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Hohe Wuchsleistung auch bei Null-Diingung

Stickstoff-Bindung auch ohne Wurzelknoéllchen moglich — Wissenschaftlern gelingt Nachweis fiir N-Fixierung in Salikazeen

Von Dr. Georg von Wihlisch*, GroBhansdorf

Pappeln und Weiden konnen grofle Mengen Biomasse produ-
zieren, sogar auf drmeren Standorten. Dabei haben Versuche
iibereinstimmend gezeigt, dass durch Diingung der Zuwachs
kaum erhoht werden kann. In Zeiten in denen das Einsparen
von Energie grof geschrieben ist und Produktionsmethoden
auf ihren Energiebedarf mittels Energiebilanzen gepriift wer-
den, erhalten Pflanzen, die bei geringem Aufwand viel Energie
zu produzieren vermogen, erhohte Aufmerksamkeit. Dazu ge-
horen Pappeln und Weiden. Warum sie so geniigsam sind, ist
erst jetzt aufgedeckt und noch nicht im Einzelnen untersucht
worden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit verfiigen alle schnell-
wachsenden Pappel- und Weidenarten iiber die Fahigkeit,
Luftstickstoff zu fixieren. Im Zusammenhang mit der nachhal-
tigen Biomasse-Erzeugung bei geringem Energieeinsatz gewin-
nen Pappeln und Weiden dadurch an Bedeutung.

egen ihres schnellen Wachs-
tums werden Zuchtpappeln in
Plantagen in der gemdifigten

Zone angebaut, weltweit auf rund
10 Mio. ha. Viele Versuche wurden an-
gestellt, um die Holzerzeugung noch
weiter zu optimieren. Diese Versuche
ergaben, dass Diingung mit Stickstoff
(N) nur geringe oder keine Wirkung bei
Pappeln zeigt (Booth, 2008; Coleman et
al. 2004; DesRochers et al. 2006; Heil-
man and Xie, 1993; Jug et al. 1999; Lie-
sebach et al. 1999; Mao et al. 2010).

In FACE-Versuchen steigt der Bedarf
an Stickstoff mit hheren CO, Mengen.
Die Pappeln waren jedoch in der Lage,
die hoheren CO,-Mengen in erhdhtes
Wachstum umzusetzen, ohne zusétz-
lich gediingt worden zu sein (Pregitzer
et al. 2000; Luo et al., 2006). Auch sind
Diingungs-Tabellen fiir den Diingerauf-
wand bei Pappeln weitgehend unbe-
kannt und es gibt wenige oder keine
Diingungsempfehlungen fiir Pappeln
und Weiden. Pappeln (Populus sp.)
und Weiden (Salix sp.) sind schnell-
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wachsende Pionierarten mit tiefgreifen-
dem Wurzelsystem und der Fdhigkeit,
sogar auf ndhrstoffschwachen Standor-
ten hohe Biomassezuwichse zu produ-
zieren.

Untersuchungen an Pappeln, die ent-
lang Fliissen in ihrem natiirlichen Habi-
tat auf Sand und Kies wuchsen, zeigten
ausreichende Mengen Stickstoff in den
lebenden Geweben, eine Beobachtung,
die schwer erkldrbar war (Coleman et
al. 1994, Cooke et al. 2004, Lawrence et
al. 1997). Die Erkldrung fiir die Indiffe-
renz der Pappeln gegeniiber Nahrstoff-
mangel im Boden wurde kiirzlich ge-
funden und soll im Folgenden betrach-
tet werden.

Diazotrophe, N-fixierende
Bakterien

Erst seit kurzer Zeit ist bekannt, dass
eine grole Gemeinschaft endophyti-
scher Bakterien im lebenden Gewebe
von Pappel- und Weidenarten existiert,
deren Funktion noch weitgehend uner-
forscht ist. Ulrich et al. (2008a) fanden
insgesamt 53 taxa auf der Gattungsebe-
ne, darunter Proteobacteria, Actinob-
acteria, Firmicutes und Bacteroidetes.
In auf kontaminiertem Boden wachsen-
den Pappeln und Weiden identifizierten
Taghavi et al. (2009) 78 endophytische
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FluBaue im Querschnitt: Dargestellt ist ein Bodenaufbau mit vorwiegend néhr-
stoffarmem Kies im Bereich der Weichholzaue, in der Pappel und Weide ihr natir-

liches Habitat finden.

Stimme, die Mehrheit (71 %) gehorten
zu Gammaproteobacteria, als auch
Serratia spp., Rahnella spp. Pseudo-
monas spp. und Enterobacter spp. Un-
ter diesen Endophyten wurden ver-
schiedene diazotrophe, also N-fixieren-
de Bakterien identifiziert. Endophyti-
sche Bakterien blieben wegen ihres un-
auffilligen Vorkommens im lebenden
Gewebe des Stammes und der Aste un-
entdeckt, da sie nicht wie die Rhizobien
in der Familie der Hiilsenfriichtler (Fa-
baceae) in auffilligen Knollchen an den
Wurzeln vorkommen.

Hiilsenfriichtler gehen eine Symbiose
mit Rhizobia, einer Gattung der Bo-
denbakterien mit der Fahigkeit der bio-
logischen Stickstoff-Fixierung ein. Da-
bei gibt die Wirtspflanze Zucker aus der
Fotosynthese und nimmt Stickstoff der
knollchenbesiedelnden Bakterien. Bei
diesem Vorgang wird atmosphérischer
Stickstoff (N2) durch die Konversion zu
Ammoniak (NHs) pflanzenverfiigbar
gemacht. Fiir diese Konversion wird
viel Energie in Form von Adenosintri-
phosphat (ATP) bendtigt. Durch eine
bestimmte Interaktion bindet sich ein
spezifisches Bakterium mit einer spezi-
fischen Hiilsenfruchtpflanze, woraus
die bekannten Wurzelkndllchen entste-
hen in denen die Stickstoff-Fixierung
stattfindet. Zusétzlich zu den Hiilsen-
friichtlern gibt es in verholzenden Arten
aus neun Familien (Betulaceae, Can-
nabaceae, Casuarinaceae, Coriaria-
ceae, Datiscaceae, Elaeagnaceae, My-
ricaceae, Rhamnaceae und Rosaceae)
Stickstoff-fixierende Mikroben anderer
Arten, darunter Frankia. Auch diese le-
ben in speziellen Wurzelknoéllchen, gut
bekannt ist dies bei den zu den Betula-
zeen gehorenden Erlen.

Nachweise der Stickstoff-
Fixierung in Salikazeen

Bei den Pappeln und Weiden finden
sich die endophytischen Bakterien in-
nerhalb der lebenden Gewebe des
Stammes. Diese Endophyten verursa-
chen keine Krankheiten, sondern wir-
ken forderlich auf den Wirt, indem ihm
Hormone, peptidische Antibiotika, En-
zyme und weitere positive Substanzen
bereitgestellt werden. Damit gehoren
sie zu den wachstumsfordernden Bak-
terien (Doty et al. 2005, 2009; Doty,
2010; Scherling et al. 2009; Ulrich et al.
2007, 2008a). Zur groBen Anzahl
wachstumsfordernder Substanzen ge-
héren auch Stickstoff-Verbindungen
wie Ammoniak. Diese wurden auch in
anderen Pflanzenarten ohne Wurzel-
knollchen wie Zuckerrohr, Reis, Kaffee,
und SiiRkartoffel gefunden (Reinhold-
Hurek and Hurek, 1998; Xin et al.
2009). Die allgemeine Vorstellung, dass
Stickstoff-Fixierung ausschliefflich mit
dem Vorhandensein von Wurzelknoll-
chen verbunden ist, hat sich demnach
als falsch herausgestellt.

Wachstumsférdernde Bakterien wur-
den in mehreren Pappelarten verschie-
dener Sektionen gefunden, Populus tri-
chocarpa, P. tremula, P. x wettsteinii,
[Populus alba x (Populus davidiana +
Populus simonii) x Populus tomento-
sa], P. x canadensis, P. x generosa und
auch in Salix sitchensis und S. good-
dingii (vgl. Tabelle). Nicht ganz sicher

Pappel- und Weidenarten und davon isolierte Bakterien, bei denen die N-Bindung
mit verschiedenen Methoden nachgewiesen wurde

Baumart

Bakterienstamm

Nachweismethode

Quellennachweis

P. trichocarpa x P. deltoides

Rhizobium tropici

Kultur auf N-freiem Medium

Doty et al. 2005

[Populus alba x (Populus
davidiana + Populus
simonii) x Populus tomentosal

Paenibacillus

Metaboliten Analyse (Urea)

Scherling et al. 2009

P. trichocarpa Burkholderia, Kultur auf N-freiem Medium Doty et al. 2009
Salix sitchensis Rahnella, PCR mit nifH Primer

Enterobacter, Azetylenreduktionsnachweis

Acinetobacter
P. trichocarpa Burkholderia Kultur auf N-freiem Medium Xin et al. 2009

vietnamensis

PCR mit nifH Primer
Azetylenreduktionsnachweis
®N2 Assimilierung
Okulation auf anderen Wirt
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Schwarz-Pappelsdmlinge (Populus nigra L.) in ihrem natirlichen Habitat auf dem
Kies einer Sandbank, wo die Néhrstoffverfligbarkeit begrenzt ist.

ihrem natdrlichen Habitat auf dem Kies einer Sandbank, ebenfalls mit begrenzter
Nahrstoffverfligbarkeit.
Fotos: Populus nigra Network, Euforgen, Bioversity International, Rom

ist, ob diazotrophische Bakterien in al-
len Salikazeenarten vorkommen. Ange-
nommen werden kann, dass an typische
Flussauen mit ndhrstoffarmen Sanden
angepasste schnell wachsende Pappel-
und Weidenarten in der Lage sind,
Stickstoff zu fixieren. Im Hinblick auf
potenzielle Nutzungsmoglichkeiten
wachstumsférdernder Bakterien wére
es wichtig, mogliche Unterschiede in
der Wachstumsforderung bestimmter
Pappel- und Weiden-Genotypen auf-
grund der jeweils besiedelnden Bakte-
rienstimme genauer zu quantifizieren.

Wachstum auf
stickstofffreiem Medium

Um einen zweifelsfreien Nachweis der
Stickstoff-Fixierung zu erbringen, haben
Xin et al. (2009) die Assimilation des sel-
tenen Isotops N, statt des haufigen
1N, analysiert. Sie konnten zeigen, dass
der von einer am Naturstandort heran-
gewachsenen Populus trichocarpa iso-
lierten Stamm des endophytischen Bak-
teriums Burkholderia vietnamensis in
der Lage war, unter >N, eine zwanzig-
fach hohere Konzentration dieses Iso-
tops zu assimilieren als unter iiblichem
Luftstickstoff. Dieser Versuch kann als
ein Nachweis der Fihigkeit der Stick-
stoff-Fixierung eines mit Pappel assozi-
ierten Endophyten gewertet werden.

Dieser Endophyt wurde in einem wei-
teren Versuch auf Kentucky bluegrass
(Poa pratensis L.) inokuliert und auf ei-
nem stickstofffreien Medium kultiviert.
Nach 50 Tagen hatten die inokulierten
Pflanzen 42 % an Gewicht und 37 % an
Stickstoff im Vergleich zu den nicht
inokulierten Vergleichspflanzen zuge-
nommen. Dieses Ergebnis zeigt, wie
Inokulierung stickstofffixierender En-
dophyten das Wachstum anderer Pflan-
zen unter begrenztem Stickstoff fordern
kann. Hinzugefiigt werden muss hier,
dass dieser B. vietnamensis-Stamm in
der Lage ist, auch IAA - ein Wachs-
tumshormon - der Wirtspflanze zur
Verfiigung zu stellen, welches bei der
Wachstumsférderung auch eine Rolle
gespielt haben mag.

Ein anderes Beispiel der Wachstums-
forderung konnten Ulrich et al. (2008b)
mit dem von Pappeln isolierten endo-
phytischen Bakterienstamm P22 von
Paenibacillus humicus zeigen. Er be-
wirkte an Pappelexplantaten eine deut-
lich gesteigerte Wurzelanzahl und -14n-
ge, im Vergleich zu den nicht-inokulier-
ten Vergleichsexplantaten. Dieselbe
Wirkung wurde auch bei der Bewurze-
lung von Steckholzern dieses Pappel-
klons erreicht (Ulrich et al. 2010). Eine
Analyse der nach Inokulierung produ-
zierten Metabolite zeigte, dass die Pap-
pelpflanzen deutlich auf die Anwesen-
heit des Endophyten durch Produktion
hoherer Mengen an Asparaginen und
Harnstoff, aber reduzierter Mengen or-
ganischer Sduren des Tricarbonséure-
Cyclus reagiert. Die Wirkung auf das
Metabolitenprofil weist auf eine Stick-
stoff-Fixierung in der Pflanze hin
(Scherling et al. 2009).

Moglichkeiten der
praktischen Nutzung

Die technische Fixierung pflanzen-
verfiigbaren Stickstoffs aus dem mole-
kularen N, benétigt einen Energieauf-
wand von 946 Kilojoules pro Mol und
ist damit hoch energieaufwendig. Aus
diesem Grund werden Pflanzen fiir die
Erzeugung erneuerbarer Energien be-
vorzugt, die grole Mengen Biomasse
mit geringen Kunstdiingermengen er-
zeugen konnen. Dariiber hinaus kén-
nen die negativen Auswirkungen {iber-
schiissigen Stickstoffs auf die Umwelt
(Auswaschung ins Grundwasser, Emis-
sion schédlichen N2O, usw.) vermieden
werden, wenn Stickstoff-fixierende
Pflanzen angebaut werden.

Die Energiequelle fiir die biologische
Stickstoff-Fixierung ist ATP, von dem
wiahrend der Reaktionen ein Aquivalent
von 16 Mol hydrolisiert wird. Biologi-
sche Stickstoff-Fixierung ist energieeffi-
zienter als der technische Prozess, da er
durch Enzyme unterstiitzt und das N in
der erforderlichen Menge an der Stelle
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produziert wird, wo es gebunden wird.
Stickstofffixierende Pflanzenarten ha-
ben deshalb viel Interesse gefunden, so-
wohl fiir die Bodenverbesserung als
auch das Einsparen von Aufwendungen
fiir Diinger. Deshalb wurde nach Mdog-
lichkeiten geforscht, Stickstoff-Fixie-
rung in Kulturpflanzen durch Inokulie-
rung diazotropher Endophyten zu indu-
zieren (Cocking, 2005).

Da die Stickstoff-Fixierung ein ener-
gieaufwendiger Prozess ist, nutzen auch
stickstofffixierende Pflanzen bevorzugt
im Boden frei verfiigharen Stickstoff.
Sie konnen deshalb dazu eingesetzt
werden, um iiberschiissigen Stickstoff
auf stark stickstoffhaltigen Standorten
abzuschopfen. Beispielsweise werden
Pappeln und Weiden genutzt, um Stick-
stoff aus aufgebrachten Kldrschlimmen
abzuschopfen (Dimitriou and Arons-
son, 2004), jedoch konnte es mdglich
sein, dass andere Arten besser in der La-
ge sind, groBere Mengen Stickstoff ab-
zuschopfen.

In Agroforstsystemen werden Pap-
peln gemeinsam mit verschiedensten
Kulturpflanzen angebaut (Yadava,
2010). Diese Systeme haben sich in vie-
len Regionen {iber lange Zeitrdume be-
wihrt, weil nachhaltig hohe Ertrége so-
wohl bei den Kulturpflanzen als auch
bei den Pappeln fiir gesicherte Einkom-
men sorgen (Bangarwa and von Wueh-
lisch, 2009). Analysen des Stickstoff-
Haushalts in diesen Systemen wiirden
den positiven Beitrag des durch die
Pappeln fixierten Stickstoffs aufzeigen.

Pappeln wurden in Agroforstsyste-
men auch gemeinsam mit stickstofffixie-
renden Pflanzen, z.B. Hippophae
rhamnoides angebaut (Mao et al
2010). Obwohl der Stickstoff-Gehalt im
Boden etwas zunahm, zeigten die Pap-
peln keinen erhdhten Zuwachs in die-
sem System. Offensichtlich war der im
Boden frei verfiighare Stickstoff nicht
der wachstumsbegrenzende Faktor.

Dieses Ergebnis zeigt, dass es auch
durch zwei stickstofffixierende Pflan-
zenarten nicht zu einer Eutrophierung
des Standortes kommt.

Implikationen der
Untersuchungsergebnisse
fiir die Ziichtung

Untersuchungen der Endophyten-
gesellschaften in Pappel- und Weiden-
individuen zeigen, dass sich die Zusam-
mensetzungen vorkommender Bakte-
rien zwischen den Einzelbdumen er-
heblich unterscheidet (Ulrich et al.
2008a, b; Scherling et al. 2009). Offen-
sichtlich interagieren der Baum und die
ihn besiedelnden Bakterien so, dass
sich eine bestimmte Bakteriengesell-
schaft auf einem bestimmten Baum-Ge-
notyp entwickelt. Der Baum kann da-
durch zusitzliche Eigenschaften entwi-
ckeln, die nicht durch seine Gene be-
einflusst sind. Das konnte aufgrund der
vorhandenen Gene in marker-gestiitz-
ten Selektionsprozessen vorhergesagte
Eigenschaften verfdlschen. Der Erfolg
kiinstlicher Inokulierungen mit wachs-
tumsférdernden Bakterien héngt von
der Ubereinstimmung der Bakterien-
stimme und dem Genotyp des Wirts-
baumes ab.

Von praktischer Bedeutung wére es he-
rauszufinden, ob sich Arten und Genoty-
pen der Salikazeen in ihrer Féhigkeit,
Stickstoff zu fixieren, unterscheiden. Das
unterschiedliche Bakterien-Spektrum in
den verschiedenen Wirt-Genotypen lésst
dies vermuten. Es kdnnte sogar Arten ge-
ben, die nicht in der Lage sind, Stickstoff
zu fixieren. Das konnte auf solche Arten
zutreffen, die an Standorte angepasst
sind, wo Stickstoff nicht im Minimum ist.
Es sollte eine Methode entwickelt wer-
den, mit der es moglich ist, viele Genoty-
pen nach ihrer stickstofffixierenden Fa-
higkeit zu selektieren.
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