 Kenntnisstand

2.1 Reispflanzen

Reis (Oryza sativa L.) ist eine Halbwasserpflanze, die einjahrig angebaut wird, aber auch mehr-
jahrig wachsen kann. Eine reife Reispflanze besteht aus einem Sténgel mit mehreren Besto-
ckungstrieben und kann, je nach Sorte und Umwelt, von 0,4 m bis zu mehr als 5 m hoch werden.
(MacLean et al., 2013). Die Wachstumsperiode von Reis bis zur Samenreife betragt je nach
Sorte und Umwelt 3-6 Monate. Dieser Zeitraum lasst sich in die vegetative, die reproduktive
und die reife Phase einteilen. Die vegetative Phase umfasst die Keimung und die Jungpflanzen-
entwicklung mitsamt Bestockung. In dieser Phase wéchst die Pflanze und beginnt Blatter zu
bilden (MacLean et al., 2013).

Reiskorner bestehen aus einer Karyopse und der diese umhillenden Reisspelze. Wird der Sa-
men unter aeroben Bedingungen kultiviert, bildet sich zuerst die Koleoptile. Die Wurzeln ent-
wickeln sich sobald die Koleoptile belliftete Regionen der Umgebung erreicht hat. Nach dem
Austreten teilt sich die Koleoptile auf und das erste Blatt tritt aus. Die Bestockung beginnt
sobald die Pflanze fiinf Blatter hat und sich selbst versorgen kann (MacLean et al. 2013). Der
Stangel der Reispflanze besteht aus Nodien und Internodien. Die Blattspreite ist Uber die Blatt-
scheide mit einem Nodium verbunden, wobei die Blattscheide das Nodium umwickelt. An dem
Ort, an dem Blattscheide und Blattpreite zusammenkommen, befinden sich kleine von Harchen
bedeckte Auswiichse, die so genannten Ohrchen. Uber den Ohrchen befindet sich eine diinne
Membran, die Ligula. (MacLean et al., 2013). Die jingeren Bléatter wachsen durch die Blatt-
scheide der alteren Blatter nach oben, somit befinden sich innen die jungen und auen die alte-
ren Bléatter. Die Blatter werden vom jungsten zum altesten hin nummeriert. Das jlingste Blatt
wird als LO bezeichnet, das jlngste vollentwickelte Blatt als L1/S1. Bei dem jiingsten vollent-
wickelten Blatt muss die Ligula ohne Fremdeinwirkung erkennbar sein. Es folgen Blatt L2,

Blatt L3 und so weiter.

Das Wurzelsystem von Reis wird in Keimwurzeln, Mesocotylwurzeln und Nodalwurzeln un-
terteilt. Die einzelnen Wurzeln kénnen einen Durchmesser von 40-1000 pum haben. Die Wur-
zelhaare haben einen Durchmesser von 5-10 um und werden 50-200 um lang. Das Wurzelsys-
tem von Reispflanzen kann 40-100 cm lang werden, wobei die Wurzeln in anaeroben Umwelten

selten tiefer als 40 cm in den Boden reichen. (Yoshida, 1981)



2.2 Endophytische Bakterien

Als endophytische Bakterien werden, wie der Name sagt (gr. endon = drinnen, phyton =
Pflanze) (Schulz et al., 2006) Bakterien klassifiziert, die das innere Pflanzengewebe besiedeln.
Laut Mano (Mano and Morisaki, 2008) ist eine der adaquatesten Definitionen fiir sie die von
Hallmann (1997), dieser definiert:” We consider any bacterium as an endophyte if it can be
isolated from surface-desinfested plant tissue or extracted from inside the plant, and if it does
not visibly harm the plant” (Hallmann et al., 1997). Endophyten sind ubiquitar und kénnen in
allen Pflanzenspezies entweder latent oder als aktiv die Pflanze kolonisierend vorkommen. (Af-
zal et al., 2014). Manche Endophyten gehdren zu den Plant Growth-Promoting Rhizobacteria®
(PGPR). Dies sind Rhizobakterien, die einen positiven Einfluss auf das Pflanzenwachstum und
die Pflanzenentwicklung haben. Es gibt zwei Typen von PGPR, die einen leben in den Pflan-
zenzellen und werden als intrazellulare PGPR (iPGPR) bezeichnet, die anderen, die extrazellu-
laren PGPR (ePGPR), leben in der Rhizosphare, der Rhizoplane oder in dem Raum zwischen

den Zellen der Wurzelcortex. (Verma et al., 2010).

Die Forschung, die sich mit Bakterien befasst, die sich im inneren Gewebe von Pflanzen befin-
den, begann schon in den 1870ern (Mano and Morisaki, 2008). Anfangs wurde davon ausge-
gangen, dass das Vorhandensein von jeglichen Bakterien im pflanzlichen Gewebe pathologisch
ist. Erst spater hat Perotti (1926) das VVorhandensein von nichtpathogenen Bakterien in Pflan-
zengewebe nachgewiesen. In den 1990er Jahren wuchs das Interesse an bakteriellen Endophy-
ten stark, nachdem bewiesen werden konnte, dass die Impfung mit nicht-pathologischen Bak-
terien einen positiven Effekt auf Pflanzenwachstum und -gesundheit haben kann (Dimkpa et
al., 2009). Dieser positive Effekt kommt entweder direkt, durch die Synthese wachstumsfor-
dernder Substanzen oder die Erleichterung der Nahrstoffaufnahme in die Pflanze, oder indirekt,
durch eine Erh6hung der Widerstandsfahigkeit der Pflanze gegen Phytopathogene, zustande.
(Santoyo et al., 2016). Die Wirkung der PGPR auf das Pflanzenwachstum hangt vermutlich mit
den Stoffen zusammen, die von den PGPR freigesetzt werden. Verschiedene PGPRs kdnnen
die Hauptphytohormonklassen Auxine, Cytokinine, Gibberelline, Abscisinsaure und Ethylen
produzieren. Diese Hormone stimulieren das Pflanzenwachstum. (Dimkpa et al., 2009). Andere
von Rhizobakterien produzierte Stoffe sind Enzyme, Stickoxide, Osmolyte, Siderophore, orga-
nische Sauren und Antibiotika. Diese Stoffe konnen fiir die direkte Stimulierung verantwortlich
sein, die zur Unterdriickung von Pathogenen, zur Verbesserung der Aufnahme von Mineralen
und zur Erhohung der Toleranz von Pflanzen gegeniiber Stress fiihrt. (Dimkpa et al., 2009).

Obwohl die Beziehungen zwischen Pflanzen und Bakterien bereits viele Jahre erforscht



wurden, herrscht noch kein komplettes Verstandnis fiir die Mechanismen von PGPR. Dieses ist

notwendig, um deren Vorteile fiir Pflanzen optimal auszuschépfen (Santoyo et al., 2016).

2.3 Die verwendeten Bakterienstamme

Bei einem der verwendeten Bakterienisolate handelt es sich um Bacillus megaterium (gr. mega
= groB, teras = Monster, Ungeheuer), dieser wurde vor mehr als 100 Jahren das erste Mal be-
schrieben. B. megaterium ist ein Gram-positives, hauptsachlich aerobes, sporenbildendes Bak-
terium (Vary et al., 2007). Es bildet relativ grof3e Stdbchen, die 2 x 5 um grof3 sind. Die Zellen
sind unbeweglich und nur bei guter Beluftung leicht beweglich. Die Form der Sporen kann von
rundlich bis langlich variieren. Wenn die Spezies auf Glucose-Agar angezogen wird, bildet sie
mucoide Kolonien (Seiler, 2010). Obwohl es ein Bodenorganismus ist, kann B. megaterium in
vielen verschiedenen Umwelten wie Reis, getrocknetem Essen, Meereswasser, Sedimenten,
Fisch und Honig gefunden werden (Vary et al., 2007). Ursache hierfir ist, dass die Spezies fur
das Wachstum keine organischen Stickstoffquellen oder Vitamine benétigt, und bei Tempera-
turen von 5-40 °C wachsen kann (Seiler, 2010). B. megaterium stellt Proteine wie Penicillin
Acylase (Martin et al. 1995, Suga et al. 1990), verschiedene Amylasen (Hebeda et al. 1988;
Metz et al. 1988) und Glucose Dehydrogenase her (Nagao et al. 1992).

Bei dem zweiten verwendeten Bakterienisolat handelt es sich um Bacillus pumilus (lat. Pumilus
= Zwerg). Dieses ist ein Gram-positives Bakterium (Gordon et al., 1973). B. pumilus ist ein
relativ kleiner Bazillus mit starker Beweglichkeit (Seiler, 2010). Die Stabchen sind ungefahr
0,6 x 3 um groB (Gordon et al., 1973). Die Sporen sind ellipsoid oder zylindrisch (Gordon et
al., 1973). Die natlrlichen Lebensrdume, in denen die Spezies gefunden werden kann, sind in
Lebensmitteln, im Boden, in Oberflachenwasser, in verrottendem Pflanzenmaterial und oft in
Molkereiprodukten (Seiler, 2010).

2.4 Aufnahme und Verteilung von Endophyten in der Pflanze
2.4.1 Auftreten

Endophyten sind Bakterien, die das innere Pflanzengewebe von Pflanzen besiedeln, ohne die-
sem zu schaden (Hallmann et al., 1997). Sie stammen aus Samen (McInroy and Kloepper 1995;
Misaghi and Donndelinger 1990; Mundt and Hinkle 1976), aus vegetativem Pflanzenmaterial
(Dong et al 1994, Sturz 1995), aus der Rhizosphére (Patriquin et al 1983), und aus der Phyllos-

phare (Beattie and Lindow 1995). Auch die Spermosphére konnte als Ursprung von
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Endophyten nachgewiesen werden (Musson et al. 1995). Die Rolle von Samen als Ursprung
von Endophyten wird noch kontrovers diskutiert. Sato hat in seinen Studien keine Endophyten
in Reissamen gefunden (Mano et al., 2008). In anderen Studien wurden Endophyten in tberle-
bensfédhigen Mengen in Reiskérnern beobachtet (Mano et al. 2006, Okunishi, 2005). Da davon
ausgegangen wird, dass Endophyten gegeneinander und gegen andere endophytische Organis-
men, wie Pilze, um den limitierten Platz in der Wirtspflanze konkurrieren (Fisher 1992, Quadt-
Hallmann et al., 1997), haben in den Samen lebende Endophyten mdglicherweise den Vorteil,
dass sie die nachste Pflanzengeneration direkt nach der Keimung infizieren kénnen. (Mano et
al. 2008).

2.4.2 Endophyten in der Rhizosphéare

Der Raum und die vorhandenen Nahrstoffe in der Rhizosphdre sind begrenzt, daher ist diese
eine kompetitive Umwelt fir die dort lebenden Mikroorganismen (Raaijmakers et al., 2002).
Das fiihrt dazu, dass sich die Mikroorganismen in der Umgebung verteilen (Haas and Keel,
2003). Dabei spielen Faktoren wie die Beweglichkeit und die Polysaccharid-Produktion in der
Rhizosphare eine wichtige Rolle. Diese Faktoren erleichtern die Kolonisierung von Wurzeln
durch bestimmte Bakterienstdamme (You et al., 1995; Bashan and Holguin, 1993; Bashan and
Holguin, 1995). Die Bewegung von Rhizobakterien vom Ort der Inokulation, hin zu den wach-
senden Wurzeln wird von zwei fundamentalen Mechanismen kontrolliert. Erstens von der ak-
tiven Beweglichkeit der Bakterien, und zweitens von der passiven Bewegung von Bakterien in
Sickerwasser oder anderen Vektoren. Welcher der Mechanismen mehr Einfluss hat, hangt vom
Bodentyp, der Wirtspflanze und den Eigenschaften der Bakterien ab (Benizri et al., 2001). Lug-
tenberg et al. (1996) untersuchten unbewegliche Bakterien auf ihre Féahigkeit, die Wurzelspit-
zen von Tomaten und Kartoffeln zu kolonisieren. Diese Nachforschungen ergaben, dass die
Chemotaxis von Bakterien gegenliber Wurzelexsudaten bei der Kolonisierung der Wurzeln eine
grol’e Rolle spielen. Gamliel und Katan (1992) schlugen vor, dass die Fahigkeit von P. flu-
orescens Stammen in sterilisierten Béden von Tomatensamenexsudaten angezogen zu werden
bei der Kolonisierung der Rhizosphére eine grolle Rolle spielt. Die Rolle, die Exsudate als
Chemoattraktant spielen, ist pflanzenspezifisch. Mandimba et al. (1986) demonstrierten, dass
Bakterienstdamme, die aus der Maisrhizosphare isoliert wurden, eine Chemotaxis zu Maiswur-
zelexsudaten aufwiesen, im Gegensatz zu Stdmmen aus der Reisrhizosphére, die diese

Chemotaxis nicht aufwiesen.



2.4.3 Besiedelung der Pflanze

Die aus der duReren Umgebung von Pflanzen stammenden Endophyten kdnnen durch Sto-
matadffnungen, an Blattern und jungen Stangeln (Roos and Hattingh, 1983), Lentizellen (Scott
et al., 1996), durch Verletzungen und an den Austrittstellen von Seiten- und Keimwurzeln in
die Pflanzen eindringen (Huang J.S. 1986). Flr die meisten Endophyten scheinen natirliche
Verletzungen an den Wurzeln, wie an den Austrittsstellen von Seitenwurzeln oder, bedingt
durch Pflanzenwachstum, an den Wurzelspitzen (Kobayashi and Palumbo 2000; Mano et al.,
2008) oder der Eintritt durch die Wurzelhaare die Haupteintrittsstellen in die Pflanzen zu sein
(Hallmann et al., 1997). Die Wurzelkolonisierung ist ein komplexer Prozess der von Parametern
wie den Eigenschaften der Bakterien, den Wurzelexsudaten, biotischen und abiotischen Fakto-
ren beeinflusst wird (Benizri et al., 2001). Bevor Endophyten in die Wurzel eindringen kénnen,
mussen sie sich in der Rhizosphére anreichern und sich an die Wurzeloberflache anhédngen. An
Wurzelverletzungen werden Wurzelexsudate und Metabolite ausgeschieden, die Rhizobakte-
rien anlocken. Die systematische Kolonisierung der Wirtspflanze kann mit einer einzelnen Ein-
trittsstelle erreicht werden (Hallmann et al. 1997). Die Kolonisierung selbst beginnt mit der
Migration der Bakterien durch den Keimschlitz in das starkehaltige Endosperm. VVon dort aus
kolonisieren sie die Keimwurzel und die Koleoptile (Hinton and Bacon 1995). AnschlieRend
kdnnen sie entweder in einem bestimmten Gewebe wie der Wurzelcortex bleiben, oder sie ver-
teilen sich systematisch durch den Transport durch Leitgeféal3e oder den Apoplast in der Pflanze
(Hurek et al. 1994; Mahaffee et al. 1997; Quadt-Hallmann et al. 1997; Patriquin and Dobereiner
1978). Die systematische bakterielle Kolonisierung des inneren pflanzlichen Gewebes scheint
von Pflanzenteilen beeinflusst zu sein. Es konnte nachgewiesen werden, dass nach einer Sa-
menbehandlung zwei Endophyten, Pseudomonas fluorescens 89B-27 und Enterobacter asbu-
riae JIM22, das kortikale und das vaskulére Wurzelgewebe der Gartenbohne kolonisierten, aber
nur JM22 das Stangelgewebe kolonisierte (Mahaffee et al. 1997). Sobald die Endophyten sich
im pflanzlichen Gewebe etabliert haben kdnnen sie vegetativ tbertragen werden (Hallmann et
al., 1997).

Endophyten kolonisieren hauptsachlich interzellulare R&ume und das vaskulére System der
Wirtspflanzen, es gibt nur wenige beschriebene Fallen von intrazellularer Kolonisierung (Hall-
mann, 1997). Endophyten konnten bereits in Stdngeln, Blattern, Frichten, Bliten und Samen
nachgewiesen werden (Compant et al., 2011). Die Bakterienmenge ist am hochsten im Wurzel-
gewebe, vermutlich weil dort die Infektion startet (Kobayashi and Palumbo 2000; Hallmann et
al. 1997). In den Wurzeln werden von den Endophyten epidermale Zellen (Quadt-Hallmann



and Kloepper, 1996), das Rindenparenchym (Mattos et al., 2008) und das aerenchymatische
Gewebe (Reinhold and Hurek, 1989) kolonisiert.



3 Material und Methoden

Der in dieser Arbeit beschriebene Versuch wurde am Institut flr tropische Agrarwissenschaften
der Universitdt Hohenheim durchgefihrt. Es wurden die zu dem Institut gehdérenden Labore

und das Gewadchshaus genutzt.

Der Versuchsaufbau bestand aus den folgenden Faktoren: 2 Reissorten, 2 Luftfeuchtebedingun-
gen, 3 Bakterienbehandlungen (Kontrolle und 2 Bakterienstdmme) und verletzten bzw. unver-
letzten Wurzeln. Somit ergab sich eine Pflanzenzahl von 24 in beiden Wiederholungen, von

denen jeweils 8 Proben aus unterschiedlichen Geweben genommen wurden.

3.1 Material

Keimboxen: Eine durchsichtige Box aus Kunststoff wurde mit 70 % Ethanol desinfiziert und
mit einem Filterpapier ausgelegt. Sie wurde mit einem Deckel verschlossen, der durch Offnun-
gen eine durchlaufende Luftung ermdglichte.

Sand: Der verwendete Sand war Spielkastensand aus dem Baumarkt der drei Mal mit Leitungs-

wasser gewaschen wurde.

Pflanzenkisten: Bei den Kisten handelte es sich um Kunststoffboxen mit einem Fassungsver-
maogen von 5 L (30x20x12 cm; Auer Packaging, Deutschland). In den Kisten war Platz fir 24
Pflanzen, in jede Kiste wurden zwischen 19 und 20 Pflanzen gepflanzt, je nachdem wie viele
gekeimte Samen zur Verfugung standen. Die einzelnen Kisten wurden je nach Wiederholung,

Klimakammer und Bakterium beschriftet.

TSB-Néahrmedium: Das fliissige TSB-Nahrmedium wurde hergestellt indem 30 g TSB (Tryptic

Soy Broth, mikrobiologisch getestet, Fulka Analytical) in einem Liter demineralisiertem Was-

ser gelost und autoklaviert wurden.

Ringer-Losung: Die Ringer-Lésung wurde mit Ringer solution ¥ strength tablets (FLUKA
Analytics, Sigma-Aldrich Chemie GmbG) hergestellt. Dabei wurde je eine Tablette in 500 ml

demineralisiertem Wasser aufgelost. Die fertige Ringerldsung wurde fir 15 Minuten bei 121

°C autoklaviert.

Mikrordhrchen (2 ml, Sarstedt, Deutschland): Die verschraubbaren Réhrchen wurden mit La-

bornummern beschriftet und mit 6 Precellys-Kreamikkugeln (2,8 mm) und ca. 0,6 g Precellys
Keramikkugeln (1,4 mm) befllt.



Aagarplatten: Zur Herstellung der Agarplatten wurden 9,6 g Agar-Agar (dénisch, pulv., Carl
Roth GmbH & Co., Deutschland) und 24 g TSB (Tryptic Soy Broth, mikrobiologisch getestet,
Fulka Analytical) in 800 ml demineralisiertem Wasser geldst und zur Sterilisation fir 15 Mi-
nuten bei 121 °C autoklaviert (Systec VE-95, Deutschland). Danach wurde die N&hrlésung in
einem Wasserbad (GFL, 1092 Schittelwasserbad, Deutschland) warmgehalten, um anschlie-
Rend unter einer Sterilbank (NordicSafe® Low Noise, Class Il Biological Safety Cabinets,
ESCO Micro Pte Ltd., Singapur) in Kunststoffpetrischalen gegossen zu werden. In jede Schale
kamen 15-25 ml Nahrmedium. Die fertig gegossenen Petrischalen blieben offen fir eine halbe
bis dreiviertel Stunde unter der Sterilbank liegen, um abzukihlen und zu trocknen. Die abge-
kihlten Platten wurden mit Deckeln verschlossen und konnten zusammengepackt und umge-
dreht, damit sich das Kondenswasser nicht auf dem Nahrmedium sammelt, in den Kuhlschrank

gestellt werden.

Yoshida-Nahrlésung: Es wurde eine Nahrlésung nach Yoshida (1976) angewendet, die an Reis

angepasst ist. Die N&hrstoffe zur Herstellung der Nahrldsung werden in Tabelle 1 angegeben.
Der pH-Wert der Nahrlosung wurde mit Natriumhydroxid (1 M NaOH, Roth, Deutschland) auf
5,5-5,8 eingestellt

Tabelle 1: Yoshida Nahrlésung 100 %

Element Chemikalie Stammlésung [g/L] Stammlosung pro Liter
[mi/L]

N NHiNO3 114,29 1
P NaH2PO4* 2H.0 50,37 1
K K2SO4 89,14 1
Ca CaCl2*2H20 146 1
Mg MgSO4*7H20 73 1
Fe FeNa -EDTA 405,64 1
Mn MnCl2*4H20 15,08

Zn ZnS0O4*4H20 1,8750

Cu CuSO4*5H,0 0,0440 1
Mo (NH4)6M07024*4H0 0,0393

B H3BOs3 1,1675
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3.2 Pflanzen
3.2.1 Keimung

Es wurden zwei Reissorten verwendet, Sahel108 und Suakoko8. VVon beiden Sorten wurden mit
Hilfe des TKG 100 Samen abgewogen. Diese wurden in der mit Filterpapier ausgelegten Kunst-
stoffbox gleichmalig verteilt. Die Box wurde mit demineralisiertem Wasser aufgefiillt bis das
Wasser bis zur halben Samenhohe stand, dann wurde sie verschlossen. Die Samen wurden bei
einer Raumtemperatur von 22-25 °C im Dunkeln gekeimt. Nach 24 Stunden wurden von beiden
Sorten 70 der Samen in Sand umgesetzt. Die Pflanzen blieben fiir 10 Tage im Sand und wurden

dann in ein hydroponisches System umgesetzt.

3.2.2 Hydroponisches System

Es wurden pro Wiederholung sechs Kisten (30x20x12 cm, Auer Packaging, Deutschland) ver-
wendet. In jede Kiste wurde eine Rohrensystem, das aus zusammengeschweil3ten Kunststoff-
rohren (9 cm lang, ungefédhr 4 cm Durchmesser) bestand, gesetzt. In jede Réhre konnte eine
Pflanze mit Hilfe eines Schaumstoffzylinder (3 cm lang, 3,6 cm Durchmesser; Ceaprenstopfen,
36 mm, Greiner Bioone, Deutschland) platziert werden. Die Blattwerke der Pflanzen waren
zum Zeitpunkt des Umsetzens 3-10 cm hoch. Sie wurden aus dem Sand genommen und ihre
Wurzeln wurden in deionisiertem Wasser von Sand gereinigt. Dann wurden sie in die langs
eingeschnittenen Schaumstoffzylinder gesetzt. Dazu wurden diese aufgeklappt und die Pflan-
zen wurden so eingefihrt, dass unten der Samen und oben die Blétter rausschauten. Bei Pflan-
zen, deren Blattwerk noch nicht lang genug dafiir war, wurde der Samen in die Mitte des
Schaumstoffzylinders gesetzt, so dass unten nur noch die Wurzeln herausschauten. Anschlie-
Rend wurde das Ganze in die Rohren gesetzt. In den Kisten wurden beide Sorten nebeneinander
in Reihen gesetzt und markiert. Sobald die Pflanzen umgesetzt wurden, wurde ihnen 25 % Y os-
hida N&hrlosung (Yoshida, 1976) zugegeben. Nach drei Tagen wurde die Konzentration der
Né&hrlésung auf 50 % und nach weiteren drei Tagen auf 100 % erhéht. Am 17. Tag nach der
Keimung wurde die Nahrlésung auf 100 % Yoshida gewechselt und die Pflanzen in die Klima-
kammern gestellt. Um Transpirationsverluste auszugleichen wurden die Pflanzenkisten zwi-
schendurch mit VE-Wasser aufgefiillt. Am 30. Tag nach der Keimung wurden die Pflanzen
geerntet.

Die Reispflanzen wurden in einem hydroponischen System kultiviert, da dieses eine einheitli-

che Néhrstoffversorgung garantiert, die Anzahl unerwiinschter Bodenorganismen verringert
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und die Inokulation mit den gewiinschten Bakterienstimmen vereinfacht. 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, be-

leuchtet.

3.3 Klimakammern

Fuar den Versuch wurden die Pflanzen unter zwei verschiedenen Dampfdruckdefiziten (VPD =
Vapour Pressure Deficit) kultiviert, was ein relatives Mal fur die Luftfeuchte ist. Es wurde
nachgewiesen, dass Reispflanzen unter einem hohen VPD (VPD+) eine um den Faktor 1,5-2
hohere Transpirationsrate aufweisen, als Reispflanzen unter einem niedrigen VPD (VPD-)
(Kuwugata et al. 2012).

Drei Boxen jeder Wiederholung kamen in eine Klimakammer mit hohem VPD, die anderen
drei Boxen kamen in eine Klimakammer mit niedrigem VPD. Die Klimakammern standen im
Gewachshaus. Sie hatten einem Holzrahmen mit Plexiglaswanden und wurden nach auf3en
durch Kunststoffvorhange abgeschirmt. Uber den Versuchszeitraum lag die durchschnittliche
Temperatur in den Kammern bei 31,2 °C. In der Kammer mit der héheren VPD (VPD +) wurde
die durchschnittliche relative Luftfeuchtigkeit mit einem Luftentfeuchter (Condorb DC-10,
Seibu Giken DST, Schweden) bei ungefahr 43,8 % gehalten. In der Kammer mit dem niedrigen
VPD (VPD -) wurde die Luft mit einem Dampfluftbefeuchter (Heater Compact Comfort, Hyg-
roMatik GmbH, Deutschland) auf ca. 83,7 % relative Luftfeuchtigkeit befeuchtet. An beiden
Seitenwanden, sowie an der Decke der Kammern war ein Axiallifter (120x120 cm, Sunon
KD1212PTS-6A, Sunonwealth Electric Machine Industry Co., Taiwan) angebracht, um eine
gute Durchliftung der Kammern zu gewahrleisten. In jeder Kammer hat ein Temperatur- und
Feuchte- Datenlogger (Tinytag TGP-4500, Gemini Data Loggers Ltd, United Kingdom), alle
30 Minuten die Temperatur und die relative Luftfeuchtigkeit erfasst. In der folgenden Abbil-
dung werden die Tagesmittel der Klimadaten in dem Zeitraum, in dem die Pflanzen in den
Klimakammern standen, dargestellt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Klimatische Bedingungen in den Klimakammern tber den Versuchszeitraum. Dargestellt sind die
Temperaturen bei hohem (®) und niedrigem (o) VPD, sowie die relative Lufifeuchtigkeit unter einem hohen (A)
und unter einem niedrigen (A) VPD.

3.4 Kultivierung der Bakterien

Fur die Bakterienkultivierung wurden Glycerolstocks der verwendeten Bacillus megaterium
und Bacillus pumilus Isolate verwendet, die bei -80 °C in einem Ultratiefkiihlschrank (Fryka
Kéltetechnik, TS 80-100) gelagert wurden. Unter einer Sterilbank (NordicSafe® Low Noise,
Class Il Biological Safety Cabinets, ESCO Micro Pte Ltd., Singapur) wurde jedes Isolat mit
einer Impfose in einem Verdinnungsviereck auf TSB-Agarplatten ausgestrichen und anschlie-
Rend bei 28 °C inkubiert. Nach 24 Stunden wurden, je nach GroRe der Kolonien, ein bis zwei
Kolonien mit einem sterilen Holzspachtel aufgenommen und mit 200 ml flissigem TSB-Né&hr-
medium in einem Erlenmeyerkolben angeimpft. Die Bakterienkulturen wurden anschlieRend
bei 28 °C und 125 rpm auf einem Schittelinkubator (SM-30, Edmund Biihler GmbH, Deutsch-
land) inkubiert.

Nach 24 Stunden wurden die Flissigkulturen aus dem Schittler entnommen und die optische
Dichte (OD) wurde mit einem Spektrophotometer (DU-640 Spectrophotometer, Beckman,
USA) bei 550 und 600 nm bestimmt. Das reine TSB-Nahrmedium wurde als Referenzmedium
verwendet. Wenn die gemessene OD-Wellenlange unter 0,8-1 lag, wurde die Kultur fir eine
weitere Stunde in den Schttler gestellt, damit die Bakterien sich weiter vermehren konnten.
AnschlieBend wurden die Bakterien in einer Zentrifuge (Beckman Coulter, Allegra® X-15R
Centrifuge, Deutschland) fiir 15 Minuten bei 3000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand wurde

abgeschuttet. Die zurtickgebliebenen Bakterienpellets wurden je nach ODsso mit so viel
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Ringerlésung verdunnt, dass fir jede Kiste 50 ml Bakteriensuspension mit ODsso = 1,4 zur
Verfligung stand. Die ODsso wurde dazu nochmals uberprift, gegebenenfalls wurde nochmals

mit Ringerlésung verdinnt.

3.5 Inokulation der Pflanzen

Insgesamt 23 Tage nach der Keimung wurden die Pflanzen mit den Bakterien inokuliert. Als
die Bakterien zu den Pflanzen gegeben wurden, wurden die Boxen erst komplett entleert und
dann mit jeweils 3,5 Liter 100 % Yoshida N&hrlosung aufgefullt. Dieser N&hrldsung wurden
dann entweder 50 ml Bakteriensuspension oder im Fall der Kontrolle 50 ml ¥ Ringerlésung
zugegeben. Bei der Hélfte der Pflanzen wurden die Wurzeln angeschnitten (verletzt), bei der
anderen Hélfte nicht (unverletzt). Bei der ersten Wiederholung wurden die Wurzeln einen Tag
nach der Inokulation angeschnitten, bei der zweiten Wiederholung direkt am Tag der Inokula-

tion.

3.6 Versuchsaufbau

30 Tage nach der Aussaat wurden die VVersuchspflanzen geerntet, um sie auf die Aufnahme und
Verteilung der Bakterien zu untersuchen. Dafiir wurden die Pflanzen in die vier jungsten voll-
entwickelten Blattspreiten LO, L1, L2 und L3 (insofern vorhanden), die dazugehdrigen Blatt-
scheiden S1, S2 und S3 (insofern vorhanden) und die Wurzeln aufgeteilt. Als LO wurde die
gesamte jingste Blattspreite mitsamt Blattscheide gewertet.

Die Pflanzen wurden einzeln aus den Kisten genommen und ihre Wurzeln wurden mit einer
Schere abgetrennt. Die Pflanze wurde in ihre einzelnen Blattspreiten und Blattscheiden aufge-
trennt. Alle Pflanzenteile wurden fur 1,5 Minuten in separate, mit 70 % Ethanol (EtOH) geftillte
Becherglaser gelegt. Danach kamen die Pflanzenteile in 1 % Bleach. Nach 10 Minuten wurden
sie 5 Mal mit demineralisiertem Wasser gewaschen und kurz abgetrocknet. Von jedem Pflan-
zenteil wurden ungefahr 0,1 g Probe mit einer Feinwaage (Precisa XB 220 A, Precisa Gravi-
metrics AG, Schweiz). in ein Mikroréhrchen (2 ml, Sarstedt, Deutschland) eingewogen und das
exakte Gewicht jeder Probe wurde notiert Die Proben wurden auf Eis zwischengelagert, damit
enzymatische Aktivitaten eingeschrénkt werden konnten. Mit Hilfe eines Dispensers wurde je-
der Probe 1 ml Ringer-Ldsung zugegeben. Anschliefend wurden die Proben fir eine Minute

bei 6 rpm in den Homogenisator (FastPrep®-24 Classic Instrument; QuickPrep™ 1 24x2 ml
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Adapter, MP Biomedicals) gegeben. In dem Homogenisator wurden, mit Hilfe von Keramik-
Kugeln, die Zellwande der Pflanzenteile zerstort und die Proben wurden homogenisiert. An-
schlieend wurden die Proben fiir 30 Sekunden bei 4 °C und 3000 rpm abzentrifugiert (Biofuge
fresco, Heraeus Instruments, Deutschland). VVon den fertig behandelten Proben wurden dann,
unter der Sterilbank, jeweils 200 ul mit einer Pipette auf eine Agarplatte gegeben und mit einem
sterilen Drigalski-Spatel verteilt. Die Platten wurden mit einem Deckel verschlossen und kopf-
Uber Uber Nacht bei 30 °C in einen Trockenschrank (Heraeus, BK 5060 Brutschrank, Deutsch-
land) gestellt. Bei der Auszahlung wurden die einzelnen Bakterienkulturen von der Unterseite

der Platten mit einem Marker markiert. Die ausgezahlten Ergebnisse wurden vermerkt.

3.7 Nachweis der Bakterien in der N&hrldsung

Bei der zweiten Wiederholung wurden Proben der N&hrlésungen genommen, um zu prifen, ob
und wie stark sich die Bakterien in der Nahrlosung vermehrt hatten. Dazu wurden am Tag der
Inokulation, sowie am dritten und sechsten Tag nach der Inokulation von allen Kisten je 1 ml
Probe genommen. Von diesen Proben wurden jeweils 200 pl auf TSA-Agarplatten ausgestri-

chen.

3.8 Mikroskopieren

Um zu Uberprifen ob die aus den Pflanzenproben stammenden Bakterienstdamme die gleichen
waren, die zuvor inokuliert wurden, wurden einzelne Bakterienkolonien, die sich auf den Agar-
platten der Proben gebildet hatten, mikroskopiert. Als Referenz wurden ausgestrichene Glyce-
rolstocks der jeweiligen Isolate verwendet. Zum Mikroskopieren wurden die Kolonien auf den
Objekttrager auf einen Glycerin-Tropfen (Glycerin, ROTIPURAN®, Carl Roth, Deutschland)

positioniert. Um die Proben vergleichen zu kénnen, wurden von ihnen Bilder gemacht.

3.9 Auswertung der Ergebnisse

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde Microsoft Excel verwendet. Die Anzahl
der Kolonien wurde auf koloniebildende Einheiten (KBE) pro 1 g Frischgewicht (FG) der Blatt-
masse umgerechnet, da die gezahlten Bakterienkolonien aus Proben unterschiedlicher GroRe
stammten, und somit nicht ausdrucksstark waren. Die Standardfehler der Mittelwerte der Wie-

derholungen wurden berechnet und in die Grafiken eingeftigt.
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Die Grafiken wurden mit SigmaPlot (Version 10, Systat Software GmbH) erstellt. Die statisti-
sche Auswertung der Ergebnisse wurde mit Zweistichproben t-Tests unter der Annahme glei-

cher Varianzen (o = 0,05) mit Microsoft Excel gemacht.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis der Bakterien in der N&hrlésung

Um zu Uberprifen, ob und wie stark sich die zur Inokulation der Pflanzen verwendeten Bazil-
lusisolate in der Yoshida-Nahrldsung vermehrt haben, wurden am Tag der Inokulation, am drit-
ten und am siebten Tag nach der Inokulation Proben genommen. Die Proben vom Tag der In-
okulation waren nicht auswertbar.

Abbildung 2: Probe der Nahrlésung Abbildung 3: Probe der mit B. megate-  Abbildung 4: Probe der mit B. pumilus
der Kontrolle am siebten Tag nach der  rium inokulierten Nahrldsung am drit-  inokulierten N&hrlésung am siebten
Inokulation ten Tag nach der Inokulation Tag nach der Inokulation

Auf den Platten der Kontrollen sind verschiedene Bakterienstdimme gewachsen, deren Kolo-
nien sich in ihrer Grof3e, Form und Farbe voneinander unterschieden (Abbildung 2).

Die Platte der zweiten Probenahme von der mit B. megaterium inokulierten N&hrlésung war,
wie in Abbildung 3 zu sehen mit Kolonien iberdeckt, die Platte der dritten Probenahme eben-
falls. B. megaterium ist gut in der Nahrldsung gewachsen, es sind keine anderen Bakterien-
stamme auf der Platte zu sehen.

In der mit B. pumilus inokulierten N&hrldsung sind in beiden Proben verschiedene Bakterien-
stdimme gewachsen (Abbildung 4). Es war kein Unterschied zu den Platten der nicht inokulier-

ten N&hrlosung erkennbar.
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4.2 Mikroskopische Untersuchung der Bakterienkolonien

In den oberflachenbehandelten Proben wurden in den meisten Fallen verschiedene Bakterien
gleichzeitig nachgewiesen, deren Kolonien unterschiedliche Formen und Farben aufwiesen.
Um eine bessere Identifizierung der verwendeten Bazillusstimme gewahrleisten zu kdnnen,
wurden unterschiedlich aussehende Kolonien unter dem Mikroskop betrachtet. Der jeweilige
Glycerolstock des fir die Inokulation verwendeten Bazillusisolats wurde dabei als optischer

Vergleich herangezogen.

20 pm 20 pm

04/06/2019, 13:58 04/06/2019, 14:49

Fo~ -
"™

* Glycerdl stock 5 *"355 BS Suakoko L2

Abbildung 6: Ein aus der Blattspreite von Suakoko8 isolier-
tes Bakterium

Abbildung 5: B. pumilus aus dem Glycerolstock

20 um 0
04/06/2019,14:26

362 BS 'Suakoko L1

Abbildung 7: Ein weiteres, aus Suakoko8 isoliertes Bakte-
rium

Die in Abbildung 5 zu sehenden Bakterien stammen aus dem Glycerolstock und sind die, mit
denen die Pflanzen inokuliert wurden. Die Bakterienzeigen das fiir B. pumilus typische Ausse-
hen: Sie sind sehr klein und rundlich. In Abbildung 6 sind die Bakterien zu sehen, die aus einer
Suakoko8 Probe stammen und zunéchst als B. pumilus ausgezéhlt wurden. Die Bakterien auf

den Bildern sind groR und langlich. Abbildung 7 zeigt Bakterien, die von einer Kolonie aus
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einer weiteren Suakoko8 Probe stammen die ebenfalls zunéchst als B. pumilus gezahlt wurde.

Auch diese Bakterien sind groB3 und langlich.

20 pm 20 pm

04/06/2019, 14:09 04/06/2019, 14:41

glycerol stock 4 347 B4 Suakoko 2

Abbildung 8: B. megaterium aus dem Glycerolstock Abbildung 9: Aufnahme eines aus einer Suakoko8 Probe
isolierten Bakteriums

Abbildung 8 zeigt Bakterien, die aus dem B. megaterium Glycerolstock stammen. Die Bakte-
rien sind relativ grof3 und l&nglich. In Abbildung 9 sind Bakterien zu sehen, die aus einer Sua-

koko8 Probe stammen. Ihr Aussehen zeigt die fir B. megaterium typische GroRe und Form auf.

F520 R 20 pm 4 Q >
AT FALINAC 04/0()/20]9,» 14:21 ] ; -04/06/2019,-1433 -

362 BS Suakoko L1 weillliche Kolonien

231 Ko Sahel 108 S3 untypische, gelbe Kolonien

Abbildung 10: Bakterienisolat aus einer nicht inokulierten  Abbildung 11: Bakterienisolat aus einer mit B. pumilus in-
Sahel108 Kontrollpflanze. Die gebildeten Kolonien zeigten  okulierten Suakoko8-Pflanze. Die gebildeten Kolonien zeig-
Bazillus untypische Form und Farbe auf ten Bazillus untypische Form und Farbe auf.

In manchen Proben sind untypische Kolonien, die sich &uRRerlich stark von den inokulierten
Bakterien unterschieden haben, gewachsen. In den Abbildungen 10 und 11 sind Bakterien aus
zwei solcher Isolate abgebildet. In beiden Féllen sind die Bakterien sehr klein und untypisch

fiir B. megaterium.
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4.3 Nachweis der Bakterien in den Pflanzen

Bei der Auszéhlung wurden zunéchst die Kolonien beider inokulierten Bakterienstdimme ge-
zahlt. Auf Grund der mikroskopischen Untersuchung werden die Ergebnisse von B. pumilus
in der Auswertung nicht betrachtet, es wird im Folgenden lediglich auf die Daten von B. me-

gaterium eingegangen.

4.4 Nachweis der Bakterien in den Wurzeln

B. megaterium konnte in 93 % der Proben der Wurzeln nachgewiesen werden. Da die Wurzel-
oberflache desinfiziert wurde, ist davon auszugehen, dass die Bakterien sich in den Wurzeln
gebildet haben und nicht lediglich an der Wurzeloberflache gewachsen sind.

4.5 Sortenunterschiede

Bei Betrachtung der Anzahl der KBE in den Wurzeln sind Unterschiede zwischen den Reissor-
ten zu erkennen. In Abbildung 12 wird die logarithmierte Anzahl der KBE pro g FG in Sua-
koko8 und Sahel108 dargestellt. In Suakoko8 gab es nur geringe Unterschiede zwischen der
Anzahl an KBE in den verschiedenen Behandlungen. In Sahel108 dagegen gab es in den ein-
zelnen Behandlungen erkennbare Differenzen zwischen der Anzahl der KBE. Unter einem ho-
hen VPD konnte eine héhere Anzahl an KBE nachgewiesen werden als unter einem niedrigen

VPD. Zwischen den beiden Wurzelbehandlungen gab es nur geringe Unterschiede.

Sahell108 Suakoko8

PR AT

100 1 b

KBE /g FG

10 4 b

uv + uv - Vv + V- uv + uv - v+ V-
Abbildung 12: Mittelwerte der B. megaterium KBE pro g FG in den Wurzeln der Reissorten Sahel 108

und Suakoko8. Auf der x-Achse wird zwischen unverletzten (uv) und verletzten (v), sowie einem hohen
VPD (VPD +) und einem niedrigen VPD (VPD -) unterschieden.
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4.6 Aufnahme der Bakterien in oberirdischen Pflanzenorgane

Im Verlauf dieses Versuches stellten sich manche Platten als nicht auswertbar heraus und nur
in 83 % der Proben der oberirdischen Pflanzenorgane konnte B. megaterium nachgewiesen
werden. Dies hat zur Folge, dass sich die Mengen der Proben der einzelnen Blattorgane in denen
KBE nachgewiesen werden konnten, unterschieden. Bei Betrachtung der alten Blattorgane
konnte in L3 in 44 % und in S3 in 37 % der Proben B. megaterium nicht gefunden werden.
Mehrmals konnten B. megaterium in nur einer der beiden Wiederholungen nachgewiesen wer-
den. In Tabelle 2 wird der Prozentsatz an Proben der Blattscheiden und Blattspreiten gezeigt,

in denen B. megaterium gefunden werden konnte.

Tabelle 2: Anteil der Proben an der Gesamtzahl der einzelnen Behandlungen, in denen B. megaterium nachgewiesen werden
konnte. uv = unverletzte Wurzeln, v = verletzte Wurzeln; - = niedriges VPD, + = hohes VPD.

B. megaterium
Blattspreite Blattscheide

VPD - Unverletzt 50 % 83 %

0, 0,
Sahel108 Verletzt 100 % 83 %
VPD + Unverletzt 88 % 83 %
Verletzt 88 % 83 %
VPD - Unverletzt 88 % 83 %

0, 0,
Suakokos Verletzt 88 % 67 %
VPD + Unverletzt 88 % 83 %
Verletztt 88 % 83 %

4.7 Vergleich aller Behandlungen

Um die Anzahl der KBE pro g FG in den beprobten oberirdischen Pflanzenorganen darzustellen,
wurden die Auswertungen fir die einzelnen Blattscheiden und Blattspreiten logarithmiert (Ab-
bildung 13).

Die Inokulation von Sahel108 mit B. megaterium resultierte unter einem hohen VPD in einer
signifikant hoheren Anzahl an KBE in den Blattern als unter einem niedrigen VPD
(p =0, 00595). In Sukoko8 konnten ebenfalls unter einem hohen VPD signifikant mehr KBE
in den Blattern nachgewiesen werden als unter einem niedrigen VPD (p = 0,01944). Die
Suakoko8-Pflanzen wiesen signifikant mehr KBE in den Blattern auf als die Sahel108-Pflanzen
(p = 0,00289). In den verletzten Sahel108-Pflanzen konnten in den Bléattern signifikant mehr

KBE nachgewiesen als in den Blattern der unverletzten Pflanzen (p = 0,0346). In der Mehrzahl
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der Falle konnten in den Pflanzenorganen der verletzten Pflanzen mehr KBE nachgewiesen
werden als in denen der unverletzten, dennoch konnten in den einzelnen Blattorganen keine

Signifikanzen zwischen verletzten und unverletzten Pflanzen nachgewiesen werden.

VPD - VPD +
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Lo L1 L2 S1 S2 Lo L1 L2 S1 S2
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o
s
=]
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[ Verletzt

Abbildung 13: Logarithmierte Darstellung der Mittelwerte der B. megaterium KBE pro g FG in den
Blattspreiten der drei Altersstufen (LO, L1, L2) und in den zugehdrigen Blattscheiden (S1, S2) in beiden
Reissorten. Verglichen wurde zwischen unverletzten und verletzten Wurzeln. In der linken Spalte befin-
den sich die Ergebnisse unter einem niedrigen VPD (VPD-) und in der rechten Spalte unter einem hohen
VPD (VPD +).

4.8 Bakterien innerhalb der Blatter

B. megaterium wurde in beiden Reissorten unter beiden Luftfeuchtebedingungen sowohl in den
Blattspreiten als auch in den Blattscheiden nachgewiesen. In Suakoko8 wurden signifikant
mehr KBE in den Blattspreiten als in den Blattscheiden nachgewiesen (p = 0,0337). In Sahel108
unterscheidet sich die Anzahl der KBE zwischen Blattscheiden und Blattspreiten nur marginal.
In Abbildung 14 ist die logarithmierte Anzahl der KBE pro g FG in den unterschiedlich alten
Blattorganen, unterteilt in Blattscheide und Blattspreite, dargestellt. Es ist nicht moglich, zwi-

schen den Altersstufen einen eindeutigen Trend bei der Verteilung der KBE zu erkennen. In
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den jungen Blattorganen (L1, L2, S1, S2) der Pflanzen, die unter einem hohen VVPD gewachsen
sind, wurden signifikant mehr KBE nachgewiesen, als in den jungen Blattorganen der Pflanzen,
die unter einem niedrigen VPD gewachsen sind (p = 0,00435).

Blattspreite Blattscheide
10000
Sahel108
1000 - g I
O
L
- i
1]
om
N4
100 i
10 ‘ ‘ ‘ ; ‘ =
uv+ v+ uv- V- uv+ v+ uv- V-
10000
Suakoko8

1000 - T

100 + b

KBE /g FG
|
Il

10

uv+ v+ uv- V- uv+ v+ uv- v-
. L1 N S1
[ — ) /1 s2

Abbildung 14: Logarithmierte Darstellung der Mittelwerte der KBE pro g FG in den Blattscheiden
der Altersstufen 1 & 2 (rechts) und in den Blattspreiten der Altersstufen 1 & 2 (links) unter einem
niedrigen () und einem hohen (+) VPD bei verletzten (v) und unverletzten (uvU Wurzeln.

4.9 Verteilung der KBE zwischen Blattspreite und Blattscheide

In Abbildung 15 wird die prozentuale Verteilung von B. megaterium auf die Blattspreiten und
die Blattscheiden dargestellt. In Suakoko8 waren bei allen Behandlungen mehr KBE in den
Blattspreiten als in den Blattscheiden. In Sahel108 waren mehr in der Blattscheide, aul3er bei
der Behandlung mit verletzten Wurzeln unter niedrigem VPD, bei welcher mehr KBE in der
Blattspreite waren. Die verletzten Pflanzen beider Sorten wiesen immer einen hoheren Anteil

an KBE in den Blattspreiten auf als die unverletzten.
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der KBE in den Blattscheiden und Blattspreiten unter einem
niedrigen (-) und einem hohen (+) VPD bei unverletzten (uv) und verletzten (v) Wurzeln.

4.10 Verhaltnis zwischen oberirdischen Pflanzenorganen und Wurzeln

In Abbildung 16 wird das Verhaltnis der Anzahl der KBE in den beprobten oberirdischen Pflan-
zenorganen (LO, L1, L2, S1, S2), zu denen innerhalb der Wurzeln dargestellt. Bei den Behand-
lungen, bei denen das Verhaltnis unter Eins ist, konnten mehr KBE in den Wurzeln gefunden
werden. Wenn das Verhaltnis groRRer als Eins ist, wurden in den oberirdischen Pflanzenorganen
mehr KBE nachgewiesen.

In allen Behandlungen von Sahel108 gab es mehr KBE in den Wurzeln als in den oberirdischen
Blattorganen. In Suakoko8 gab es bei unverletzten Wurzeln unter einem hohen VPD und bei
verletzten Wurzeln unter einem niedrigen VPD mehr KBE in den oberirdischen Blattorganen,

ansonsten waren mehr KBE in den Wurzeln.
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Abbildung 16: Relation der Anzahl an KBE von B. megaterium in den oberirdischen Pflanzenorganen (O) und in den
Wurzeln (W) von Sahel108 (links) und Suakoko8 (rechts) unter niedrigem (-) und hohem (+) VPD bei verletzten (v) und
unverletzten (uv) Wurzeln.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es zu eruieren, ob die Bakterienstdamme Bacillus megaterium und
Bacillus pumilus die Reissorten Sahel108 und Suakoko8 besiedeln und wenn ja, wohin sie
sich in den Pflanzen verteilen. Des Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss unterschied-
liche Dampfdruckdefizite und das Verletzten der Reiswurzeln auf die Aufnahme und Vertei-

lung der beiden Bakterienstdamme haben.

B. megaterium konnte in 83 % der beprobten oberirdischen Pflanzenorgane und in 96 % der
Wurzelproben nachgewiesen werden. Nicht in allen Pflanzen haben sich in dem Versuchszeit-
raum drei vollentwickelte Blatter ausgebildet, daher fehlen fiir L3 und S3 teilweise Daten. Zu-
dem war der Anteil der Proben, in denen die inokulierten Bakterien nachgewiesen werden konn-
ten, bei der Untersuchung der altesten Blattorganen am geringsten. Bei der Betrachtung von L3
konnte in 44 % und bei S3 in 37 % der Proben B. megaterium nicht gefunden werden, mehrmals
konnte es nur in einer der beiden Wiederholungen nachgewiesen werden. Aus diesem Grund
koénnen mit den Ergebnissen dieser Proben keine stichhaltigen Aussagen getroffen werden,

weshalb diese im Folgenden nicht dargestellt und ausgewertet werden.

Da bei dieser Arbeit nur zwei Wiederholungen durchgefihrt wurden, ist eine statistische Aus-
wertung nur bedingt méglich. Die Anzahl der Bakterien in den zwei Wiederholungen der ein-

zelnen Behandlungen war oft weit gestreut, was zu hohen Standardfehlern fuhrte.

5.1 Bakterien in der N&hrldsung

In der mit B megaterium inokulierten Nahrlésung konnte B. megaterium nachgewiesen werden.
B. megaterium hat sich in der N&hrlésung angesiedelt und vermehrt. Da sich die Proben der mit
B. pumilus inokulierten N&hrlésung und die der Kontrolle sehr &hneln, ist es fraglich, ob tat-
séchlich B. pumilus in der Nahrlésung vorhanden war. Méglicherweise hat es sich gar nicht erst
in der N&hrlgsung ansiedeln kdnnen, oder die Bakterien konnten sich ansiedeln und sind danach
gestorben. Der Grund dafiir kann eine geringe Konkurrenzkraft des Stammes gegentber ande-
ren Bazillusstdmmen sein, die in die Nahrldsung gelangt sind. Dadurch kénnte die Ausbreitung
und Vermehrung von B. pumilus in der Nahrlésung stark einschrénkt bzw. génzlich unterbun-
den worden sein. Ebenfalls mdglich ist, dass der pH-Wert oder die Temperatur der Nahrlésung
nicht mit den fir das Uberleben der Bakterien bendtigten Werten (ibereinstimmten und diese

sich deshalb nicht vermehrt haben.
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5.2 Mikroskopische Untersuchung der Bakterienkolonien

Bei dem Vergleich der B. megaterium Kolonien lassen sich Ubereinstimmungen der Bakterien
in Abbildung 8 mit denen in Abbildung 9 erkennen. Die Bakterien der Kolonie aus dem Gly-
cerolstock sind, wie auch die aus den Kolonien der Probe, langlich und groR. Dies spricht dafr,
dass es sich auch bei den Bakterien aus der Suakoko8 Probe um B. megaterium handelt.

Die in Abbildungen 6 und 7 abgebildeten Bakterien unterscheiden sich stark in ihrem Aussehen
von den in Abbildung 5 gezeigten Bakterien. Die Bakterien, die ursprunglich inokuliert wurden,
sind wesentlich kleiner und runder als die Bakterien deren Kolonien spater tatséchlich gezahlt
wurden. Der Vergleich der mikroskopischen Bilder spricht dafir, dass die auf den Platten ge-
zéhlten Bakterien nicht zu dem B. pumilus Stamm gehdren, mit dem zuvor inokuliert wurde.
Auch die anderen, auf den entsprechenden Platten gewachsenen Kolonien zeigten kein typi-
sches B. pumilus Aussehen. Keine der Kolonien auf den Platten der Nahrlésung konnte eindeu-
tig als B. pumilus identifiziert werden. Der zur Inokulation verwendete Bazillusstamm konnte

nicht in den Pflanzen nachgewiesen werden.

5.3 Einfluss der relativen Luftfeuchte

Das Eindringen der Bakterien in die Pflanze kann mdglicherweise mit Hilfe des Transpirati-
onsstromes geschehen. Wére dies der Fall, missten in den Pflanzen, die unter einem hohen
VPD, also bei einer hoheren Transpirationsrate gewachsen sind, mehr KBE in den Wurzeln
nachgewiesen werden kénnen. Wie in Abbildung 12 dargestellt, sind in Sahel108 Unterschiede
zwischen den VPDs erkennbar. Unter einem hohen VPD konnten mehr KBE in den Wurzeln
nachgewiesen werden als unter einem niedrigen VPD. Diese Ergebnisse unterstlitzen die These,
dass die relative Luftfeuchte einen Einfluss auf die Besiedelung der Pflanze hat und die Bakte-

rien bei einem hohen VPD einfacher in die Wurzeln eindringen kénnen.

Auch der Transport der Bakterien durch die Pflanzen erfolgt moglicherweise passiv im Zuge
des Transpirationsstroms. Unter Beriicksichtigung dieser Annahme mdssten bei einem hohen
VPD mehr Bakterien in die Bléatter transportiert werden als bei einem niedrigen, da es bei einem
hohen VPD zu einem stérkeren Transpirationsstrom kommt als bei einem niedrigen. Sowohl in
Suakoko8 (p = 0,01944) als auch in Sahel108 (p = 0,00289) konnten signifikant mehr KBE in
den jungen Blattorganen (LO-L2, S1, S2) der Pflanzen nachgewiesen werden konnten, die unter
einem hohen VPD gewachsen sind, als in denen die unter einem niedrigen VPD gewachsen
sind. Diese Beobachtung wird in Abbildung 13 noch einmal verdeutlicht. An dieser l&sst sich
ablesen, dass bei den beprobten Blattorganen in den jungen Blattern beider Sorten unter einem
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niedrigen VPD weniger B. megaterium vorhanden war als unter einem hohen VPD. Die Be-
trachtung der hier erlauterten Ergebnisse lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Luftfeuchte
einen Einfluss auf die Verteilung der Bakterien in den Blattorganen hat, da bei einem hohen
VPD mehr KBE die beprobten Blattorgane besiedelten als bei einem niedrigen.

Bei Betrachtung der Relation der KBE in der Blattspreite zu den KBE in der Blattscheide in
Sahel108, dargestellt in Abbildung 15, ist erkennbar, dass es unter den verschiedenen Luft-
feuchten nur bei den verletzten Wurzeln Unterschiede gibt. Daraus ergibt sich die Schlussfol-
gerung, dass der VPD in Sahel108 keinen Einfluss auf die Verteilung von B. megaterium zwi-
schen Blattspreiten und Blattscheiden hat. Da in Suakoko8 sowohl unter einem hohen VPD als
auch unter einem niedrigen VPD mehr KBE in den Blattspreiten als den Blattscheiden gefunden
wurden, kann auch dort kein Einfluss der Luftfeuchte auf die Verteilung nachgewiesen werden.
Der VPD scheint sich somit in beiden Reissorten nicht auf die Verteilung der Bakterien zwi-

schen Blattspreite und Blattscheide auszuwirken.

5.4 Einfluss der Wurzelbehandlung

Damit Bakterien in die Wurzeln eindringen kdnnen, missen sie die Wurzelepidermis tiberwin-
den. Da diese Barriere bei verletzten Wurzeln nicht mehr Gberwunden werden muss, kann das
maoglicherweise das Eindringen der Bakterien in die Wurzeln erleichtern. In Suakoko8 fand
sich bei allen Behandlungen eine ahnlich hohe Anzahl an B. megaterium in den Wurzeln. In
Sahel108 gab es unter einem hohen VPD bei beiden Wurzelbehandlungen eine ahnlich starke
Aufnahme von B. megaterium, unter einem niedrigen VPD gab es in den verletzten Pflanzen
etwas mehr B. megaterium. Die Ergebnisse von Suakoko8 sprechen eindeutig gegen den Ein-
fluss vom Zustand der Wurzeln auf das Eindringen von Bakterien in diese, da die Anzahl der
KBE sich zwischen den Wurzelbehandlungen nur marginal unterscheiden. Auch in Sahel108
sind die Unterschiede der Anzahl an KBE zwischen den Wurzelbehandlungen gering, hier kann
die Vermutung ebenfalls nicht bestatigt werden. Die Ergebnisse kénnen die These des Einflus-
ses des Zustandes der Wurzeln auf das Eindringen der Bakterien in die Wurzel nicht belegen.
Auch in den Versuchen von Hartl konnte bei keiner der Wurzelbehandlungen eine bessere Auf-
nahme nachgewiesen werden (Hartl, 2017).

Da bei verletzten Wurzeln die Epidermis zerstort wurde, kann dies, durch das Fehlen dieser
Barriere, moglicherweise zu einer erhohten Transpirationsrate filhren. Demnach wiirde das Ab-
schneiden der Wurzeln zu einer starkeren Verteilung der Bakterien mit Hilfe des Transpirati-

onsstrom fiihren. Unter VVoraussetzung dieser Annahme mdissten sich in den verletzten Pflanzen
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mehr Bakterien in den Blattern ansammeln, da sie mit dem starkeren Transpirationsstrom ver-
mehrt dorthin transportiert werden wirden.

Bei der Betrachtung der einzelnen beprobten Blattorgane der verletzten und unverletzten Pflan-
zen in Abbildung 13 ist erkennbar, dass unter beiden VPDs, abgesehen von wenigen Ausnah-
men, in den verletzten Pflanzen mehr Bakterien die beprobten Blattorgane besiedeln als in den
unverletzten Pflanzen. In Sahel108 waren in den verletzten Pflanzen signifikant mehr KBE in
den beprobten Blattorganen als in den unverletzten Pflanzen (p = 0,0346). Ergo hat die Wur-
zelbehandlung einen Einfluss auf die Verteilung der Bakterien in der Pflanze.

Bei der in Abbildung 15 dargestellten Analyse der Pflanzen kénnen Unterschiede zwischen den
beiden Wurzelbehandlungen festgestellt werden. Die Wurzelbehandlungen tiben einen Einfluss
auf die Verteilung der KBE zwischen Blattspreite und Blattscheide aus. Bei beiden Reissorten
konnten in den Pflanzen, die unter demselben VPD gewachsen sind, immer in den verletzten
Pflanzen mehr KBE in den Blattspreiten nachgewiesen werden als in den unverletzten. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass bei verletzten Wurzeln der Transpirationsstrom

stérker ist und deshalb die Bakterien besser in die Blattspreite transportiert werden konnen.

5.5 Unterschiede zwischen den Sorten

Abbildung 12 stellt das Vorkommen von B. megaterium in den Wurzeln in Abhéngigkeit von
der Wurzelbehandlung dar. Es fallt auf, dass es im Falle von Suakoko8, im Gegensatz zu Sa-
hel108, keinen Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungen gibt. Dies ist moglicher-
weise auf unterschiedliche Eintrittsmethoden von B. megaterium in Suakoko8 und Sahel108
zuruckzufiuhren. Um Riickschllsse dartiber zu ziehen, ob dies der Grund flr den Unterschied
zwischen den Sorten ist, missen Versuche gemacht werden, die das Eindringen von B megate-
rium in die beiden Reissorten erforschen und vergleichen.

In den Blattern von Suakoko8 konnten signifikant mehr Bakterien als in denen von Sahel108
nachgewiesen werden (p = 0,01944). Wenn man von der Annahme ausgeht, dass die Bakterien
passiv mit dem Transpirationsstrom durch die Pflanze transportiert werden, kdnnten die ver-
schieden hohe Transpirationsraten der Sorten die Ursache davon sein.

Die prozentuale Verteilung der Bakterien zwischen Blattspreite und Blattscheide in den beiden
Sorten (Abbildung. 15) spricht ebenfalls fur unterschiedliche Transpirationsraten in den beiden
Reissorten. In Suakoko8 wurde B. megaterium bei allen Behandlungen vermehrt in den Blatt-
spreiten nachgewiesen. In Sahel108 war die Verteilung je nach Behandlung unterschiedlich,

nur in verletzten Pflanzen, die unter niedrigem VPD gewachsen sind, waren mehr Bakterien in
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der Blattspreite. Diese Ergebnisse bestarken die Hypothese, dass Suakoko8 auf Grund einer
héheren Transpirationsrate mit dem starkeren Transpirationsstrom die Bakterien besser in die
Blattspreite transportieren kann. Der Transpirationsstrom von Sahel108 ist vermutlich geringer
und transportiert daher weniger Bakterien in die Blattspreiten.

Bei Betrachtung der verletzten Pflanzen (Abbildung 15) befanden sich in Suakoko8 mehr Bak-
terien in den Blattspreiten. Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Forschungsergebnissen tber-
ein. Es konnte nachgewiesen werden, dass in verletzten Reispflanzen der Sorten IR 31 785-58-
1-2-3-3 und TOX 4004-8-1-2-3 tendenziell mehr Bakterien die Blattspreiten als die Blattschei-
den besiedelt haben (Hartl, 2017). In Sahel108 gab es nur marginale Unterschiede bei der Ver-
teilung der Bakterien zwischen Blattspreite und Blattscheide. Ursache fir die unterschiedliche
Verteilung konnen maoglicherweise die Transpirationsraten der verschiedenen Reissorten sein.
Um zu Uberprifen, ob die unterschiedlich starken Transpirationsstréme der beiden Reissorten
der Grund fir die Sortenunterschiede sind, oder ob andere Faktoren daran beteilig sind, missen
die Transpirationsraten der beiden Reissorten gemessen und verglichen werden. Erst dann kann
eine Aussage dar(iber getroffen werden, ob sich die Bakterien tatsachlich aufgrund unterschied-
lich starker Transpirationsstrome in verschiedenen Pflanzenorgane der jeweiligen Reissorte

verteilen, oder nicht.

5.6 Verhaltnis oberirdischer Pflanzenorgane zu Wurzel

Die in Abbildung 16 dargestellten Verhaltnisse der Anzahl an KBE zwischen oberirdischen
Blattorganen und Wurzeln lassen Unterschiede in der Verteilung erkennen.

In anderen Arbeiten, in denen die Verteilung von Bakterien in Pflanzen betrachtet wurde, konn-
ten in den Wurzeln gréRere Anteile der Bakterien als in den anderen Pflanzenorganen gefunden
werden. Dies war der Fall bei der Inokulation von Weizen, Hafer, Mais und anderen Kultur-
pflanzenarten mit Pseudomonas aurofaciens (Lamb et al., 1996) und bei der Inokulation von
IR 31 785-58-1-2-3-3 und TOX 4004-8-1-2-3 mit B. megaterium und B. pumilus (Hartl, 2017).
Diese Verteilung konnte in dieser Arbeit fir B. megaterium ebenfalls beobachtet werden. Bei
den Sahel108-Pflanzen war das Verhaltnis von KBE in den oberirdischen Pflanzenorganen zu
Wurzeln immer unter Eins. Auch in Suakoko8 konnten auch bei der bei der Kombination von
unverletzten Wurzeln mit hohem VPD und verletzten Wurzeln mit niedrigem VPD mehr Bak-

terien in den Wurzeln gefunden werden.
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5.7 Mdogliche Fehlerquellen und Verbesserungsvorschlége

Im Laufe der Arbeit hat sich gezeigt, dass der gewahlte Versuchsaufbau einige mogliche Feh-
lerquellen aufweist. Bei der Auswertung der nicht inokulierten Kontrollpflanzen fiel auf, dass
auch ohne Inokulation Endophyten auf den verwendeten TSA-Platten unter den gewahrleisteten
Inkubationsbedingungen nachweisbar sind. Eine absolut sichere Unterscheidung der verwen-
deten Bazillusstdamme von sonstigen Bakterien ist durch die alleinige Betrachtung der Kolonie-
beschaffenheit nicht méglich. Aus diesem Grund sollte man das Vorkommen unerwiinschter
Endophyten nach allen Mdglichkeiten reduzieren. Eine MalRnahme, die deshalb ergriffen wer-
den sollte, ist es steriles Wasser zum GieRRen der Pflanzen zu verwenden.

Die Ernte der Pflanzen sollte erst zu einem spéateren Zeitpunkt durchgefiihrt werden, damit
moglichst viele Pflanzen zum Erntezeitpunkt mindestens 3 vollentwickelte Blatter ausgebildet
haben. In Vergleichsversuchen wurden die Pflanzen erst nach 37 Tagen, also 7 Tage spater als
in dieser Arbeit geerntet (Hartl, 2017).

Bei der Auswertung der Ergebnisse ist aufgefallen, dass es durch die geringe Zahl der Wieder-
holungen zu hohen Standardfehlern kam und kaum signifikante Ergebnisse nachgewiesen wer-
den konnten. Um dies bei einer erneuten Durchfiihrung dieses Versuches zu verhindern, sollten

mindestens drei Wiederholungen durchgefiihrt werden.
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6 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Aufnahme und Verteilung von B. megaterium und B. pumilus in
zwei verschiedenen Reissorten analysiert. In der Nahrlésung konnte B. pumlius nicht nachge-
wiesen werden. Bei einem Vergleich der mikroskopischen Bilder der inokulierten Bakterien-
stamme und den ausgezéhlten Stammen der Probe hat sich herausgestellt, dass es sich nicht um
denselben Bakterienstamm handelt. Es ist nicht klar, ob B. pumlius sich iberhaupt in der Nahr-
I6sung und darauffolgend in den Reispflanzen ansiedeln konnte. Die Ergebnisse zur Aufnahme
und Verteilung von B. pumlius sind nicht verwertbar.

B. megaterium konnte in der N&hrlosung, den Wurzeln und in allen oberirdischen Pflanzenor-
ganen gefunden werden. Es haben sich Unterschiede bei der Verteilung von B. megaterium in
den beiden Reissorten ergeben. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Besiedelung der
Wurzeln abhé&ngig von der Reissorte ist. In den beprobten Blattorganen von Suakoko8 konnten
mehr Bakterien nachgewiesen werden als in denen von Sahel108. Dies kann entweder an un-
terschiedlichen Transpirationsraten oder anderen Einfliissen der Pflanzen auf die Bakterien lie-
gen.

Es konnte eine Beeinflussung des Eintritts von B. megaterium in die Wurzeln durch die Luft-
feuchtigkeit nachgewiesen werden. In den Wurzeln der Sahel108-Pflanzen, die unter einem
hohen VPD gewachsen sind, lies sich mehr B. megaterium nachweisen, als in denen der Pflan-
zen, die unter einem niedrigen VPD gewachsen sind. Da sowohl in Suakoko8 (p = 0,01944) als
auch in Sahel108 (p = 0,00289) signifikant mehr KBE in den Blattorganen der Pflanzen nach-
gewiesen werden konnten, die unter einem hohen VPD gewachsen sind, als in denen die unter
einem niedrigen VPD wuchsen, wurde ein Einfluss des VPDs auf die Verteilung von B. mega-
terium in der Pflanze nachgewiesen.

Die Wurzelbehandlung hatte keinen Einfluss auf das Eindringen von B. megaterium in die Wur-
zeln. Es konnte allerdings bei den Wurzelbehandlungen ein Einfluss auf die Verteilung von B.
megaterium innerhalb der Pflanze festgestellt werden, da die verletzten Sahel108-Pflanzen sig-
nifikant mehr KBE in den Blattern aufwiesen als die unverletzten Sahel108-Pflanzen (p =
0,0346).

In dem Themengebiet der endophytischen Bakterien besteht weiterhin noch ein groRer For-
schungsbedarf. Auch wenn gezeigt werden konnte, dass B. megaterium die Reispflanzen besie-
delt und sowohl die Wurzelbehandlung als auch die Luftfeuchtigkeit einen Einfluss auf die
Verteilung von B. megaterium hat, ist noch nicht geklart in welchem Pflanzengewebe sich die

Bakterien aufhalten und auf welchem Weg sie sich in der Pflanze verteilen.
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