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1. Grundlagen der biologischen
Stickstofffixierung
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Biologische Stickstofffixierung
in Nicht-Leguminosen. Eine
neue ldee?
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* Die ersten Berichte uber die Existenz von Bakterien im inneren Gewebe
von nicht-symbiotischen Pflanzen stammen aus den 1870er Jahren und
wurden von Smith im Jahr 1911 und Hollis im Jahr 1951 bestatigt.

* Seitdem haben zahlreiche wissenschaftliche Studien endophytische
Gemeinschaften in einem breiten Spektrum von Pflanzenarten und in
verschiedenen Pflanzenorganen beschrieben.

* Ein klarer Nachweis fiir den signifikanten direkten Transfer von Stickstoff
von endophytischen Bakterien zu Nicht-Leguminosen steht bisher aus.

* |In der wissenschaftlichen Literatur werden diese Bakterien daher als
,Plant growth promoting bacteria“ (PGPB) zusammengefasst.

Quelle: Hallmann et al. ,,Plant Interactions with Endophytic Bacteria“

CAB International 2001. Biotic Interactions in Plant—Pathogen Associations
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Definition Q

* Endophytische (von gr. endo = innen; phyton = Pflanze) Bakterien: beschreibt
diejenigen Bakterien, welche die Pflanze im Inneren besiedeln, ohne der Pflanze
substanziell zu schaden.

* Diese Definition schlielst gezielt phytopathogene Bakterien des inneren
Pflanzengewebes aus.

* Diazotroph: Bezeichnung fur Mikroorganismen, die die Fahigkeit besitzen, Luft-
Stickstoff N, zu binden.

Hallmann et al. ,,Plant Interactions with Endophytic Bacteria®
CAB International 2001. Biotic Interactions in Plant—Pathogen Associations



Symbiotic Nitrogen Fixation
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Root Nodole Symbiosis Associative Nitrogen Fixation Free-living Nitrogen Fixation
Go\C
Azospirilfum Autotrophs Heterotroph
. . T T Aroareus (photosynthesis)  (plant exudates)
Example of NICrOoT ZAMISITS Rhizobia and Frankia Herbaspiriilum Rhodibacter Klehsiela
Cyanobacteria (Arabaena and Nosiec) Cyanobacteria Azovobacier
Energy source +++ ++ ++ +
Oxygen profection e Fe + +
Transfer of fixed nitrogen 4 + + +
Estimates of nitrogen fixation rates Sl-465 2170 1-80 1-10
kg N ha y!
(kg N ha”y) (a) (b) ) d)
Pankievicz et al. BMC Biology (2019) Are we there yet? The long walk towards the development of efficient symbiotic associations between 5

nitrogen-fixing bacteria and non-leguminous crops
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Die biologische N, Fixierung ist energieaufwandig

GDB\O

ATP/mol Ny
1, Ny-Fixierung
- Reduktionséquivalente 12
(4 NADH + H")
- ATP-Bereitstellung 16
28
2. Nitratreduktion
- Reduktionsiquivalente 12
(4 NADH + H")
3. Ammoniumassimilation
- Reduktionsiquivalente 6
(2 NADH + H")
- ATP-Bereitstellung 2
8

 Quelle: Prof. Schubert JLU GieRen



Symbiontische Stickstofffixierung
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Symbiontische Zelle




Pflanzen — Bakterien Interaktion

Diazotrophes endophytisches

\_

—

Elictoren:
z.B. Flagellin

Bakterium

Y

<
<«

Stickstoff:

NH,*

NO;"

NO
Aminosauren

AN

Quelle:Eigene Darstellung. Verandert nach Carvalho et al. Journal of Experimental Botany, Vol. 65, No. 19, pp. 5631-5642, 2014

doi:10.1093/jxb/eru319
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Phytohormone:
* 1AA

* Auxin

* Ethylen

|

Wurzelwachstum

Nahrstoffaufnahme

~
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Bakteriengesellschaften in Ackerboden:
Kooperation und Wettbewerb O?
GoB\
Copiotrophs Oligotrophs
* EnergyrichC * Limited C
* Limited N * Dynamic N
* Rich in amino acids  Few amino acids

Warum besiedeln Bakterien
Pflanzen?

 Weniger Wettbewerb?

* Energiereiche Kohlenstoffe?

Welche Fahigkeiten braucht es

dafiir?

* Transportmechanismus

* Fahigkeit mit der Pflanze zu
kommunizieren & interagieren

* Toleranz/Resistenz ggii. UV-
Strahlung usw.

Quelle: Christoph C. Tebbe
Thanen Institute of Biodiversity, Braunschweig 9



2. Nachweis-
methoden
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Nachweisverfahren der endophytischen Besiedlung
GDB\OQ

Amplification

| /l \
‘/ : £ 30s 30s 5s 5s == /
-‘( s .'.."v :'\{// \ ’// % /-\ /\ /\ Ampliﬁcation
| = = i S /
‘ 13 ¥ A . ) 5 K ) .’?::“J
-y NaClo H.0. 70%  70%
14 daya CzHiOH C,HsOH
~— 0.01%
28 days Tween20

Created in BioRender. Allner, R. (2025)
https://BioRender.com/oijk4u
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Selektivnahrmedien e
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Molekular-

biologische
Methoden

DSM 760: M. radiotolerans
DSM 1708: M. mesophilicum
SWO08-7: M. dankookense

SB0023/03: M. symbioticum
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Was wirkt wann und wie?

NF Ps

PGP activities of A, salinestris
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Utrisha Poesie

z
-
&
=3
-
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=
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Fig. 2.2 Nitrogen fixation, NF (pg Nm/L/day); indole acetic acid, IAA (pg/mL); gibberellic acid,
GA (pgf25 mL); and P-solubilization, PS (mm) activity of A. salinestriz under in vitro conditions

G. Chennappa et al. 2018 ,, Azotobacter salinestris: A Novel Pesticide-Degrading
and Prominent Biocontrol PGPR Bacteria“

Quelle: Bachelorarbeit L. Horlacher TH Bingen 2022
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Einfluss der N-DUngung

Go\C
L.E. Fuentes-Ramirez et al. | FEMS Microbiology Ecology 29 (1999) 117-128

Die Besiedlung von Zuckerrohr durch Acetobacter
diazotrophicus wird durch hohe N-Dingung
gehemmt

10kY XK2,000 16rm BBOBOBOBS

16



Ungedlingt
unbehandelt

Ungedlingt
Behandelt mit
Poesie 4 |/ha
am 18.05.22

Gedlingt
Behandelt mit
Utrisha am
20.04.22

Ungedlingt
Behandelt mit
Utrisha am
20.04.22
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4. Einfluss der
Feldversuchstechnik?
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Feldversuch im Winterweizen




Feldversuch zur natidrlichen Ausbreitung
von M. symbioticum
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treated plot

neighbouring plot
lower risk

neighbouring plot
higher risk




Feldversuch zur natidrlichen Ausbreitung
von M. symbioticum

trial tec,,,

FELDVERSUCHE

\\\\\“\

GOos\©

treated plot

neighbouring plot
lower risk

neighbouring plot
higher risk




Feldversuch zur natidrlichen Ausbreitung
von M. symbioticum
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Feldversuch zur natidrlichen Ausbreitung
von M. symbioticum
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Ertragsdaten

Parzellenertrag in kg

Proteinertrag in kg/Parzelle

11.2

11

10.8

10.6

10.4

10.2

10

9.8

9.6

9.4

9.2

1.45

1.4

1.35

1.3

1.25

1.2

1.15

1.1

T HR LR
T HR LR

MCARI

0.80

0.88

0.86

0.84

Protein in %

13.2

13

12.8

12.6

12.4

12.2

12

11.8

11.6

11.4

11.2

T
HR LR T
PG

MCARI (Modified Chlorophyll Absorption in Reflectance Index)
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Insekten als
Vektoren?




Melt Curve FE‘LDVERSUCHEt'eC”‘

Go\©
< Blattlduse von
%000 behandelten
Spinatpflanzen
Insekten 2
als
fg 500.0
Vektoren?
NE" \ Blattlduse von
‘ unbehandelten
Spinatpflanzen
_— " :z:perature (°C) " Tm:‘CJL".t“-g12.0
.-:;L:J LB

31




Ergebnisse vom Feldmonitoring

M.SymbiOtiCUm GDB\OQ

Amplification Plot
10
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M. symbioticum in Biofilm
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6. Angepasstes
Versuchsdesign?
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Randparzelle Randparzelle behandelte behandelte Randparzelle behandelte behandelte 36

Poesie Poesie Parzelle Poesie Parzelle Poesie Utrisha Parzelle Utrisha Parzelle Utrisha
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On-farm vs. Exaktversuch

* Applikation im on-Farm Versuch nur im Kern
der GroRRparzelle

 AuRere Teilbreiten und Fahrgasse werden
ausgeschaltet

A |=
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On-farm vs. Exaktversuch
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On-Farm Versuch Omya
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Spezifische Primer M.symbioticum

Melt Curve
AN
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Fazit G@B;\o

* Die Welt der endophytischen Bakterien ist komplex aber bietet viele
Chancen.

* Die Anwendung von Bakterien erfordert ein Umdenken, nicht nur
seitens der Landwirte sondern auch fur das Versuchswesen. Es
handelt sich um lebendige Organismen, die mit der Umwelt
interagieren.

* Das klassische Versuchsdesign mit randomisierten Kleinparzellen ist
fur die Testung von M. symbioticum ungeeignet, da nicht
sichergestellt werden kann, dass Kontrollen “unbehandelt” sind.
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