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Zusammenfassung

In der Landwirtschaft Mitteleuropas haben sich die Fruchtfolgengestaltung und Boden-
bearbeitung in den letzten 15 Jahren grundlegend geéndert. Dabei sind enge Getreide-
fruchtfolgen bei weitestgehend pflugloser Bodenbearbeitung in den Vordergrund gertickt
und bedingen ein verstarktes Auftreten von Pathogenen, welche am Stroh iiberdauern und
zu Ertragseinbufien fiihren. Eine Unterbrechung der Infektionskette kann nur durch einen
schnelleren Abbau des Strohs erfolgen. Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war daher
die Selektion von Pilzstdmmen fiir die Entwicklung eines biologischen Préparates zur Be-
schleunigung des Strohabbaus, und die Erprobung der Wirksamkeit in in vitro-Tests sowie
in Gefifs- und Freilandversuchen. Die Wirkung der Applikation der Pilzstimme auf den
Abbau von Weizenstroh wurde optisch durch Elektronenmikroskopie, gravimetrisch durch
den Gewichtsverlust in Streubeuteln, chemisch durch C- und N-Analysen, auf der moleku-
laren Ebene durch Pyrolyse-Feldionisation-Massenspektrometrie (Py-FIMS) und physika-
lisch durch die Messung von Zugspannung und Reifsdehnung untersucht. In vitro wurden
Stadmme von Coprinus comatus, Cyathus striatus, Trametes versicolor und Trichoderma
saturnisporum aufgrund ihres hohen Potenzials zum enzymatischen Strohabbau und ihres
hohen Durchsetzungsvermogens gegeniiber indigenen Bodenmikroorganismen in Wachs-
tumstests fiir die Gefifs- und Freilandversuche selektiert. In den Gefafs- und Freiland-
versuchen wurde elektronenmikroskopisch ein verstirkter Abbau der Gewebestrukturen
im Stroh nach der Applikation der Stamme von Cyathus striatus und Trichoderma satur-
nisporum nachgewiesen. Im Freilandversuch fiihrte die Applikation des Praparates auf der
Basis des Trichoderma saturnisporum-Stammes zu einer héheren Steigerung des Stroh-
abbaus als die Applikation des Préiparates auf der Basis des Cyathus striatus-Stammes.
Jedoch zeigte diese Variante im Freilandversuch hohere Gewichtsverluste des Strohs im
Streubeuteltest. Unterschiede in den Ergebnissen von Gefifs- und Freilandversuchen lies-
sen sich auf die Witterungseinfliisse im Freiland zuriickfiihren. Im Gefafiversuch wiesen die
Stdmme von Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum neben der erhdhten Ab-
baurate auch ein antagonistisches Potential gegen bodenbiirtige Pathogene auf. Anhand
der C- und N-Gehalte sowie der C/N-Verhéltnisse im Gefifsversuch wurde ein erhoh-
ter Strohabbau nach Inokulation mit Coprinus comatus, Cyathus striatus, Trichoderma
saturnisporum und Trametes versicolor auch bei kombinierter Inokulation mit Pathoge-
nen nachgewiesen. Die Thermogramme der Py- FIMS zeigten im Verlauf der Inkubation

im Geféfiversuch anhand der gebildeten thermisch stabileren Substanzen einen starkeren
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Strohabbau nach der Inokulation mit Trichoderma saturnisporum als nach der Inokulati-
on mit Cyathus striatus. Dagegen wurde im Freilandversuch lediglich nach der Inokulation
mit Cyathus striatus der Strohabbau signifikant erh6ht. Der erhohte Strohabbau nach der
Inokulation mit Trichoderma saturnisporum im Gefafversuch spiegelte sich in einer signi-
fikanten Abnahme der absoluten Anteile der Phenole und Ligninmonomere, Lignindimere,
Lipide, Alkylaromaten und N-Verbindungen des Strohs wider. Nach der Inokulation mit
Cyathus striatus wurde demgegeniiber nur eine signifikante Abnahme der Alkylaromaten
verzeichnet. Zur Beurteilung der physikalischen Destabilisierung wurden die mechanische
Zugspannung und Reifdehnung des Strohs an Internodien bestimmt. Dabei wurde im Ge-
fafsversuch nach 90 Tagen eine signifikante Abnahme der Zugspannung und Reifdehnung
des Weizenstrohs nach der Inokulation mit Cyathus striatus nachgewiesen, wohingegen
eine Abnahme der mechanischen Zugspannung des mit Trametes versicolor (I) inokulier-
ten Strohs erst nach 180 Tagen eintrat. Die Inokulation mit Trichoderma saturnisporum
fiihrte sowohl nach 90 als auch nach 180 Tagen Inkubation zu einer signifikanten Redukti-
on dieser Parameter. Im Freiland waren Zugspannung und Reifdehnung des Strohs nach
Applikation des Priaparates auf der Basis von Trichoderma saturnisporum erst nach 180
Tagen und nach Applikation des Priparates auf der Basis von Cyathus striatus erst nach
245 Tagen signifikant gegeniiber der Kontrolle reduziert. Der gew#hlte innovative An-
satz fiir den Nachweis des Strohabbaus nach Applikation von selektierten saprotrophen
Pilzen besteht in der erstmalig eingesetzten Kombination von komplementiaren Analysen-
methoden aus Elektronenoptik, Molekularchemie und Physik/Mechanik. Mit diesen drei
voneinander vollig unabhéngigen Methoden konnte die Eignung der getesteten Trichoder-
ma saturnisporum- und Cyathus striatus-Stdmme zur Beschleunigung des Strohabbaus
im Boden zweifelsfrei nachgewiesen werden. Folglich konnte ein entwickeltes Praparat auf
der Basis des untersuchten Trichoderma saturisporum-Stammes im Ergebnis dieser Arbeit

patentiert werden.
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Crop rotations and tillage have changed fundamentally within the last 15 years in Cen-
tral Europe. Presently, grain crops are grown in continuous crop rotations and minimal
tillage. This causes increased yield losses by straw-borne pathogens. A faster straw de-
composition is needed to break the chain of infection. Therefore, the aim of the present
study was the selection of fungal strains by n wvitro screening, pot and field experiments
for the development of a biological product to promote straw decomposition. The ef-
fects of the application of the fungal strains on wheat straw decomposition were verified
with electron microscopy, litter-bag-tests, C- and N-analyses, molecular investigation with
Pyrolysis-Field Tonization Mass Spectrometry (Py-FIMS), and physical investigation of
the determination of elongation at break and tension. Strains of Coprinus comatus, Cya-
thus striatus, Trametes versicolor and Trichoderma saturnisporum were selected for pot
and field experiments because of their high enzyme production, fast growth on straw, and
antagonisms against soil-borne pathogens in vitro. In pot and field experiments increa-
sed straw decomposition was verified with electron microscopy after inoculation with the
Cyathus striatus and Trichoderma saturnisporum strains. Application of the Trichoderma
saturnisporum strain increased the straw decomposition in the litter bags on the field site
more effectively than Cyathus striatus. The strains of Cyathus striatus and Trichoderma
saturnisporum increased straw decomposition and inhibited soil-borne pathogens in the
pot experiment. Increased straw decomposition after inoculation with Coprinus comatus,
Cyathus striatus, Trichoderma saturnisporum and Trametes versicolor was also verified
after co-inoculation with pathogens. The thermograms of Py-FIMS demonstrated greater
straw decomposition after inoculation with Trichoderma saturnisporum than after the
inoculation with Cyathus striatus by an increased portion of stabile substances in the
straw samples from the pot experiment. In contrast, Cyathus striatus was more effective
in the field experiment. The effects of the inoculation with Trichoderma saturnisporum
were demonstrated with a decreased portion of phenols/lignin monomers, lignin dimers,
lipids, alkylaromatics and N compounds in the straw samples from the pot experiment.
The effects of the inoculation with Cyathus striatus were demonstrated with decreased
portions of alkylaromatics only. The physical destabilisation of the straw was verified with
a comparison of the elongation at break and tension of internodia of the straw. Both pro-
perties decreased significantly 90 days after inoculation with Cyathus striatus, 180 days

after inoculation with Trametes versicolor and 90 and 180 days after inoculation with 7ri-
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choderma saturnisporum in the pot experiment. In the field experiment these properties of
the straw were decreased 180 days after inoculation with Trichoderma saturnisporum and
245 days after inoculation with Cyathus striatus. The selected combination of methods
for the verification of increased straw decomposition after inoculation with Trichoderma
saturnisporum and Cyathus striatus strains was applied highly successfully. Based on the
results of our investigations, a patent was granted for a biological product developed from

the Trichoderma saturnisporum strain.



1 Einleitung d

1 Einleitung

Die Vermeidung von Wind- und Wassererosion sowie schiadliche Strukturverdnderungen
des Bodens soll einen schonenden Umgang mit dem Boden als Lebensraum-, Regelungs-
und Produktionsfunktion gewéhrleisten (Anonym, 1998). Weiterhin bedingt die EU-Agrar-
reform (Agenda 2000) durch die Kiirzung von Subventionen Kosteneinsparungen in der
Landwirtschaft. Die Durchsetzung von Mafknahmen zum Bodenschutz und zur Einspa-
rung von Kosten bei gleichbleibenden Ertrdgen verlangen einen Wandel in der Boden-
bearbeitung. Als ein geeignetes Verfahren dafiir wird die konservierende oder pfluglose
Bodenbearbeitung angesehen, die weltweit auf iiber 45 Millionen ha angewendet wird
(Holland, 2004). Allerdings wird auch das verstérkte Auftreten von Getreidekrankheiten
in den letzten 15 Jahren auf die etablierte enge Getreidefruchtfolge bei weitestgehend
pflugloser Bodenbearbeitung zuriickgefiihrt (El Titi, 2003; Bailey, 1996).

Der Getreideanbau mit dem Belassen des Strohs nach der Ernte auf der Abbaufldche
fiihrt bei schlechter Strohverteilung und Einarbeitung, insbesondere bei der pfluglosen
Bearbeitung, zu einer Anreicherung von mikrobiell wenig abgebautem Stroh im oberen
Bodenhorizont. Wolf (2003) nennt weitere Griinde fiir ein verdndertes Strohmanagement.

Der unzureichende Strohabbau wird vor allem durch folgende Punkte hervorgerufen:

e Durch den Einsatz von Fungiziden (Strobilurine) wird das Stroh stabiler und ver-

rottet langsamer.

e Die Zeit fiir die Strohrotte wird durch die spitere Reife von Weizen, Roggen und

Triticale und die frithere Aussaat der Folgekultur verkiirzt.

e Die intensive Stoppelbearbeitung mit der Stroheinarbeitung wird aus Zeit- und Ko-

stengriinden zunehmend vernachlassigt.

Ein geringer Anteil an Stroh im Oberboden wirkt iiber die verbesserte Bodenstruktur
erosionsmindernd und wasserhaltend (Klimanek, 1997). Die oberflichennahe Akkumu-
lation von wenig abgebautem Stroh, den sogenannten Strohmatten, erschwert jedoch die
Bodenbearbeitung, Aussaat und Bestandesfiihrung und tragt zur Ausbreitung von boden-
biirtigen Pathogenen wie z.B. Pseudocercosporella herpotrichoides oder Gaeumannomyces
graminis bei (Steinert, 2006; El Titi, 2003; Hanhart, 2001). Weiterhin beeintrichtigen
Strohmatten die Funktionssicherheit der Sétechnik und leisten dem Keimling mechani-
schen Widerstand beim Durchstofen des Saatbettes (Stockfisch, 1997). Die mechanische
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Bekdmpfung der Strohmatten mit einem Striegel oder Grubber ist allerdings sehr ener-
gieaufwendig und wirkt sich negativ auf den Wasserhaushalt und den Humusgehalt des
Bodens aus. Eine neue alternative Losung des Problems stellt der Einsatz von Mikroora-
nismen dar, welche die Strohzersetzung im Ackerboden beschleunigen (Steinert, 2006).
Die Ausbringung solcher strohzersetzenden Bodenmikroorganismen, die gleichzeitig eine
phytosanitiare Wirkung besitzen, wére ein aussichtsreiches, kostengiinstiges und boden-

schiitzendes Verfahren, welches bisher wenig untersucht wurde.
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2 Stand des Wissens

2.1 Zusammensetzung und Aufbau des Strohs

Zum Verstandnis des Strohabbaus durch Mikroorganismen und der dabei entstehenden
Ab- und Umbauprodukte muss zunéchst die Zusammensetzung sowie der chemische Auf-

bau des Ausgangsstrohs geklirt werden.

Das Pflanzengewebe besteht aus einem Komplex von Cellulose, Hemicellulose und Lignin
(Abbildung 2.1).

S Verteilung von Lignin, Hemicellulose

Zellwandschichten und Cellulose in der Sekundarwand

Sekundar-
zellwande

Primarzellwand

Cellulosefibrillen

Mittellamelle

Hemicellulose
Grundsubstanz aus Lignin und Hemicellulose

Abbildung 2.1: Aufbau von Pflanzengewebe (Pérez et al., 2002)

Dabei sind die Cellulosefasern in den verschiedenen Schichten der Zellwand, der Primér-
zellwand, der Sekundérzellwand und der Mittellamelle angeordnet. Die Primérzellwand

(0,1 um) enthélt ein Netzwerk von Mikrofasern und signifikant hohere Anteile von Lignin



2 Stand des Wissens 8

als die Sekundérzellwand. Die Sekundérzellwand ist unterteilt in 3 Unterschichten (S1, S2,
S3), welche durch unterschiedlich stark ausgebildete Faserstiarken gekennzeichnet sind. So
weisen die S1 und S3- Schichten eine Dicke von 0,1 bis 0,2 um auf. Die S2- Schicht ist 1-10
pum dick und enthalt 80-95 % des Zellwandmaterials. Die Mittellamelle besteht hauptséich-
lich aus Lignin. Trotz der Tatsache, dass in der Mittellamelle die Ligninkonzentration sehr
hoch ist, befinden sich in der Sekundérzellwand 70 % des gesamten Lignins von hoheren
Pflanzen (Argyropoulos und Menachem, 1997; Schwarze et al., 2000; Pérez et al., 2002).
Die Verteilung von Cellulose, Hemicellulose und Lignin ist in den einzelnen Pflanzen un-
terschiedlich. Einen Uberblick gibt Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung von Pflanzenmaterial hinsichtlich ihreres Cellulose-,
Hemi-cellulose- und Lignin-Gehaltes

Pflanze Cellulose  Hemicellulose  Lignin  Quelle
Nadelholz

Fichtenholz 40 - 42 28- 31 27 -28  Fengel und Wegener (1984)
Theander (1985)

Fichtenrinde 37 - 48 17 38 Fengel und Wegener (1984)
Theander (1985)

Fichtenstreu 14 -18 13- 22 17-38  Mangenot und Toutain (1980)

Laubholz

Buchenholz 39 - 40 32-33 24 - 25  Fengel und Wegener (1984)
Theander (1985)

Buchenrinde 24 - 38 17 - 23 40 - 43 Fengel und Wegener (1984)
Theander (1985)

Buchenstreu 11 - 31 13- 22 29 - 48 Mangenot und Toutain (1980)

Getreidestroh

Weizenstroh 40 24 17 Gaind et al. (2005)

Weizenstroh 56 23 16 Singh und Sharma (2002)

Weizenstroh 46 28 15 Klimanek und Zwierz (1992)

Sommergerste 42 33 11 Klimanek und Zwierz (1992)

Winterroggen 44 18 30 Klimanek und Zwierz (1992)

Hafer 43 29 14 Klimanek und Zwierz (1992)

Die Gehalte an Cellulose, Hemicellulose und Lignin schwanken im Verlauf der Vegeta-
tionszeit (Tabelle 2.2). Wahrend sich die Cellulose und Hemicellulosegehalte iiber die
Vegetationszeit in den Pflanzenbestandteilen nur unwesentlich verdnderten, steigt der Lig-
ningehalt mit zunehmendem Alter an (Klimanek und Zwierz, 1992).

Cellulose und Hemicellulose sind leicht abbaubar, setzen aber eine spezialisierte Boden-
flora voraus. Erschwerend kommt hinzu, dass Cellulose und Hemicellulose in der Pflan-
zensubstanz hiufig mit Lignin inkrustiert vorkommt und dadurch den Mikroorganismen

zum Abbau schwer zugénglich ist (Knackmuss, 1997).

Hauptbestandteil der durch Photosynthese griiner Pflanzen gebildeten Biomasse ist Lig-

nocellulose. Lignocellulosen enthalten im Trockengewicht ca. 40 % Cellulose, ca. 20 - 30
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Tabelle 2.2: Gehalte von Cellulose, Hemicellulose und Lignin von Getreidewurzeln in
Abhéngigkeit vom Vegetationsstadium nach Klimanek und Zwierz (1992)

Pflanze Vegetationsstadium Cellulose Hemicellulose Lignin
Winterweizen Bestockung 40,1 32,6 9,8
Schossen 39,6 28,4 12,9
Bliite 429 26,8 13,1
Milchreife 40,2 32,9 16,0
Reife 46,7 18,1 25,1
Sommergerste Bestockung 43,1 33,6 11,4
Bliite 42.7 31,8 14,9
Reife 40,1 31,2 21,4
Mais Jugendstadium 37.3 28,7 8,8
Fahnenschieben 42,7 28,6 10,7
Bliihbeginn 37,7 28,4 12,1
Bliite 16,1 22,4 15,5
Bliihende 36,8 25,2 15,2
Siloreife 394 25,7 15,9

% Hemicellulose und ca. 20 - 30 % Lignin (Tuomela et al., 2000; Gaind et al., 2005).
Winterweizenstroh enthélt zur Reife ca. 45 % Cellulose, 28 % Hemicellulose und 15 %
Lignin (Klimanek und Zwierz, 1992). Die aus monomeren Untereinheiten bestehenden
Lignocellulosen werden als biogene Substanzen zu makromolekularen Grundeinheiten zu-
sammengefasst und beinhalten neben den Hauptbestandteilen Cellulose, Hemicellulose
und Lignin auch Kohlenhydrate, Proteine und Lipide (Krogmann, 1994).

Kohlenhydrate sind die Hauptprodukte der pflanzlichen Photosynthese. Sie liefern einen
Grofsteil der notwendigen Energie fiir die mikrobielle Stoffumsetzung und dienen den Mi-
kroorganismen als Kohlenstoffquelle (Voet, 1994). Pflanzen nutzen Kohlenhydrate zur
Energiespeicherung und zum Aufbau von Geriist- und Stiitzsubstanzen in Form der Cel-
lulose und Hemicellulose.

Cellulose ist ein Linearpolymer der Glucose, das aus (3-1,4-glycosidisch verkniipften Glu-
coseeinheiten aufgebaut ist. Diese Strukturen von langen Ketten, so genannte Elementar-
fibrillen, werden durch Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Bindungskréfte
zusammengehalten, was zu partiell kristallinen Mikrofibrillen (Micellen) fiihrt. Die Mikro-
fibrillen sind in den einzelnen Zellschichten unterschiedlich ausgerichtet. In der Primér-
wand liegen die Mikrofibrillen in allen nur denkbaren Orientierungen vor (Streutextur).
Im Verlauf der Sekundarwandbildung werden sie schichtformig als Lamellen abgelagert,
wobei sie in jeder Schicht parallel zueinander angeordnet sind (Paralleltextur) (Schwarze
et al., 2000). Die kristallinen Bereiche wechseln sich in der Pflanze mit nichtkristallinen
ab. In den kristallinen Bereichen bildet die Cellulose, bedingt durch die Ausbildung der

hochstmoglichen Zahl an Wasserstoffbriicken, dreidimensionale Gitter aus, die die Cellulo-
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se resistenter gegeniiber der enzymatischen Zersetzung durch Bakterien und Pilze machen
(Kuga und Brown, 1991; Béguin und Aubert, 1994). In den iibrigen Bereichen wird die
regelméfige Anordnung der Mikrofibrillen nicht erreicht, man bezeichnet jene als para-
kristallin oder amorph (Knackmuss, 1997). Diese Form der Cellulose wird durch extrazel-
luldre Enzyme der Mikroorganismen, sog. Cellulasen, in niedermolekulare Bruchstiicke,
wie z.B. Cellotriosen und Cellobiosen hydrolysiert und kann somit als Wachstumssubstrat
genutzt werden. Cellulolytisch aktive Bakterien haften direkt an den Cellulosefasern und
hydrolysieren die Cellulose im Kontaktbereich. Pilze dagegen durchziehen das Substrat
mit Hyphen und geben extrazellulire cellulolytische Enzyme ab, wodurch sie den Bak-
terien in der Natur, besonders beim Holzabbau, iiberlegen sind (Klimanek, 1997). Sehr
gute Celluloseabbauer sind z.B. Pilze der Gattungen Fusarium, Chaetomium, Verticilli-
um, Aspergillus und Trichoderma. (Weber, 1993; Knackmuss, 1997; Cohen und Hardar,
2001).

Hemicellulosen sind neben dem Lignin die nicht wasserléslichen Polysaccharide der pflanz-
lichen Zellwand. Eine Ausnahme unter den Hemicellulosen stellen die wasserloslichen
Pectine (a-1,4-glycosidisch verkniipften D-Galacturonséure-Einheiten) dar. Im Gegen-
satz zu dem Homopolysaccharid Cellulose sind Hemicellulosen verzweigte Heteropoly-
saccharide mit den Hauptbestandteilen D-Xylose, D-Mannose, D-Galactose, D-Glucose,
L-Arabinose, D-4-O-Methyl-Glucoron und D-Galacturon. Sie enthalten neben Gluco- und
Galactomannanen Xylan als Hauptkomponente. Es besteht aus (-1,4-glycosidisch ver-
kniipften Xyloseresten und hat in der Pflanzenzelle die Funktion als Reserve- und Stiitz-
substanz (Weber, 1993; Pérez et al., 2002). Die Hauptkomponente von Weichholzhemi-
cellulose ist Glucomannan, ein (3-1,4-glycosidisch verkniipftes Geriist aus D-Glucose und
D-Mannosebausteinen, hingegen ist Glucoronoxylan in der Hartholzhemicellulose enthal-
ten (Pérez et al., 2002). Durch die nichtkristalline Struktur und einer teilweise héheren
Wasserloslichkeit der Hemicellulose wird sie schneller und leicher abgebaut als die Cellu-
lose. Dabei konnen zahlreiche mycelbildende Mikro- und Makromyceten sowie Hefen die
Hemicellulosen hydrolytisch zu Xylobiose abbauen, diese in die Zellen aufnehmen, spalten
und auf dem Pentosephosphatweg metabolisieren (Knackmuss, 1997).

Lignin ist nach der Cellulose und Hemicellulose der haufigste biosynthetisch gebildete Stoff
und die zweithaufigste organische Verbindung in der Natur und entsteht in den Zellwan-
den hoherer Pflanzen durch Polymerisation von Ligninalkoholen (Schober, 2000; Derenne
und Largeau, 2001). Es ist ein Polymer aus Phenylpropan-Einheiten, die durch einen
peroxidasekatalysierten Radikalmechanismus verkniipft wurden. Die Cellulose- und He-
micellulosemolekiile der pflanzlichen Zellwénde liegen in raumlich komplexer Anordnung
vor und werden von einer Ligninpolymermatrix inkrustiert. In diesem Lignocellulosekom-
plex ist die Cellulose fiir die Zugbeanspruchung, das Lignin fiir die Druckfestigkeit der
Zellwand verantwortlich und ermoglicht den Landpflanzen damit den aufrechten Wuchs

(Haider, 1988b; Knackmuss, 1997). Im Verlauf der Vegetationszeit nimmt der Ligninge-
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halt zu (Klimanek, 1997). Guggenberger et al. (1994) unterscheidet drei Arten von Lig-
nin: Vanillyl, Syringyl und Cinnamyl. Der Abbau des Lignins verlauft wegen der hohen
Molekularmasse und der phenolischen Polymerstruktur sehr langsam und kann nur von
spezialisierten Pilzen durchgefiihrt werden (Knackmuss, 1997; Franke, 2004). Zu den lig-
ninabbauenden Pilzen gehdren Pleurotus spp., Ganoderma spp., Fusarium spp., Phlebia
spp. und Aspergillus spp. (Haider, 1988b; Blanchette, 1991; Weber, 1993; Ward et al.,
2004). Am effizientesten bauen Weikfiulepilze Lignin ab (Pérez et al., 2002). Da das Lig-
nin von ihnen nicht als Kohlenstoffquelle genutzt werden kann, wird ein leicht abbaubares
Substrat wie z.B. Xylan oder Cellulose, als Energiequelle benétigt (Nerud et al., 1991;
Klimanek, 1997). Am Abbau sind anfangs extrazelluldre Enzyme (Peroxidasen, Phenol-
oxidasen) beteiligt, welche mit Hilfe von HyO4 das Lignin iiber die Bildung von Radikalen
depolymerisieren. Dabei wird das Lignin demethyliert, demethoxyliert und Ringe gedff-
net (Haider, 1988b), oder durch Laccasen und Peroxidasen zu Huminstoffen polymerisiert
(Weber, 1993).

Der Abbau von oberirdischen Ernteriickstdnden, wie Stroh, erfolgt mikrobiell durch Misch-
populationen. Die Geschwindigkeit des Abbaus wird durch die chemische Zusammenset-
zung des Strohs (Harper und Lynch, 1981a; Killham et al., 1988; Collins et al., 1990), die
vereinfacht durch das C:N-Verhiltnis ausgedriickt werden kann und durch die Artenzu-
sammensetzung der Mischpopulation beeinflusst (Collins et al., 1990). Pilzarten variieren
stammspezifisch durch die Wachstumsgeschwindigkeit der Hyphen bei der Besiedlung des
Strohs (Harper und Lynch, 1985), der Fihigkeit zur Produktion von relevanten Exoen-
zymen zum Strohabbau und in der Konkurrenz gegeniiber anderen Saprophyten (Ma-
gan, 1988). Der mikrobielle Abbau beginnt mit den leicht hydrolysierbaren, energierei-
chen Komponenten wie Zucker, Eiweif, Pektin, Cellulose und Hemicellulosen (Hempfling,
1988). Beim Celluloseabbau erfolgt durch Endo-1,4-beta-Glucanasen der Angriff auf die
Glucanbindungen in den Polysaccharidketten. Dabei entstehen kleinere Untereinheiten,
die durch Exo-1,4-3-Glucanasen und -glucosidasen in Cellobiose und Glucose aufgespalten
werden (Haider, 1988b). Im Gegensatz dazu liefert der Ligninabbau den Mikroorganis-
men wenig Metabolite, die zur Energiegewinnung und fiir das Wachstum oder die Bildung
von Zellinhaltsstoffen verwertbar sind. Deshalb erfolgt der Ligninabbau ausschliefslich im

Cometabolismus mit energieliefernden Pflanzenbestandteilen (Haider, 1988a).

2.2 Methodischer Nachweis des Strohabbaus

Eine klassische Methode zur Erfassung des Strohabbaus ist die unterirdische Degradation
von Stroh in Netz- oder Streubeuteln (Harper und Lynch, 1981b; Nieder und Richter,

1989). Die dabei verwendeten unterschiedlichen Maschenweiten grenzen die zum Strohab-
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bau verantwortlichen Organismen grofenméfig voneinander ab (Stockfisch, 1997).

Stockfisch (1997) verzichtete hingegen bei der Erfassung des Strohabbaus im Boden ganz
auf einen Netzbeutel. Dabei wurde das Stroh frei in der Bodenoberfliche verteilt und nach
einer bestimmten Zeit durch Siebung vom Boden getrennt und ausgewaschen. Trotz in-
tensiver Vorreinigung des Strohs nahmen mit zunehmender Inkubationszeit die am Stroh
anhaftenden Bodenmengen zu. Die Reststrohmengen miissen dann nach Malkomes (1980)
mit Hilfe der Aschegehalte vom Ausgangsstroh, Reststroh und Ausgangsboden korrigiert
werden. Allerdings ist bei dieser Methode eine vollstandige Erfassung des im Boden ver-

teilten Strohs nicht gewihrleistet.

Chemisch-physikalische Nachweismethoden

Der Abbau von organischen Substanzen des Strohs wihrend der Inkubation kann bei-
spielsweise mit der Methode der Kupferoxidoxidation und den spektrometrischen Me-
thoden, der 13C-Kernmagnetische-Resonanz-Spektroskopie (3*C-NMR) und der Pyrolyse-
Feldionisation-Massenspektrometrie (Py-FIMS) untersucht werden.

Bei der Kupferoxidoxidation von Lignin werden 100 bis 200 mg der Probe mit CuO und
2 M NaOH fiir 2 Stunden bei 170 °C unter No-Zufuhr oxidiert (Ertel und Hedges, 1984).
Durch diesen oxidativen Abbau des Lignins laft sich der Grad des Abbaus mit dem Ver-
héltnis Sdure : Aldehyd (Ac:Al) der Syringyl- und Vanillineinheiten fiir Angiosperm- und
Gymnospermlignin und mit dem Verhéltnis der Syringyl : Vanillin-Einheiten (S:V) fiir An-
giospermlignin beschreiben (Kogel, 1986; Guggenberger et al., 1994, 1995). Ein Anstieg
des (Ac:Al)-Verhéltnisses zeigt eine zunehmende Seitenkettenoxidation der Phenylpropan-
einheiten (Guggenberger et al., 1995). Die Abnahme des Syringyl/Vanilliyl-Verhéltnisses
wird von Hempfling (1988) als Abbau der Syringyleinheiten in der Anfangsphase der Lig-
ninzersetzung beschrieben. Guggenberger et al. (1994) unterscheiden 3 Arten von Lignin
(Vanillyl, Syringyl und Cinnamyl) und geben die Summen von Vanillyl und Syringyl als
ein Indikator fiir die gesamte Menge an Lignin an, die mit der Kupferoxidation ermit-
telt werden kann. Kogel (1986) untersuchte mit der CuO-Oxidation den Ligninabbau in
Waldhumus.

Mit der *C-Kernmagnetische-Resonanz-Spektroskopie werden 3C-Kerne unter dem Ein-
flul von hochfrequenter elektromagnetischer Strahlung in unterschiedliche Spinzustinde
versetzt. Gemessen wird dabei die zur Uberfiihrung in den energiereicheren Zustand er-
forderliche Energie als Signal der dazugehdrigen Frequenz. Die Bindungsverhéltnisse des
betreffenden Atoms bestimmen dabei die Grofe der zur Kernresonanz erforderlichen Ener-
gie, die sogenannte chemische Verschiebung (Schwedt, 1992). Sie wird relativ zu einem
Standard (meist Tetramethylsilan) in parts per million (ppm) angegeben und ist von

der strukturellen Umgebung der signalauslésenden C-Kerne abhingig. Das aufgenomme-
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ne BC-NMR Spektrum enthilt daher spezifische Informationen zur chemischen Struktur
der enthaltenen C-Atome innerhalb eines Molekiils (Vinceslas-Akpa und Loquet, 1997).
Zum Nachweis des Ligninabbaus inkubierten Greve et al. (1993) Stroh 90 Tage mit dem
Basidiomyceten Pleurotus ostreatus und analysierten die wasserloslichen Fraktionen mit
I3C-NMR. Dabei entstanden grofe Mengen wasserldslicher Polysaccharide, die auf den
Ligninabbau zuriickgefiihrt wurden. Bei der anschliefsenden Kompostierung wurden die
wasserloslichen Polysaccharide mineralisiert und der Anteil an aromatischen Strukturen
sowie auch Methoxyl-, Carboxyl- und Alkylgruppen nahm zu (Greve et al., 1993).

Bei der Py-FIMS (Wehner, 2000; Franke, 2004; Franke et al., 2007) wird die organische
Substanz innerhalb der Tonenquelle temperaturaufgelost im Hochvakuum pyrolysiert. Die
Tonisation der verfliichtigten Molekiile im hohen elektrischen Feld (Feldionisation) erfolgt
aufgrund der im Vergleich zur Elektronenstofionisation geringen Energieiibertragung (0,5
eV vs. 5 eV) sehr schonend, so dass die resultierenden Massenspektren deutlich intensi-
ver und Fragmentierungen der Molekiilionen nahezu ausgeschlossen werden kénnen (Leh-
mann und Schulten, 1976). Verluste verfliichtigter Substanzen entlang chromatographi-
scher Trennsédulen sowie die Abhéngigkeit von der Polaritiat der Substanzen sind durch
unmittelbare Zufiihrung der Molekiilionen zum Detektor ausgeschlossen. Die tempera-
turaufgeloste Pyrolyse ldsst Riickschliisse auf das thermische Verhalten der verfliichtigten
Substanzen zu. Eine Zuordnung der Pyrolyseprodukte der Py-FIMS ist durch die Ana-
lyse zahlreicher Klassen von Naturstoffen mit Py-GC/MS und hochauflésender Py-FIMS
moglich. Durch diese Vorgehensweise wurden Indikatorsignale fiir zehn Klassen biogener
organischer Substanzen ermittelt (Hempfling und Schulten, 1990; Schulten und Leinwe-
ber, 1991; Schulten und Schnitzer, 1991; Schnitzer und Schulten, 1992, 1995; Schulten und
Leinweber, 1999).

Die Intensivrotte von Giille-Stroh-Gemischen zeigte z.B., dass Kohlenhydrate, Peptide,
freie Fettsduren sowie monomere Ligninbausteine bei ausreichender O,-Versorgung und
Temperaturen um 55 °C innerhalb der ersten Tage der Kompostierung abgebaut wer-
den (Wehner, 2000). Dabei wurden ebenfalls Lignindimere zu Ligninmonomeren abge-
baut. Das bei der CuO-Oxidation bestimmte (Ac:Al)-Verhéltnis konnte durch die Daten
des mit Py-FIMS ermittelten Ligninabbaus gestiitzt werden (Wehner, 2000). Allerdings
handelte es sich um einen Untersuchungszeitraum von 9 Tagen und ohne Zugabe von
Mikroorganismen. Lange (2002) untersuchte die Zusammensetzung und Struktur der or-
ganischen Bodensubstanz (OBS) im Dauerversuch “ewiger Roggenbau” und beschreibt die
Methode als leistungsfahige Analysenmethode zur Auswertung der Thermostabilitdt von
Substanzklassen. Alle Untersuchungen von Lange (2002) stiitzen sich jedoch auf frisches

Stroh, welches unmittelbar nach der Ernte entnommen wurde.
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Mechanische Nachweismethoden

Mechanische Probleme mit Stroh werden in Form von Verstopfungen von Gerédten bei
der Bodenbarbeitung beschrieben (Kushwaha et al., 1983; Hanhart, 2001; Brunotte et al.,
2003; Steinert, 2006). Deswegen wird im Anschluss der Kenntnisstand zur Beurteilung
der mechanischen Eigenschaften von Stroh erlautert.

Als Parameter zur Beurteilung der mechanischen Verdnderung von Weizenstroh wéihrend
der Vegetationsperiode bei unterschiedlichen Feuchtegehalten des Weizenstrohs, verwen-
dete Limpiti (1980) die Bruchkraft und die Zugspannung. Dabei nahm sowohl die Bruch-
kraft als auch die Zugspannung mit zunehmendem Feuchtegehalt zu. Limpiti (1980) leitete
daraus eine Energieverringerung beim Drusch und bei der Strohzerkleinerung ab, wenn
die Ernte bei einer Strohfeuchte von 14 % durchgefiihrt wird. Kushwaha et al. (1983) gibt
einen optimalen Feuchtgehalt von 8 bis 10 % an, um das Stroh leichter zerbrechen und
schneiden zu kdnnen, wobei es keinen lineraren Zusammenhang zwischen der Schneidkraft
und dem Feuchtegehalt vom Stroh gibt.

Bei der Untersuchung von mechanischen Eigenschaften von Holzern, die bei der Papier-
herstellung eingesetzt wurden, zeigte sich, dass von den Parametern Dehnung, Festigkeit,
Hérte und Elastizitdtsmodul (E-Modul) die Festigkeit der wichigste Parameter war (As-
hby et al., 1995). Zur Beschreibung der mechanischen Verinderung von Weizenstroh in
Abhéngigkeit vom Feuchtegehalt und Reifestadium des Strohs wurden die Parameter Zug-
spannung, Reiffestigkeit und E-Modul untersucht und in Beziehung zur Internodienlage
gesetzt (O’Dogherty et al., 1995). Dabei nahm die Zugspannung und der E-Modul ab,
je hoher Strohstiicke in Richtung Ahre entnommen wurden. Sowohl die Reikfestigkeit als
auch der E-Modul nahmen im Verlauf der Vegetationsperiode signifikant ab. Die Reifs-
festigkeit des Strohs war bei Feuchtegehalten um 8 bis 10 % signifikant geringer, jedoch
hatte der Feuchtegehalt auf die Zugspannung und den E-Modul keinen signifikanten Ein-
flufs.

Annoussamy et al. (2000) untersuchten die physikalischen und mechanischen Eigenschaf-
ten von Weizenstroh in Abhéngigkeit von der Abbaurate und dem Feuchtegehalt. Das
dabei bestimmte hohe E-Modul und die hohe Biegefestigkeit wurden auf erhohte Hemi-
cellulosegehalte in der Pflanze zuriickgefiihrt. Eine Abbaurate von 40 % fiihrte zu einer
Abnahme der Biege- und Scherfestigkeit, wobei die Ursache als der Verlust von zersetzter
Cellulose beschrieben wird. Eine Steigerung des Feuchtgehaltes um 20 bis 30 % hat eine
gegensitzliche Wirkung auf die Biege- und Scherfestigkeit. Mit Zunahme der Strohfeuch-
tigkeit nimmt die Scherfestigkeit zu und die Biegefestigkeit ab. Deshalb ist aus praktischer
Sicht die Wahl des richtigen Zeitpunktes fiir die Ernte oder Aussaat mit der Witterung

abzustimmen (Annoussamy et al., 2000).
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Mikroskopische Methoden

Mikroskopische Verfahren wurden bisher verwendet zur Beschreibung der Mikrostruktur
von Cellulosefasern von Weizenstroh (Gould, 1985; Hornsby et al., 1997) und von Flachs
(Hornsby et al., 1997), zur Populationsbestimmung von Bakterien und Pilzen an Stroh
(Halsall und Goodchild, 1986; Miron und Ben-Ghedalia, 1992), zur Untersuchung der
Oberflichenverdnderung von Weizenstroh wéihrend der einzelnen Compostierungsphasen
(Lyons et al., 2000) und zum Nachweis der Verdnderung von kristalliner Cellulose nach
Zugabe von Trichoderma reesei (Spray und Bochem, 1991). Untersuchungen zum Stroh-
abbau nach Inokulation von Pilzen wurden mittels Elektronenmikroskopie bisher nicht

vorgenominen.

Zusammenfassung Stand der Forschung

Die beschriebenen Methoden geben einen Uberblick zum Nachweis des Strohabbaus. Zur
quantitativen Erfassung des Strohabbaus im Boden wird gegenwiértig bevorzugt das Ver-
graben von Streubeuteln genutzt. Bei der Kupferoxidoxidation erfolgt eine Extraktion
des zu untersuchenden Materials und damit eine Verdnderung der Ausgangssubstanz. Fi-
ne Quantifizierung der Menge an Lignin von Pflanzenriickstdnden kann allerdings iiber
die Bildung von Summen von Vanillyl, Syringyl und Cinnamyl ndherungsweise erfasst
werden. 3C-NMR eignet sich zur Bestimmung von funktionellen Gruppen organischer
Verbindungen in Béden und bedingt in Pflanzenmaterial. Eine Differenzierung hinsicht-
lich der Zuordnung zu Bestandteilen der Lignocellulosen ist nicht moglich. Umfangreiche
Untersuchungen mit Py-FIMS von Kompostierungen und biodegradierbaren Verbindun-
gen zeigten, dass diese Methode geeignet ist, den Abbau von organischen Verbindungen
und Verbindungsklassen auf der molekularen Ebene zu beschreiben. Dabei ist beispiels-
weise die Unterscheidung von monomeren und dimeren Ligninbausteinen und die Bestim-
mung von Kohlenhydraten zum Nachweis von chemischen Verdnderungen nach Inkubation
und Inokulation mit Mikroorganismen méglich. Zur Bestimmung der physikalischen Ver-
dnderung des Strohs wahrend der Inkubation, erscheinen die mechanische Zugspannung
und Reifsdehnung als geeignete Parameter. Sie spiegeln die mit dem Stroh auftretenden
Probleme in Form von Verstopfungen der Bodenbarbeitungsgerite am besten wider. Un-
tersuchungen zu diesen Parametern fanden bisher an inokuliertem Stroh noch nicht statt.
Fiir die visuelle Bewertung von verrottetem Pflanzenmaterial haben sich elektronenmikro-
skopische Untersuchungen als geeignete Methode erwiesen. Mit dieser Methode wurden
bisher an Stroh Zerstérungen von Pflanzengeweben und das Wachstum von Pilzen und

Bakterien nachgewiesen, jedoch wurde keine Quantifizierung des Abbaus vorgenommen.
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3 Ziele und Aufgaben

Durch die Vorgaben des Bundesbodenschutzgesetzes (Anonym, 1998) und der Agenda
2000 wird der Landwirt zum Bodenschutz und zur Umstellung auf kostensparende Bo-
denbearbeitungsverfahren gezwungen. Zu diesen Verfahren gehort die konservierende Bo-
denbearbeitung, bei der das Stroh auf der Bodenoberfliche verbleibt. Aus phytopatholo-
gischer Sicht stellt das auf der Oberflache verbleibende Stroh ein Problem dar, da Krank-
heiterreger daran iiberdauern und zu Ertragseinbufen fithren. Ein Einarbeiten des Strohs
in den Boden und damit eine Forderung der Strohrotte entzieht den Krankheitserregern

den Lebensraum und bedingt ein Absterben.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines Praparates zur Forderung der
Strohrotte im Boden auf der Basis eines saprotrophen Pilzes. Dazu sollen zum Strohabbau
geeignete Pilze in Laborversuchen selektiert und in Freilandversuchen auf deren Einsatz

in der Praxis gepriift werden.

Die Selektion erfolgt mit 16 Pilzstdimmen in Petrischalen (in wvitro). Dabei sollen fiir die
Geféfiversuche zwei bis vier Pilzstimme und fiir den Freilandversuch zwei Pilzstdmme
hinsichtlich der Eignung zum Strohabbau und zur grofitechnischen Produktion selektiert
werden. Da sich die in vitro Versuche auf das Labor beschrinken und die Gefafversuche
nur simulierte Umweltbedingungen zeigen, soll mit den zwei aussichtsreichsten Pilzstim-
men ein Langzeitversuch im Freiland zur Beurteilung der Abbauleistung durchgefiihrt

werden.

Alle nachfolgenden Verfahren zum Nachweis des Strohabbaus, wie gravimetrische, visu-
elle, chemische und physikalsiche Verfahren, beziehen sich auf das Stroh der Gefifs- und

Freilandversuche.

Quantitativ erfolgt die Beurteilung des Strohabbaus gravimetrisch iiber das Zuriickwiegen
des Strohs aus den Streubeuteln, welches zur Rotte in den Boden eingebracht wurde.

Visuell soll das inkubierte Weizenstroh mittels Rasterelektronenmikroskopie untersucht
werden, da diese Methode unter anderem erfolgreich fiir die Untersuchung von Cellulose-
faser von Stroh und Flachs (Halsall und Goodchild, 1986; Hornsby et al., 1997) angewendet
worden ist. Deshalb soll gepriift werden, ob die Methode auch zum Nachweis des Stroh-
abbaus auf der Zellebene geeignet ist. Eine generelle chemische Charakterisierung des

Einflusses der verwendeten Pilze auf die chemische Zusammensetzung des Strohs erfolgt
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mit C- und N-Analysen. Fiir eine Charakterisierung auf molekularer Ebene scheint die
Py-FIMS eine erfolgversprechende Methode, da mit ihr bisher Roggenstroh (Lange, 2002),
Weizenstroh (Wehner, 2000), Waldhumus (Hempfling, 1988) sowie Restabfille und Kom-
poste (Franke, 2004; Franke et al., 2007) erfolgreich analysiert wurden. Dabei konnte die
Zusammensetzung des Strohs durch Indikatorsignale chemisch definierter Verbindungs-
klassen ermittelt und die thermische Stabilitit des Strohs durch die temperaturaufgeloste
Py-FIMS beurteilt werden. Alle Untersuchungen bezogen sich jedoch auf frisches oder
sieben Tage inkubiertes Stroh. Langzeituntersuchungen zum Strohabbau bei Inkubations-
versuchen existieren zur Zeit nicht.

Mit den Parametern Zugspannung und Reifdehnung wurde die physikalische Beschaffen-
heit von Stroh in Abhéangigkeit vom Feuchtegehalt und Entwicklungsstadium beschrieben
(O’Dogherty et al., 1995). Diese Parameter wurden bis jetzt noch nicht als Nachweis fiir
den Strohabbau angewendet. Aus dem gegenwirtigen Stand des Wissens und der daraus

entwickelten Untersuchungsstrategie sollen folgende Problemstellungen gelost werden:

e Selektion zum Strohabbau relevanter Pilzstimme und Uberpriifung des Abbaus von

inokuliertem Stroh in Langzeitversuchen aus Gefaf- und Freilandversuchen,
e Quantitativer Nachweis des Strohabbaus mit Streubeutel,
e Nachweis des Strohabbaus auf der Zellebene durch Rasterelektronenmikroskopie,

e Chemische Charakterisierung des Strohabbaus mit C- und N-Analysen und auf der

molekularen Ebene mit temperaturaufgeloster Py-FIMS sowie

o Uberpriifung der Anwendbarkeit physikalischer Parameter zur Beschreibung der De-

stabilisierung des Strohs nach Zugabe von Pilzen.
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4 Material und Methoden

4.1 In vitro Screening zur Selektion der Pilzstamme

Zur Selektion der Pilzstamme aus Arten, die bereits in der Literatur als geeignete Streu-
abbauer beschrieben wurden, sind in vitro Screenings

- zum Wachstumsverhalten
e Wachstum auf Boden und Stroh
e Wachstum auf verschiedenen Medien
- zur enzymatischen Aktivitat
e Lignin-Peroxidase, Cellulase, Xylanase
- zum in vitro Antagonismus
e Duale Kultur mit bodenbiirtigen Pathogenen

durchgefiihrt worden.

4.1.1 Wachstumsverhalten

15 Pilzstdmme wurden auf ihr Wachstumsverhalten auf verschiedenen Medien getestet
(Tabelle 4.1).

Das Mycelwachstum der Pilzstdmme wurde auf vier verschiedenen Substraten: (i) auf
verschiedenen synthetischen N&hrmedien, (ii) auf reinem Stroh, (iii) auf Boden-Stroh-
Gemischen und (iv) in einem Boden nach 2, 4, 7, 10, 15, 20, 25 und 30 Tagen untersucht
(Tabelle 4.2).

Die Petrischalen mit den verschiedenen Nahrmedien wurden mit 4 mm bewachsenen Agar-
blocken, der zuvor 14 Tage auf Potato Dextrose Agar (PDA) kultivierten Pilzstdmme,
mittig inokuliert und bei 24 °C fiir 30 Tage inkubiert.
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Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Pilzstimme fiir das in vitro-Screening
Art Abkiirzung Wachstums- Enzym- In vitro
verhalten aktivititen Antago-
nismus
Abs. 4.1.1 Abs. 4.1.2  Abs. 4.1.3
Agrocybe praecox A. praecox X
Bjerkandera adusta B. adusta X X
Coprinus atramentarius C. atramentarius X X
Coprinus comatus C. comatus X X X
Coprinus domesticus C. domesticus X X
Coprinus micaceus C. micaceus X
Cyathus striatus C. striatus X X X
Daedaleopsis confragosa D. confragosa X X
Ganoderma applanatum G. applanatum X X
Fusarium aqueductuum F. aqueductuum X X
Fusarium heterosporum F. heterosporum X X
Merulius tremellosus M. tremellosus X X
Ophiostoma piliferum 0. piliferum X X
Phellinus ferreus P. ferreus X X
Phlebia radiata P. radiata X X
Phlebiopsis gigantea P. gigantea X X
Phoma lingam 21/1 P. lingam 21/1 X X
Phoma lingam 21/2 P. lingam 21/2 X X
Polyporus squamosus P. squamosus X X
Sepedonium ampullosporum S. ampullosporum X X
Stropharia rugosa-anulata  S. rugosa-anulata X
Talaromyces flavus VII3b T. flavus VIIZh X
Trametes versicolor (I) T. versicolor (I) X X X
Trametes versicolor (1I) T. versicolor (1) X X
X
X
X
X
X
X
X

Tricholoma populinum

T.

populinum

X : in den einzelnen Versuchen verwendete Pilzst&mme

Gersten- und Weizenstroh wurde in 5 cm lange Stiicke geschnitten, angefeuchtet und

autoklaviert. Je zwei Strohstiicke wurden auf einen sterilisierten angefeuchten Rundfilter

in eine Petrischale (90 mm) im Abstand von 30 mm parallel nebeneinander gelegt. Je ein

4 mm grofer, mit dem jeweiligen Pilzisolat bewachsener Agarblock, wurde mittig auf ein

Strohstiick platziert.
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Tabelle 4.2: Versuchsvarianten zum Wachstumsverhalten

Variante Medium und Zusammensetzung

(i) verschiedene Nihrmedien Celluloseagar (Cellulose + Agar-Agar (5 + 17 g 171))
Wasseragar (Agar-Agar (15 g 171))
Potato Dextrose Agar/2 (PDA halbe Konzentration)
(PDA + Agar-Agar (8 + 19,5 g 171))
(ii) Stroh Gersten- und Weizenstroh der Ernte 2003 (Tabelle 4.3)
(iii) Boden-Stroh-Gemisch Boden mit Weizen- bzw. Gerstenstroh
(4 g Stroh je Liter Boden bei 15 cm Bodentiefe
= 6 t Stroh ha™1!)

(iv)Boden schwach lehmiger Sand (Tabelle 4.3)
Herkunft: Nordostdeutschland

Bei den Boden-Stroh-Gemischen wurde das Weizen- bzw. Gerstenstroh auf 2 mm Lénge
zerkleinert, in den Boden eingemischt und sterilisiert. Das Gemisch wurde in Petrischa-
len (90 mm) in einer Dicke von 5 bis 8 mm gleichméfig verteilt und mittig mit einem

bewachsenen Agarblock beimpft.

Tabelle 4.3: Chemische und physikalische Eigenschaften des Bodens sowie C- und
N-Gehalte des Strohs

Sand  Schluff  Ton C N C/N  pH (CaCly)
(%] (%] [%] %] [%]
Boden 69,4 21,9 8,7 0,632 0,042 15 6,4
Stroh 44,5 0,712 63

4.1.2 Enzymaktivitaten

Weizenstroh besteht zu ca. 56 % aus Cellulose, 23 % Hemicellulose und 16 % Lignin
(Singh und Sharma, 2002). Am Abbau dieser Substanzen sind wesentlich die von Pilzen
gebildeten Ligninasen, Cellulasen und Xylansen beteiligt (Blanchette et al., 1989).

Die Priifung der Fahigkeit zur Produktion von Lignin-Peroxidasen wurde nach der Me-
thode von Glenn und Gold (1983) mit den in Tabelle 4.1 aufgelisteten Pilzstdimmen durch-
gefithrt. Um den Abbau von Cellulose und Xylan durch endohydrolytische Enzyme nach-
zuweisen, wurden Agarmedien verwendet, in denen der Farbstoff Remazol-Brilliant-Blue
(RBB) kovalent an eine wasserlosliche Form der entsprechenden Substrate gebunden war
(Wolf und Wirth, 1990). Die Zusammensetzung des verwendeten Ligninmediums ist in
Tabelle 4.4 beschrieben.

Zum Nachweis der Cellulase- und Xylanase-Aktivitat wurden die Pilzisolate auf Boden-

extraktagar mit den jeweiligen Farbstoffkonjugaten Cellulose-RBB (1,4-3-Glucan) und
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Tabelle 4.4: Zusammensetzung des Ligninmediums

Losung Zusammensetzung [g 171
Stammlosung CaCl, - 2H,0 (7,4), CoCly - 6H,O (0,1), Eisencitrat (1,2),
MnSOy - 4H,0 (0,5), Thiamine HCI (10 mg), ZnSO, - TH,O (0,7)
Hauptmedium Agar-Agar (15), KH,PO, (0,6), KsHPO4 (0,4),
MgSO, - TH20 (0,5), (NHy), tartrate (0,22),
Poly R-478 dye (Sigma) (0,2), Sorbose (40), Stammlésung (10 ml)

Xylan-RBB (1,4-4-Xylan) kultiviert. Cellulose-RBB wurde mit bidestilliertem Wasser auf
eine optische Dichte bei einer Wellenlédnge von 592 nm (ODsgg,,,) von 5,0 eingestellt. An-
schliefsend wurden jeweils 500 ml von Cellulose-RBB und von dem Bodenextraktagar
entnommen, getrennt autoklaviert, unter der Sterilbank heiff gemischt und in Petrischa-
len (90 mm) ausgegossen. In der Petrischale lag dann eine End-ODjgz,,,, von 2,5 vor. Von
den zu testenden Pilzstdmmen wurde ein 4 mm bewachsener Agarblock mittig auf die Pe-
trischale aufgelegt und bei 24 °C inkubiert. Fiir Xylan-RBB wurde das gleiche Verfahren
angewendet. In den Versuchen zur Lignin-Peroxidase-, Cellulase- und Xylanase-Aktivitat
wurde iiber einen Zeitraum von 42 Tagen alle 7 Tage die Hofbildung um die Kolonien und

der radidre Koloniedurchmesser gemessen (Wolf und Wirth, 1990).

4.1.3 In vitro Antagonismus

Der Versuch diente zur Beurteilung der Konkurrenzkraft der Pilzstimme gegeniiber in-
digenen pathogenen Pilzen im Boden. In wvitro wurde der Antagonismus von Coprinus
comatus, Cyathus striatus, Trametes versicolor und Trichoderma saturnisporum gegen
die weitverbreiteten, konkurrenzstarken und bodenbiirtigen Pathogenen Fusarium aque-
ductuum, Fusarium heterosporum und Phoma lingam (Tabelle 4.1) nach der Methode
von Baar und Stanton (2000) auf einem MMN-Medium (Modified Melin Norkrans, Zu-
sammensetzung siehe Tabelle 4.5) untersucht. Die verwendeten Pilzstimme wurden auf
PDA 14 Tage vorgezogen und auf Petrischalen (90 mm) mit MMN-Agar abgeimpft und
bei 24 °C fiir 28 Tage inkubiert.

Tabelle 4.5: Zusammensetzung des Modified Melin Norkrans-Mediums

Losung Zusammensetzung [g 17!

Modified Melin Norkrans ~ Agar (15), CaCl, - HoO (0,067), FeCl; (0,01),
Glucose Ho0O (10), KHoPO4 (0,5), MgSOy4 - 7TH20 (0,15),
Malzextrakt (3), NaCl (0,025), (NH4).HPO, (0,25),
Thiamine HCI (100 ug 171)
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Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf 5,6 wurde das Medium autoklaviert und in Petri-
schalen gegossen. Es wurde von jedem zu priifenden Stamm sowie von den Antagonisten
ein 4 mm bewachsener Agarblock auf einer Linie im Abstand von 30 mm vom Rand
und zueinander in der Petrischale platziert. Alle 7 Tage erfolgte eine Messung des radi-
daren Koloniedurchmessers der einzelnen Stamme und die Aufnahme der Interaktionen.
Die Einteilung der Interaktionen erfolgte visuell nach Hemmung, Forderung, Umwachsen
oder Uberwachsen (Baar und Stanton, 2000).

4.2 GefalBversuche

4.2.1 Inkubationsversuch zur Selektion der Pilzstamme in vivo

Coprinus comatus, Cyathus striatus und Trametes versicolor erreichten in den Versuchen
zur Selektion der Pilzstdmme die besten Ergebnisse. Trichoderma saturnisporum wurde
zusitzlich aufgenommen, da die positiven Eigenschaften von Trichoderma spp. auf den
Strohabbau (Silveira et al., 1999a; Seyis und Aksoz, 2003; Allison und Vitousek, 2004)
und als Pflanzenstarkungsmittel (Roco und Pérez, 2001; Bisset et al., 2003) bereits in
der Literatur beschrieben wurden. Mit den 4 genannten Pilzstimmen wurde zur weiteren
Selektion ein Gefifsversuch zur Wirkung der Inokulation auf den Strohabbau unter Weizen

im Gewdichshaus angelegt.

Das Stroh wurde dazu mit einem Hécksler auf 5 bis 8 cm Lénge zerkleinert. Um in den
Geféfien die in der Praxis iibliche Strohmenge einzusetzen, wurde je Gefdf mit einer
Topfiliiiche von 0,03 m?, 18 g Stroh verwendet. Dies entspricht 6 t Stroh ha~!. Von den
18 g wurden jeweils 6 g in einen groben (Maschenweite 2 mm) und 6 g in einen feinen
(Maschenweite 0,15 mm) Streubeutel sowie 6 g frei in der oberen Bodenschicht verteilt.
Die Streubeutel wurden in 8 facher Wiederholung 5 bis 7 cm tief im Boden platziert. Damit
standen fiir die beiden Entnahmetermine nach 90 und 180 Tagen jeweils 4 Wiederholungen
zur Verfiigung. Es sind pro Gefék 6 kg Boden (lehmiger Sand) verwendet worden, 4,5 kg

unter und 1,5 kg iiber den nebeneinander platzierten Streubeuteln.

Der Gefalversuch bestand aus 5 Varianten:

e Kontrolle (ohne Inokulation)

Inokuliert mit Coprinus comatus

Inokuliert mit Cyathus striatus

Inokuliert mit Trametes versicolor

Inokuliert mit Trichoderma saturnisporum.
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In jeder Variante wurde zusatzlich der Einfluss einer einmaligen Stickstoffgabe und einer

Saatgutbeizung auf den Strohabbau untersucht.

Der verwendete Trichoderma saturnisporum-Stamm wurde in Fermentern kultiviert und
als wasserlosliches Granulat verwendet. Tragersubstanz fiir die Konidien von Trichoderma
saturnisporum war granulierte Glucose (99 : 1). Die Basidiomyceten Coprinus comatus,
Cyathus striatus und Trametes versicolor wurden jeweils auf einer Nahrlésung mit folgen-
der Zusammensetzung [in g 17!|: Glucose (20), Malz (5) und Hefe (5) in 100 ml Erlenmey-
er Kolben vorgezogen. Nach 21 Tagen wurde das Mycel abgewogen, in einen Kolben mit
destilliertem Wasser {iberfiihrt, auf einem Schiittler mit Glaskugeln zerkleinert und am
gleichen Tag noch auf die Bodenoberflache appliziert. Die Menge des Inokulums je Gefaf
entsprach den Aufwandmengen 1 * 10'2 Konidien ha=! bei Trichoderma saturnisporum
und 10 kg getrocknetes Mycel ha™! bei den Basidiomyceten. Nach dem Auslegen der Streu-
beutel und Inokulieren der Topfe mit den jeweiligen Pilzstdmmen wurde Wechselweizen
der Sorte Thasos (gewaschen oder gebeizt mit Arena®), ausgesit. Bei der Aussaatmenge
wurde von 200 kg ha™! (0,6 g oder 10 Korner pro Topf) ausgegangen. Zum Nachweis des

Strohabbaus wurde:
e gravimetrisch der Gewichtsverlust des Weizenstrohs aus den Streubeuteln bestimmt,

e mit einem Rasterelektronenmikroskop der mikroskopische Nachweis auf der Zell-

ebene erbracht,

e die chemische Zusammensetzung des Weizenstrohs nach Inokulation mit den Pilzen
mit C- und N-Analysen und Py-FIMS untersucht,

e die physikalische Destabilisierung des Weizenstrohs mit den Parametern Zugspan-

nung und Reifldehnung erfasst.

4.2.2 Inkubationsversuch zum Einfluss der Inokulation auf den

Strohabbau in Anwesenheit von Pathogenen

In einem weiteren Gefiafversuch wurden die Einfliisse der Inokulation von Trichoderma
saturnisporum, Cyathus striatus, deren Tragersubstanzen und die Kombination von beiden

Pilzstimmen mit Pathogenen auf den Strohabbau untersucht.

Der Strohabbau wurde unter Einsatz des in Tabelle 4.3 charakterisierten Strohs und 5
kg Boden je Gefifs wie in Abschnitt 4.2.1 quantifiziert. Die Trigersubstanz fiir die Koni-
dien von Trichoderma saturnisporum war granulierte wasserlosliche Glucose (Abschnitt
4.2.1). Cyathus striatus wurde im Fermenter auf Triticaleflocken kultiviert, welche auch
die Tragersubstanz fiir Cyathus striatus darstellten. Durch die granulierte Form wurde
das Substrat mit der Hand im Topf verteilt. Die Aufwandmenge fiir Trichoderma satur-

nisporum entsprach 1 x 10'2 Kon ha~! und fiir Cyathus striatus 10 kg ha=! Trigersubstanz
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mit Mycel. Glucose als Trégersubstanz fiir Trichoderma saturnisporum und autoklaviertes
bewachsenes Fermenterprodukt von Cyathus striatus wurde in den gleichen Mengen auf

die Kontrollen ausgebracht.

In 6-facher Wiederholung wurden jeweils zwei Streubeutel mit einer Maschenweite von 2
mm nebeneinander in einem Topf platziert. Jeder Streubeutel enthielt 5 g Stroh. Zusétzlich

zu den 10 g in den Beuteln wurden noch 8 g Stroh frei in der oberen Bodenschicht verteilt.

In den Varianten mit den Pathogenen wurde Pseudocercosporella herpotrichoides (P. her-
potrichoides), Fusarium graminearum (F. graminearum) und Gaeumannomyces graminis
(G. graminis) auf das Stroh, welches frei in der oberen Bodenschicht verteilt war, appli-
ziert. Die Pathogene wurden 14 Tage auf PDA vorgezogen und davon jeweils eine halbe
bewachsene Petrischale (90 mm) je Topf inokuliert. Nach dem Auslegen der Streubeutel
und Inokulieren der Topfe mit den Pilzstimmen wurde Wechselweizen der Sorte Thasos
(gebeizt mit dem Wirkstoff Arena®), ausgesit. Die Aussaatmenge betrug 200 kg ha™?,

was 15 Korner je Gefil entspricht.

Alle Varianten sind mit NPK-Diinger (8/5/6) auf 120 kg N in Form von Ammoniumstick-
stoff (1,6 %), Nitratstickstoff (2,2 %) und Carbamidstickstoff (4,2 %) gediingt worden.
Die Streubeutel wurden nach 90 und 180 Tagen entnommen und wie in Abschnitt 4.2.1

beschrieben, aufbereitet.

4.3 Freilandversuch

Nach Auswertung der Gefafiversuche zur Selektion der Pilzstimme, wurde mit den aus
diesen Versuchen gewonnenen Erkenntnissen ein Freilandversuch mit Trichoderma satur-

nisporum und Cyathus striatus angelegt.

Die Fliache befand sich in der Nidhe der Ortschaft Dummerstorf, ca. 15 km siidostlich
von Rostock in Mecklenburg-Vorpommern (Geographische Koordinaten: 54° 01’ Nordli-
che Breite 12° 24’ Ostliche Linge). Die klimatischen Bedingungen am Versuchsstandort
sind durch Jahrestemperaturen von 8,2 °C und mittleren Jahresniederschlagssummen von
665 mm gekennzeichnet. Die Temperatur- und Niederschlagsverteilung iiber den Versuchs-

zeitraum ist in Abbildung 4.1 fiir den entsprechenden Beprobungszeitpunkt dargestellt.

Die Versuchsflaichen befanden sich in einem 80 ha Schlag und wurden in gleicher Wei-
se konventionell gefiihrt und pfluglos bearbeitet. In drei Gaben wurden insgesamt 180
kg N gediingt. Die vorherrschende Bodenart war mittel lehmiger Sand. Der Versuch be-
stand aus Parzellen von je 1200 m? mit den Abmessungen 12 m x 100 m. Zwischen den
einzelnen Parzellen befand sich eine unbehandelte Fliache der gleichen Abmessungen als
Abgrenzung der Varianten untereinander. Auf den Versuchsparzellen wurden Trichoderma

saturnisporum und Cyathus striatus in je zwel unterschiedlichen Aufwandmengen sowie
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Abbildung 4.1: Niederschlidge (Monatssummen) und Lufttemperaturen (Monatsmittel)
withrend des Untersuchungszeitraumes (Wetterstation der Universitidt Rostock in
Dummerstorf)

die Tragersubstanzen der beiden Pilzstimme zwischen dem Drusch der Vorfrucht Winter-
weizen und der Stoppelbearbeitung appliziert. Die Pilzstamme wurden als wasserlosliches
Granulat bzw. bewachsenes granuliertes Fermenterprodukt ausgebracht (vgl. Abschnitt
4.2.2). Das Trichoderma saturnisporum-Priaparat ist mit der Pflanzenschutzspritze appli-
ziert und Cyathus striatus mit der Hand ausgestreut worden. 12 Tage nach der Applika-
tion sind die Flachen mit einem Grubber bearbeitet und nach weiteren 5 Tagen mit 150
kg ha~! Wintergerste bestellt worden. Die einzelnen Varianten und Aufwandmengen der

Pilzpraparate sind in der Tabelle 4.6 dargestellt.

Um den Einflufs der Trégersubstanzen abschitzen zu kénnen, wurde in jeweils einer Vari-
ante reine Glucose als Tragersubstanz von Trichoderma saturnisporum bzw. autoklaviertes
bewachsenes Fermenterprodukt von Cyathus striatus appliziert. Zur Quantifizierung des
Strohabbaus wurden auf den Parzellen in 20-facher Wiederholung Streubeutel mit je 5 g
gehickseltem Weizenstroh (vgl. Abschnitt 4.2.1) in 8 bis 10 cm Tiefe fiir 180, 245 und
285 Tage nach der Aussaat vergraben. Dadurch entstanden pro Entnahmetermin sechs
Wiederholungen und zwei Reservestreubeutel. Die 180 Tage stellten den Zeitraum vom
Ende des Winters bis zum Beginn des Friihjahrs mit dem Beginn der Vegetationszeit dar.
Nach 245 Tagen, zur Zeit des Ahrenschiebens und unmittelbar vor der Ernte, nach 285
Tagen, wurden Streubeutel entnommen. Die Aufbereitung des Strohs aus den Streubeu-
teln und der Nachweis des Strohabbaus erfolgte nach den gleichen Methoden wie bei den
Gefiftversuchen (Abschnitt 4.2.1 und 4.2.2).
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Tabelle 4.6: Varianten und Aufwandmengen im Freilandversuch

Variante (Abkiirzung) Aufwandmenge
Kontrolle unbehandelt
Glucose 1 % 10 Kon ha™!
Autoklaviertes Fermenterprodukt (Fer. pro. (AM 10)) 10 kg ha™!
Cyathus striatus 10 (C. striatus (AM 10)) 10 kg ha™!
Cyathus striatus 50 (C. striatus (AM 50)) 50 kg ha™!

1 % 10'2 Kon ha™!
5 % 102 Kon ha!

Trichoderma saturnisporum 1 (1. saturnisporum (AM 1)
Trichoderma saturnisporum 5 (T. saturnisporum (AM 5)

— N’

AM = Aufwandmenge

4.4 Nachweis des Strohabbaus

4.4.1 Rasterelektronenmikroskopische Auswertung

Der optische Nachweis des Strohabbaus erfolgte mit einem Rasterelektronenmikroskop
(REM) DSM 960A (Carl Zeiss, Oberkochen) mit einer Auflésung von 4 nm. Nach der
Entnahme der Strohstreubeutel wurde aus diesen am gleichen Tag Material fiir die REM-
Praparation entnommen. Die Trocknung der Praparate erfolgte schonend und artefakt-
frei durch Kritische-Punkt-Trocknung mit einem Critical point dryer K850 (EMITECH,
Ost). Eine gute Leitfihigkeit der Probenoberfliche wird durch Aufdampfen (Sputtern)
von Gold im Vakuum mit Hilfe eines Sputter-Coaters CSD 004 (BAL-TEC, Ost) erreicht.
Es bildet sich auf einer stark zerkliifteten Priparatoberfliche ein homogener, diinner Me-
tallfilm (15 bis 50 nm) mit der erforderlichen elektrischen Leitfihigkeit. Zur Beurteilung
des Strohabbaus wurde von einigen Varianten des Freilandversuchs sowie der Geféafiver-
suche Aufnahmen von der Innen- und Aufenseite der Strohhalme gemacht und beziiglich

der Stéarke der Zellwédnde mit der Kontrolle verglichen.

4.4.2 Analysen zur chemischen Zusammensetzung der

Strohproben

Vor der chemischen Analyse wurde das Stroh auf 0,5 mm gemahlen. Das Mahlgut wurde
mittels C- und N-Analysen und Pyrolyse-Feldionisation Massenspektrometrie (Py-FIMS)

untersucht.

4.4.2.1 C- und N-Analyse

Die Gehalte an C und N wurden mittels Elementanalysator VARIO EL (Foss-Heraeus,

Hanau) bestimmt. Verwendet wurden gemahlene Proben des Bodens und des Strohs. Bei



4 Material und Methoden 27

1150 °C wurden die Proben oxidativ aufgeschlossen, die entstandenen Stickoxide an einem
Kupferkatalysator zu Ny reduziert und mit dem gebildeten CO4 nach chromatographischer

Trennung einem Warmeleitfahigkeitsdetektor zugefiihrt.

4.4.2.2 Pyrolyse-Feldionisation Massenspektrometrie

Bei der Py-FIMS erfolgte die Pyrolyse des gemahlenen Strohs (0,5 mg) temperaturauf-

1in einem Temperaturbereich von 110 bis 700 °C. In

gelost in Schritten von 10 °C s~
unmittelbarer Ndhe der Kohlenstoffspitzen des Ermitters im elektrischen Feld (107 V
cm~! bis 108 V ¢cm™!) wurde das Pyrolysat schonend ionisiert. Durch die geringe Ener-
gieiibertragung von ca. 0,5 eV (Lehmann und Schulten, 1976) werden nahezu ausschlief-
lich positiv geladene Molekiilionen ohne Fragmentierungen erzeugt. Der Scan-Bereich des
Massenspekrometers 731 (Finnigan MAT, Bremen) zur Aufnahme der erzeugten Mole-
kiithlionen lag im Bereich m/z 15 bis 900. Die Proben wurden in einem Quarztiegel einge-
wogen und mit einer Schubstange iiber eine Vakuumschleuse in die Ionenquelle eingefiihrt.
Die Molekiilionen wurden durch das Potenzialgefille zwischen der Ionenquelle (+8 kV)
und der gegeniiber angeordneten Gegenelektrode (-3 kV) beschleunigt, im elektrischen
und magnetischen Sektorfeld aufgetrennt und mit einem SEV detektiert. Die registrierten
Molekiilmassen wurden mit der Software Maspec II elektronisch aufgezeichnet. Die Nomi-
nalmassenintensitit wurde in gerdtespezifischen Einheiten gemessen. Durch Normierung
der Totalen Toneninensitit (TTI) auf 1 mg Probe (counts mg™') waren Vergleiche zu an-
deren Proben mdoglich. Das thermische Verhalten der Probe wurde durch Auftragen der
TII gegen die Pyrolysetemperatur beschrieben. Die Zuordnung der Pyrolyseprodukte der
Py-FIMS war durch die Analyse zahlreicher Klassen von Naturstoffen mit Py-GC/MS und
hochauflésender Py-FIMS moglich. Dadurch wurden Indikatorsignale fiir zehn Klassen or-
ganischer Substanzen ermittelt (Hempfling und Schulten, 1990; Schulten und Leinweber,
1991; Schulten und Schnitzer, 1991; Schnitzer und Schulten, 1992, 1995; Schulten und
Leinweber, 1999). Aufgrund von Untersuchungen an Holz und ligninhaltigen Substan-
zen wurden die n-+1 Peaks der einzelnen Substanzklassen den entsprechenden Klassen
zugeordnet (Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.7: Indikatorsignale wichtiger Verbindungsklassen der organischen Substanz

(Py-FIMS)
Verbindungsklasse m/z der Indikatorsignale
Kohlenhydrate 60, 61, 72, 73, 82, 84, 85, 96, 97, 98, 99, 110, 112, 113,

Phenole, Ligninmonomere

Lignindimere

Lipide, Alkane, Alkene,
thermisch stabile Fettsduren
und n- Alkylester

Alkylaromaten

N-Verbindungen

Sterole

Peptide
Suberin

Fettsauren (n-C16 bis n-C34)

114, 126, 127, 132, 133, 144, 145, 162, 163

94, 108, 110, 122, 124, 138, 140, 141, 150, 151, 152, 154,
155, 164, 165, 166, 168, 169, 178, 179, 180, 182, 194, 196,
197, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 252

246, 245, 260, 261, 262, 270, 272, 273, 274, 275, 284, 286,
287, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 310, 311, 312, 313, 314,
315, 316, 317, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 340, 341, 342,
343, 356, 357

202, 216, 217, 230, 231, 244, 258, 259, 272, 273, 286, 287
299, 300, 301, 314, 315, 328, 329, 342, 343, 380, 381,
394, 395, 408, 409, 422, 423

92, 106, 120, 121, 134, 135, 142, 143, 148, 149, 156, 157,
162, 163, 170, 171, 176, 177, 184, 185, 190, 191, 192, 193,
198, 199, 204, 205, 206, 207, 218, 219, 220, 221, 232, 234,
235, 246, 247, 260, 261, 274, 275, 288, 289, 302, 303, 316,
317, 330, 331, 344, 358, 372, 373, 386, 387

59, 67, 79, 80, 81, 95, 103, 104, 109, 111, 117, 123, 125,
137, 139, 153, 161, 167, 181, 183, 195, 203, 233, 245, 255,
257, 271, 285, 333, 334, 359, 360, 363, 364, 393

372, 373, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 394, 395, 396,
397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 408, 409, 410, 411, 412
413, 414, 415, 416, 417, 426, 427, 430, 431

57, 58, 70, 71, 73, 74, 75, 76, 84, 85, 87, 88, 91, 97, 99,
115, 116, 120, 121, 129, 130, 135, 136

432, 433, 446, 447, 460, 461, 474, 475, 488, 489, 502, 503,
516, 517, 530, 531

256, 270, 284, 298, 299, 312, 313, 326, 327,

340, 341, 354, 355, 368, 369, 382, 383, 396, 397, 410, 411,
424, 425, 438, 439, 452, 453, 466, 467, 480, 481, 494, 495,
508, 509
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Informationen iiber die Grofe molekularer Bruchstiicke des Pyrolysates konnen durch Be-
rechnung des mittleren Molekulargewichtes der Massenspektren erhalten werden (Leinwe-
ber et al., 2002). Eine Zunahme des mittleren Molekulargewichtes organischer Substanzen
mit der Zeit ist z.B. ein Indiz fiir eine Stabilisierung (Frimmel und Weiss, 1991). Die Mittel-
wertbildung kann durch Wichtung nach Anzahl der Molekiile und nach ihren spezifischen
Gewichtsanteilen erfolgen. Fiir organische Polymere ergeben sich so zwei charakteristische
Molekulargewichte, die nach der Anzahl der Nominalmassen (Gleichung 4.1) bzw. nach

der Anzahl der strukturellen Untereinheiten (Gleichung 4.2) gemittelt werden.

i[*M
=1

Z (I; % M;?)
M,='=1  (41) M, = —’:l

> S

e M, = Masse des i-ten Nominalmassensignals m/z
e I, = Intensitit von M; [counts mg™?]

(4.2)

Das Verhiltnis von M, zu M, bestimmt die Polydispersitiit der organischen Polymere
des Pyrolysates beziiglich des Molekulargewichtes. Je mehr der Verhiltniswert von eins
abweicht, desto heterogener beziiglich der einzelnen Molekulargewichte ist das Pyrolysat

zusammengesetzt.

4.4.3 Masseverluste

Die Masseverluste wurden nach der Methode von Schinner (1982) ermittelt. Nach 90 bzw.
180 Tagen Inkubation im Topf wurde das Stroh aus den Streubeuteln iiber ein Sieb (400

pm) mit kaltem Wasser vorsichtig ausgewaschen, bei 60 °C getrocknet und zuriickgewogen.

4.4.4 Physikalische Messungen

Der uniaxiale, quasistatische Zugversuch wurde bei Raumtemperatur an Strohkorpern mit
einer Universalpriifmaschine Zwicki ZN 2.5 (Zwick, Ulm) durchgefiihrt. Bestimmt wurden
die Zugspannung (0, in N mm~2) und die Reikdehnung (&, in %). Die Priifgeschwindig-
keit im Dehnungsintervall bis zum Bruch betrug 50 mm min~!. Als Vorkraft wurde 1 N
mm 2 und eine Messlinge der Traverse von 20 mm vorgegeben. Fiir die Versuche wurden
von dem gewaschenen und getrockneten Stroh aus den Streubeuteln nach dem Zuriickwie-
gen nur Internodien gleichen Durchmessers genutzt. Die Internodien sind mit dem Skalpel
in Streifen von 0,8 bis 1,6 mm Breite und auf maximal 20 mm Lénge geschnitten worden.
Die Dicke der Streifen entsprach der Wandstirke der Strohhalme und lag zwischen 0,1
bis 0,4 mm. Vor jedem neuen Versuch wurde mittels einer elektronischen Schieblehre die

Dicke und Breite des jeweiligen Streifens ermittelt, da die Berechnung der Zugspannung
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auf die Fldche des Streifens bezogen wird. Die Streifen wurden in der Priifmaschine an
jeder Seite mit zwei Spannbacken befestigt. Um ein Quetschen der Streifen durch die
Spannbacken und damit ein Verfilschen der Priifergebnisse zu verhindern, wurden die
Streifen an den Enden in Klebestreifen eingeklebt und mit diesen eingespannt. Es wurden

je Streubeutel 15 Internodien mit je einem Streifen prépariert.

4.5 Statistische Auswertung

Es wurden Mittelwerte, Standardabweichung und Variationskoeffizienten fiir alle Mess-
werte berechnet. Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt an den arithmetischen Mittel-
werten der Wiederholungsmessungen. Signifikanzpriifungen von Mittelwerten wurden mit
SPSS 11.0 mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA nach Priifung auf Normalverteilung vor-
genommen. Das Signifikanzniveau wurde mit den Irrtumswahrscheinlichkeiten 5 % (P <
0,05; Symbol: *), 1 % (P < 0,01; Symbol: **) und 0,1 % (P < 0,001; Symbol: ***) fest-
gelegt. Fiir die Auswertung der massenspektrometrischen Analysen wurde weiterhin die
Hauptkomponentenanalyse mit dem Programm Statistika 6.0 zur Trennung von Varianten

genutzt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 In vitro - Screening zur Selektion der Pilzstamme

Die Selektion von leistungsstarken Pilzstimmen zum Beschleunigen des Strohabbaus in

Ackerboden anhand von in vitro - Screenings wird im folgenden Kapitel beschrieben.

5.1.1 Strohbesiedlung

In dem folgenden Versuch wurde die Fiahigkeit der Pilze zur Strohbesiedlung anhand
deren Wachstumsverhalten beurteilt. Dabei wurden verschiedene Wachstumsmerkmale
auf kiinstliche Nihrmedien, auf Stroh und Boden-Stroh-Gemischen, untersucht (Tabelle
5.1).

Die Bewertung des Koloniewachstums umfasst drei Klassen:

1 - geringes Wachstum mit 4 bis 39 mm Koloniedurchmesser nach 30 Tagen
Inkubationszeit,

2 - grofe Kolonie (40 - 90 mm) nach 30 Tagen,

3 - grofe Kolonie (40 - 90 mm) nach 15 Tagen.

Die Summierung der Einzelbewertung des Wachstums der Pilzstimme auf den unter-
schiedlichen Nahrmedien diente zur Bewertung und Selektion der leistungsstérksten Stam-
me. Dabei zeigten die Coprinus spp. und Cyathus striatus mit 24 Punkten, Bjerkandera
adusta mit 23 Punkten, Phellinus ferreus und Trametes versicolor I mit 22 Punkten das
schnellste Wachstum. Bjerkandera adusta und Phellinus ferreus zeigten leichte Wachs-
tumsschwierigkeiten auf Celluloseagar. Die beiden Trametes versicolor- Staimme wiesen
einen langsameren Wuchs auf Celluloseagar sowie im Boden ohne Stroh auf. Die gering-
sten Gesamtpunktzahlen erreichten Daedaleopsis confragosa (12) und Merulius tremello-
sus (14). Sie wuchsen sehr gut auf dem PDA/2- Medium und dem Winterweizen- und
Wintergerstenstroh, zeigten jedoch auf Wasser- und Celluloseagar, Stroh und Boden eine
sehr geringe Entwicklung. Aus diesem Versuch gehen die Coprinus spp., Cyathus stria-
tus, Trametes versicolor Bjerkandera adusta und Phellinus ferreus als wachstumsstérkste
Pilzstdmme hervor.

Nach Kriegelsteiner (2000b) und Schmid und Helfer (1995) ist Cyathus striatus auf ab-

gestorbenen Asten und Stimmen, die auf dem Boden liegen, insbesondere in Eichen-,
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Tabelle 5.1: In vitro-Screening zum Wachstumsverhalten auf verschiedenen Medien
und Stroh

Isolat Koloniewachstum auf
verschiedene Boden-Stroh-
Néahrmedien Stroh Gemischen mit  Boden

CA WA PDA/2 WW WG WW WG >
B. adusta 2 3 3 3 3 3 3 3 23
C. atramentarius 3 3 3 3 3 3 3 3 24
C. comatus 3 3 3 3 3 3 3 3 24
C. domesticus 3 3 3 3 3 3 3 3 24
C. striatus 3 3 3 3 3 3 3 3 24
D. confragosa 1 1 3 1 1 2 2 1 12
G. applanatum 1 3 3 3 3 1 3 1 18
M. tremellosus 1 1 3 1 1 3 3 1 14
0. piliferum 1 2 3 3 3 3 3 2 20
P. ferreus 1 3 3 3 3 3 3 3 22
P. radiata 1 3 3 3 3 3 3 1 20
P. gigantea 1 3 3 3 3 3 3 1 20
P. aurivella 1 3 2 3 2 3 3 3 20
P. squarrosa 1 2 2 2 1 3 2 2 15
P. squamosus 1 3 3 3 3 2 3 2 20
S. ampullosp. 1 3 3 3 3 2 1 1 17
T. versicolor 1 2 3 3 3 3 3 3 2 22
T. versicolor II 2 3 3 3 3 3 3 1 21

Boden-Stroh-Gemisch mit 4 g Stroh je Liter Boden bei 15 cm Bodentiefe, entspricht 6 t Stroh ha™?!
CA: Celluloseagar, WA: Wasseragar, PDA /2: Standardnihrmedium halb konzentriert

WW: Winterweizenstroh, WG: Wintergerstenstroh

1 = geringes Wachstum (4 bis 39 mm)

2 = grofte Kolonie (40 - 90 mm) im langen Zeitraum (30 Tage)

3 = grofe Kolonie (40 - 90 mm) im kurzen Zeitraum (15 Tage)

Buchen- und Fichtenwildern zu finden. Abbott und Wicklow (1984) isolierten Cyathus
striatus von Rinderdung und Weizenstoppeln, dieses wurde mit den Wachstumsergebnis-
sen auf Stroh in den eigenen Untersuchungen bestétigt. Cyathus spp. sind als Streuabbauer
in der Lage, Strukturen von Cellulose, Lignin und den Lignocellulosekomplex anzugreifen
und abzubauen (Abbott und Wicklow, 1984), womit das gute Wachstum auf dem Cellu-
losemedium erklért werden kann.

Die Coprinus spp. wachsen vorrangig auf Fettwiesen, in Gérten und Rasenflachen (Schmid
und Helfer, 1995). Sie sind ebenfalls gute Streuabbauer, jedoch ist die Féhigkeit zur Pro-
duktion von Cellulasen und Laccasen nur sehr wenigen Coprinus spp. vorbehalten (Heinz-
kill et al., 1998). Alle beschriebenen Untersuchungen beziehen sich auf Coprinus spp., wo-
bei keine Ergebnisse zu den einzelnen Coprinus- Arten, insbesondere zum Wachstum auf
Stroh und im Boden vorliegen. Trametes versicolor ist vorzugsweise in Rotbuchenwéldern,

auf Kahlschlagen, an Strakenrindern, in Parks, in Gérten, haufig auch auf Stiimpfen, lie-
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genden Stimmen, be- und entrindeten Asten und Zweigen zu finden. Dieser Pilz erniihrt
sich saprotroph in der Optimalphase der Vermorschung, zwischen der spéten Initial- und
der Finalphase (Kriegelsteiner, 2000b). Trametes versicolor bildet vorrangig nicht selek-
tive Enzyme wie Lignin-Peroxidasen und Xylanasen zur Zellwandkomponentzerstérung
(Blanchette et al., 1989), die ebenfalls auch Stroh und Erntereste zersetzen konnen (Ta-
belle 5.1).

5.1.2 Enzymaktivitdten

Zur weiteren Selektion der Pilzstimme wurde ein Enzymprofil auf Lignin-Peroxidase-,
Cellulase- und Xylanaseproduktion erstellt (Tabelle 5.2). Ausschlieblich die Stdmme von
Bjerkandera adusta, Phellinus ferreus, Phlebia radiata, Phlebiopsis gigantea, Polyporus
squamosus und Trametes versicolor besaken die Fahigkeit zur Produktion von Lignin-
Peroxidasen. Von diesen Pilzarten ist Trametes versicolor fiir einen Freilandeinsatz be-
sonders geeignet, da diese Pilzart ausschliefslich abgestorbenes Pflanzenmaterial besiedelt
und im Gegensatz zu den anderen aufgefiihrten Pilzarten keine phytopathogenen Ver-
treter bekannt sind (Kriegelsteiner, 2000a). Die Cellulase- und Xylanaseaktivitdt wurde
bei Stammen gepriift, die sich fiir den Einsatz im Freiland besonders eignen. Alle drei
Enzyme wurden nur von Trametes versicolor (1) gebildet. Die Féahigkeit zur Bildung die-
ser Enzyme wurde bereits von Blanchette et al. (1989),Bennet et al. (2002) und White
und Traquair (2006) an anderen Trametes versicolor- Stdmmen nachgewiesen. Cellula-
sen und Xylanasen wurden von Coprinus comatus, Coprinus micaceus, Cyathus striatus,

Stropharia rugosa-anulata und Trichoderma saturnisporum gebildet.

Die Ergebnisse zur Cellulase- und Xylanaseproduktion der Coprinus spp. bestitigten
die Ergebnisse von Moore et al. (1979) und Heinzkill et al. (1998) an anderen Stdmmen
dieser Gattung. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Heinzkill et al. (1998) produzierten
die untersuchten Coprinus- Stdmme jedoch keine Ligninperoxidase. White und Traquair
(2006) konnten durch Coprinus kubickae zwar einen Celluloseabbau, jedoch keinen Lignin-
abbau feststellen. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Sethuraman et al. (1999) und
Peters (2004), die bei Cyathus striatus und Cyathus stercoreus die Fahigkeit zur Bildung
von Ligninperoxidasen nachwiesen, wiesen die untersuchten Stamme diese Féhigkeit nicht

auf, was auf artspezifische Unterschiede zuriickgefithrt werden konnte.
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Tabelle 5.2: Fahigkeit von verschiedenen Pilzstdimmen zur Produktion von

Lignin-Peroxidasen, Cellulasen und Xylanasen (+ Hofbildung, - keine Hofbildung auf

Medien mit Indikatorfarbstoffen)

Ligninase

Enzymakitvitat
Cellulase

Xylanase

praecox
adusta
atramentarius

. comatus
domesticus
MICACEUS

. striatus

. confragosa

. applanatum
aqueductuum
heterosporum

M. tremellosus

0. piliferum

P. ferreus

. radiata

. gigantea

. lingam 21/1

. lingam 21/2
SqUamMosus
ampullosporum

. rugosa-anulata
T. flavus VII3b

T. versicolor (1)
T. versicolor (II)
Trichoderma S 17 A
Trichoderma L 4
Trichoderma 99-27
T. saturnisporum
T. virens

T. viride

T. populinum

SECESECEORORONO BRI

Valaviiaviiaviiaviias

N

+

o

+

C+

+ 4+ 4+

+

o

oo+

4

Trichoderma saturnisporum wurde in die Untersuchungen mit aufgenommen, nachdem

Abd-Alla und Omar (1998) die positiven Strohabbaueigenschaften von Trichoderma sa-

turnisporum publizierten und diese Ergebnisse von Gaind et al. (2005) bestétigt wurden.

Harper und Lynch (1985) weisen auf die guten Strohbesiedlungs- und Abbaueigenschaften

von Trichoderma spp. neben Cheatomium und Fusarium spp. hin. Zum Beschleunigen des

Strohabbaus besitzt Trichoderma spp. die Eigenschaft zur Produktion von zellwandzer-

storenden Enzymen (Brand und Alsanius, 2004) und ist damit in der Lage, Cellulose und

Lignin aufzuschlieften und fiir sich nutzbar zu machen (Glenn und Gold, 1983; Harper und
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Lynch, 1985). Dariiber hinaus bildet Trichoderma spp. Xylanasen (Ximenes et al., 1996;
Silveira et al., 1999b,a; Cacais et al., 2001). Der untersuchte Trichoderma saturnisporum-
Stamm wies keine Ligninperoxidase-Aktivitat auf, was auf artspezifische Unterschiede
zuriickgefiihrt werden kénnte. Weiterhin besitzen Trichoderma spp. ein hohes Potential
zur Unterdriickung von bodenbiirtigen Pflanzenpathogenen (Grondona et al., 1997; Green
et al., 1999; Gromovykh et al., 1999; Herrera-Estrella und Chet, 2002; Bisset et al., 2003).
Gaur et al. (1999) wiesen an Trichoderma Stidmmen die Cellulaseproduktion sowie die
Hemmung von Rhizoctonia solani nach. Somit konnen Trichoderma-Stamme Pathogene
unterdriicken und dabei zur Ertragsstabilitit sowie zu einer Ertragssteigerung beitragen
(Wainwright, 1995).

Anhand seines Enzymprofils wurde Trametes versicolor (I) als leistungsfahigster Pilz-
stamm, mit der Fahigkeit drei strohabbauende Enzyme zu produzieren, selektiert. Er
war in der Lage, Cellulasen, Xylanasen und Lignin-Peroxidasen zu bilden und damit die

Hauptbestandteile von Stroh am effektivsten abzubauen.

5.1.3 In vitro - Antagonismus

Der Versuch wurde durchgefiihrt, um die Durchsetzungskraft der Pilzstimme gegeniiber
phytopathogenen Pilzen im Boden zu priifen. Die drei getesteten Pilzstdmme (Trame-
tes wversicolor, Coprinus comatus und Cyathus striatus) stellten freilandgeeignete Pilze
dar, die auch in den Wachstums- und Enzymversuchen die besten Ergebnisse erreichten.
Trichoderma saturnisporum wurde in diesem Versuch mit beriicksichtigt, obwohl eine
qualitative Beurteilung des Wachstums aufgrund schneller Sekundérkoloniebildung nach
Sporulation nicht méglich ist. Die Konidien von Trichoderma saturnisporum waren nach
4 Tagen in der gesamten Petrischale verteilt und die Pathogene wurden an ihrem Wachs-
tum gehemmt. Diese Unterdriickung und Einddmmung bodenbiirtiger Pathogene durch
Trichoderma spp. ist mehrfach beschrieben worden (Grondona et al., 1997; Green et al.,
1999; McLean et al., 2001; Herrera-Estrella und Chet, 2002; Kovacs et al., 2004; White
und Traquair, 2006).

In dem Versuch zum in vitro - Antagonismus wurden die Koloniedurchmesser der un-
tersuchten Pilzstimme je nach Wachstum horizontal und vertikal gemessen. Fusarium
aqueductuum, Fusarium heterosporum und Phoma lingam wuchsen auf dem Medium sehr
langsam und bildeten nur kleine Kolonien (19, 34, bzw. 14 mm Durchmesser) nach 28
Tagen Inkubation. Trametes versicolor (I) zeichnete sich in diesem Versuch als konkur-
renzstirkster Pilz ab (Tabelle 5.3). Er bildete sowohl in der Kontrolle nach 14 Tagen, als
auch gegen die Pathogene Fusarium aqueductuum, Fusarium heterosporum und Phoma
lingam, bereits nach 7 Tagen Inkubation mit einem Durchmesser von 90 mm, die grofste
Kolonie. Weiterhin wurden die Pathogene von Cyathus striatus am Wachstum gehindert,

wurden jedoch nicht wie bei Trametes versicolor vollstandig iiberwachsen. Das Wachstum
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von Coprinus comatus war nach 28 Tagen Inkubation bei Anwesenheit der Pathogene ge-
hemmt (43/61, 37/48 und 36/45 mm Koloniedurchmesser). Somit zeigen Cyathus striatus

und Trametes versicolor keine Wachstumshemmung bei Anwesenheit der Pathogene.

Tabelle 5.3: Radidrer Koloniedurchmesser von verschiedenen Pilzstdmmen unter
Konkurrenz nach einer Inkubationszeit von 7, 14, 21 und 28 Tagen. Bei
ungleichméfigem Wachstum sind die Kolonien in Lénge/Breite (mm) angegeben.

Variante 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage
C. comatus - C. comatus 30 - 32 37 - 42 42 - 44 43 - 45
C. comatus 45 65 o8 68

C. striatus - C. striatus 30 - 30 48 - 48  38/51-40/50  41/58 - 45/59
C. striatus 32 50 64 65

T. versicolor (I) - T. versicolor (I) 29 - 28 90 - 90 90 - 90 90 - 90
T. versicolor (I) 30 90 90 90

F. aqueductuum - F. aqueductuum 11 - 11 12 - 12 13-13 13 -13
F. aqueductuum 17 18 19 19

F. heterosporum - F. heterosorum 15 - 15 20 - 20 20 - 20 21 - 21
F. heterosporum 15 24 30 34

P. lingam - P. lingam 11-10 12 - 11 12 - 12 12 - 12
P. lingam 12 13 14 14

F. aqueductuum - C. comatus 12-39/47 16 - 41/57 16 - 43/59 17 - 43/61
F. aqueductuum - C. striatus 14-35 18-38/50 19 -42/60 19 - 45/65
F. aqueductuum - T. versicolor ~ 13 -51/90 13-70/90 13- 71/90 13 -72/90
F. heterosporum - C. comatus 12 -28/33 14-36/47 16 - 37/47 17 - 37/48
F. heterosporum - C. striatus 14 - 31 18 -38/50 19 -42/53 19 - 45/66
F. heterosporum - T. versicolor 13 -53/90 13-66/90 13 -67/90 13-69/90
P. lingam - C. comatus 12-30  12-34/47  15-35/47 15 - 36/45
P. lingam - C. striatus 12-32 15-38/51  15-41/58 16 - 45/62
P. lingam - T. versicolor 6-58/90 7-73/90 7-80/90 7-80/90
T. saturnisporum™ 90

* Sonderstellung von Trichoderma saturnisporum, da eine schnelle Sekundirkoloniebildung nach Sporulation erfolgte
und kein Mycel gebildet wird. Pathogene kamen {iber das Wachstum der Ausgangssituation nicht hinaus.

Das antagonistische Potential von Trametes versicolor wurde in Untersuchungen von Whi-
te und Traquair (2006) beschrieben. Dort kam es nach Inokulation von Trametes versi-
color zu einem Wachstumsstop von Botrytis cinerea, nachdem 7Trametes versicolor ein
dichtes Mycelgeflecht bildete und die Botrytis cinerea Kolonie vollstindig iiberwuchs.
In den eigenen Untersuchungen hemmte Trametes versicolor die eingesetzten Pathogene
und iiberwuchs die Kolonie ebenfalls. Somit hemmt Trametes versicolor nicht nur Botry-
tis cinerea (White und Traquair, 2006), sondern auch Fusarium aqueductuum, Fusarium
heterosporum und Phoma lingam.

White und Traquair (2006) fithrten weiterhin Versuche mit Coprinus kubickae und Botry-
tis cinerea durch. Dabei kam es nach einer zweiwdchigen Inkubation zu einer Wachstums-
hemmung von Coprinus kubickae und nach weiteren zwei Wochen zu einem Uberwachsen
von Coprinus kubickae durch Botrytis cinerea. Der in den eigenen Versuchen verwendete

Coprinus comatus-Stamm wies dagegen eine hemmende Wirkung auf Fusarium aqueduc-
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tuum, Fusarium heterosporum und Phoma lingam auf, konnte die Kolonien jedoch nicht
wie Trametes versicolor iiberwachsen. Damit wurde gezeigt, dass stammspezifische Unter-
schiede bei Coprinus spp. auf das Wachstumsverhalten verschiedener Pathogene wirken.
Das Wachstumsverhalten von Cyathus striatus oder auch Cyathus spp. bei Anwesenheit
von Pathogenen ist gegenwértig noch nicht untersucht worden. Die drei in diesem Versuch
getesteten Pilzstdmme hemmten das Wachstum von Fusarium aqueductuum, Fusarium he-
terosporum und Phoma lingam, jedoch war einzig Trametes versicolor auch in der Lage,

die Kolonien der Pathogene zu tiberwachsen.

5.2 Strohabbau nach Inokulation mit selektierten

Pilzstammen

Der Nachweis des Strohabbaus erfolgte in Streubeuteln, in denen Stroh je nach Variante

mit Pilzen oder Tragersubstanzen inokuliert im Boden vergraben wurde.

5.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Abbildungen 5.1, 5.2 und 5.3 zeigen rasterelektronenmikroskopische Bilder von den

Inkubationsversuchen in Gefifien nach 180 Tagen und im Freilandversuch nach 285 Tagen.

In Abbildung 5.1 sind die Verdnderungen der Zellwénde vom Gefédfversuch zur Selektion

der Pilzstdmme, nach Inokulation von Coprinus comatus, Cyathus striatus, Trametes

versicolor (I) und Trichoderma saturnisporum, zu sehen. Dabei war visuell der stérkste
Abbau der Zellwénde nach Inokulation von Coprinus comatus und Trichoderma satur-
nisporum zu erkennen. Bei Cyathus striatus und Trametes versicolor (I) ist in diesem

Gefiafversuch der Abbau gegeniiber der Kontrolle weniger stark ausgepragt.
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Abbildung 5.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Strohproben aus dem
Geféfiversuch zur Selektion der Pilzstimme nach 180 Tagen Inkubation

Abbildung 5.2 zeigt rasterelektronenmikroskopische Bilder aus dem Gefafsversuch zum

Einfluk der Inokulation von Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum auf den

Strohabbau. Die Zellwinde der inokulierten Varianten sind stirker abgebaut als die der

Kontrolle. In der mit Cyathus striatus inokulierten Variante und in der Kontrolle, ist in
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den ausgewihlten Abschnitten, in die Zellen wachsenes Mycel, sichtbar. Das Mycel der

Kontrolle resultiert aus dem nicht steriliserten Boden.

Y

FEMZ Uni-Rostock

EMZ Uni-Rostock

C. striatus T. saturnisporum

Abbildung 5.2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Strohproben aus dem
Geféfiversuch zum Einfluss der Inokulation nach 180 Tagen Inkubation

Im Freilandversuch wurden Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum in zwei

unterschiedlichen Aufwandmengen appliziert. Zur rasterelektronenmikroskopischen Un-
tersuchung wurden jeweils Proben aus den Varianten mit den niedrigen Aufwandmengen
(AM 1 und AM 10) nach 285 Tagen Inkubation untersucht. Nach dieser Inkubationspe-
riode ist bei den inokulierten Varianten gegeniiber der Kontrolle ein stérkerer Abbau zu

erkennen. Trichoderma saturnisporum baute die Zellwédnde mehr ab als Cyathus striatus

(Abbildung 5.3).
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T. saturnisporum (AM 1)

Abbildung 5.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Strohproben aus dem
Freilandversuch nach 285 Tagen Inkubation

5.2.2 Gewichtsverluste im Streubeutel-Test

Abbildung 5.4 zeigt die Abbauraten des Strohs aus dem Geféfversuch zur Selektion der

Pilzstimme. Uber den gesamten Inkubationszeitraum stieg die Abbaurate des Strohs in

allen Varianten an und die inokulierten Varianten wiesen héhere Abbauraten als die Kon-
trolle auf. Nach 90 Tagen Inkubation wurde die hochste Abbaurate (61 %) bei Trichoderma
saturnisporum nachgewiesen (P < 0,05, n = 4). Die Inokulation mit Cyathus striatus und
Coprinus comatus bewirkte ebenfalls eine signifikante Steigerung (P < 0,05, n = 4) der
Abbaurate auf 60 % gegeniiber der Kontrolle mit 53 %. Die Inokulation mit Trametes
versicolor steigerte die durchschnittliche Abbaurate geringfiigig, jedoch nicht signifikant
auf 55 %.
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Abbildung 5.4: Abbauraten im Geféfversuch zur Selektion der Pilzstimme nach 90
und 180 Tagen Inkubation (* P < 0,05)

Nach 180 Tagen Inkubation wies die mit Trichoderma saturnisporum inokulierte Variante
wieder die hochste Abbaurate mit 81 % auf, gefolgt von Cyathus striatus mit 77 % und
Trametes versicolor mit 74 %. Durch die hohen Standardabweichungen von Trichoderma
saturnisporum (9,2 %) und Cyathus striatus (8,3 %) waren die Unterschiede zur Kontrolle
(68 %) jedoch nicht signifikant. Die mit Trichoderma saturnisporum, Cyathus striatus
(nach 90 und 180 Tagen) und Coprinus comatus (nach 90 Tagen Inkubation) inokulierten
Varianten wiesen in diesem Geféfversuch durchschnittlich die héchsten Abbauraten des
Strohs auf. Die Abbaurate sank in allen Varianten vom ersten (90 Tage) zum zweiten
(180 Tage) Untersuchungszeitpunkt, wodurch der Hauptteil des Abbaus in den ersten 90
Tagen erfolgte.

In Abbildung 5.5 sind die Abbauraten des Weizenstrohs im Gefafsversuch zum Einfluss

der Inokulation mit Cyathus striatus, Trichoderma saturnisporum sowie in Kombination

mit den 3 Pathogenen Fusarium graminearum, Pseudocercosporella herpotrichoides und

Gaeumannomyces graminis nach 90 und 180 Tagen Inkubation dargestellt.

Nach 90 Tagen Inkubation wurde nach der Inokulation mit Cyathus striatus die hochste
Abbaurate erreicht (75 %), gefolgt von der Variante, der ausschlieklich das Fermenterpro-
dukt zugesetzt worden war (69 %). Die Zugabe von Glucose (64 %) und die Inokulation
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Abbildung 5.5: Abbauraten im Gefifversuch zum Einfluss der Inokulation nach 90
und 180 Tagen Inkubation (* P < 0,05)

mit Trichoderma saturnisporum (66 %) fithrten zu Abbauraten, die unter den Werten der
Kontrolle (68 %) lagen, jedoch war der Effekt der Inokulation nach 90 Tagen Inkubation
nur fiir Cyathus striatus signifikant (P < 0,05, n = 6). Die Inokulation mit den Pathogenen
fiihrte nach 90 Tagen Inkubation in keiner Variante zu einer signifikanten Verdnderung des
Strohabbaus. Nach 180 Tagen wurde die signifikant (P < 0,05, n = 6) hochste Abbaurate
nach Inokulation mit Cyathus striatus in Kombination mit Gaeumannomyces graminis
erreicht (88 %), gefolgt von Trichoderma saturnisporum in Kombination mit Fusarium
graminearum (87 %). Alle anderen Varianten hatten keinen signifikanten Einfluss auf den
Strohabbau. Die Abbauraten des Strohs im Gefafsversuch zum Einfluss der Inokualtion
entsprechen von der Grofsenordnung den Abbauraten aus dem Gefafiversuch zur Selek-
tion der Pilzstimme. Die erhéhte Abbaurate nach 180 Tagen in der Kombination mit
Cyathus striatus und der eingesetzten Pathogene, kann nicht erkldrt werden, da der di-
rekte Anteil der Pathogene und auch der Teststimme am Strohabbau in den vorliegenden
Versuchen nicht von ihrer Wirkung in Interaktion mit den indigenen Bodenmikroorga-
nismen bzw. zwischen Pathogenen und Teststamm getrennt werden kann. Fusarium spp.
sind am Xylan- und Celluloseabbau von abgestorbenen Pflanzenteilen, einige Stimme so-
gar am Ligninabbau beteiligt (Harper und Lynch, 1985; Weber, 1993) und kénnten somit

auch mit zum Strohabbau beigetragen haben. Pseudocercosporella herpotrichoides und
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Gaeumannomyces graminis als obligate Parasiten haben keinen wesentlichen Anteil am
Abbau von abgestorbenen Pflanzenteilen (Borner, 1997). Weiterhin besitzen Trichoderma
spp. die Fahigkeit zur Hemmung von pathogenen Pilzen, z.B. mittels Mykoparasitismus
(McLean et al., 2001; Herrera-Estrella und Chet, 2002; Kovacs et al., 2004; White und
Traquair, 2006) und miissten damit die eingesetzten Pathogene am Wachstum hindern.
Der im vorliegenden Versuch untersuchte Cyathus striatus Stamm hemmte das Wachs-
tum der Fusarium aqueductuum und Fusarium heterosporum Stdmme im in vitro Test,
wiahrend die Pathogene auf das Wachstum von Cyathus striatus keinen Einfluss hatten
(vgl. Kapitel 5.1.3). Ein Einfluss der Pathogenen auf den Strohabbau kann damit ausge-

schlossen werden.

Im Freilandversuch wies die mit Cyathus striatus (AM 10) inokulierte Variante zu allen
drei Zeitpunkten die hochste Abbaurate des Strohs (48 %, 60 % und 67 %) auf (Abbildung
5.6), wobei der Effekt nach 180 Tagen nicht signifikant war. Nach 245 Tagen Inkubation
wiesen alle inokulierten Varianten aufer Trichoderma saturnisporum (AM 5) signifikant
(P < 0,05, n = 6) hohere Abbauraten als die Kontrolle auf, wobei die héchste Abbaura-
te durch die Inokulation von Cyathus striatus (AM 10) erreicht wurde. Nach 285 Tagen
Inkubation wurde ein signifikanter Einfluss auf den Strohabbau nur fiir Cyathus striatus
(AM 10) (P < 0,05, n = 6) durch eine Erhohung der Abbaurate nachgewiesen. Im Ge-

gensatz dazu kam es nach Zugabe von Glucose und Trichoderma saturnisporum (AM 1)

zu einer nichtsignifikanten Abnahme der Abbaurate gegeniiber der Kontrolle.

Nach Inokulation mit Cyathus striatus (AM 10) wurden in diesem Versuch die signifikant
héchsten Abbauraten des Strohs erreicht. Die erhohte Aufwandmenge hatte gegeniiber
der niedrigeren Aufwandmenge keinen signifikanten Einfluss auf die Abbaurate. Nach 180
Tagen waren im Durchschnitt aller Varianten rund 45 % des Strohs abgebaut, nach wei-
teren 65 Tagen rund 55 % und nach 285 Tagen rund 60 %. Der grofite Teil des Abbaus

fand damit in der ersten Inkubationsperiode statt.

Im Freilandversuch war der Strohabbau generell geringer als unter den optimierten Bedin-
gungen der Gefilsversuche. Die Temperaturen im Freilandversuch lagen bis einschliefslich
Marz unter 5 °C, welche den Strohabbau verzogerten (Joergensen et al., 1994; Magid et al.,
2004). Weiterhin werden die Abbauraten vom Ligningehalt, dem N-Gehalt und dem C/N-
Verhéltnis der Streu beeinflusst. Von entscheidender Bedeutung sind auch die klimatischen
Bedingungen und die Oberflichenbeschaffenheit der Erntereste (Bowen, 1989). Eine Re-
gulierung des Abbaus kann iiber die Intensitit der Bodenbearbeitung durch Steuerung
des Mikroklimas im Boden erfolgen (Buchanan und King, 1993). Da die Fléchen im Frei-
landversuch auch konventionell bearbeitet wurden, kann die Bodenearbeitung und damit
die klimatische Verdnderung und Zusammensetzung der Mikroorganismen im Boden, eine

mogliche Ursache fiir die niedrigeren Abbauraten darstellen.
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Abbildung 5.6: Abbauraten der inokulierten Pilze in unterschiedlichen
Aufwandmengen aus dem Freilandversuch nach 180, 245 und 285 Tagen Inkubation (* P
< 0,05, ** P < 0,01)

Stockfisch (1997) untersuchte die Strohverlustraten von frei im Boden enthaltenem Stroh
und Stroh in Streubeuteln iiber eine Vegetationsperiode. Dabei trat in 4 Wochen in der
Zeit von der Stoppelbearbeitung bis zur Aussaat in der Variante mit dem frei im Boden be-
findlichen Stroh ein Abbau von 50 % auf. In den eigenen Untersuchungen erfolgte die erste
Probenentnahme nach dem Winter, nach 180 Tagen Inkubation. Dabei wurde eine dhnli-
che Abbaurate des Strohs von 44 % nachgewiesen. Nach einer Vegetationsperiode wurden
von Stockfisch (1997) Strohverlustraten von 65 % ermittelt. Auch Jensen (1985) wies auf
einem lehmigen Sand nach einem Jahr Inkubation einen Strohverlust bei Weizenstroh
von 77 % nach. In den eigenen Untersuchungen wurden nach einer Vegetationsperiode
im Durchschnitt aller Varianten 60 % der urspriinglichen Strohmenge abgebaut. Damit
sind die Abbauraten aus den eigenen Untersuchungen geringer als die Abbauraten von
Stockfisch (1997) und Jensen (1985). Eine mogliche Ursache konnte die verkiirzte Zeit von
285 Tagen sein, da die eigenen Untersuchungen erst mit der Aussaat des neuen Getreides
begannen. Weiterhin kénnen klimatische Unterschiede zu den Differenzen in den Abbau-
raten beigetragen haben. Die Abbauraten der beiden Gefifversuche lagen nach 90 Tagen
zwischen 60 und 70 % und nach 180 Tagen zwischen 70 und 80 %. Die hohen Abbauraten

von ca. 65 % nach 90 Tagen weisen auf einen verstarkten Abbau in den ersten Tagen hin.
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Klimanek (1997) gibt den Hauptteil der Mineralisierung in den ersten 10 Tagen, Fioretto
et al. (2005) in den ersten 20 Tagen der Inkubation an. In dieser Zeit konnen bis zu 68 %
der insgesamt mineralisierten C-Menge als COs freigesetzt werden (Haider und Martin,
1979; Klimanek, 1997). Fiir Henriksen und Breland (1999) stellen die ersten 70 Tage die
erste Phase der Strohzerstetzung dar. In dieser Zeit werden leichtabbaubare Substanzen
wie Kohlenhydrate, Proteine und Cellulosen abgebaut (Janssen, 1984). Nach 90 Tagen
Inkubation war iiber die Hélfte des Strohs abgebaut. Die weitere Inkubation konnte die
Abbaurate nur noch unwesentlich steigern. Das gleiche Verhalten war in dem Freiland-
versuch zu verzeichnen.

Einen wesentlichen Einfluss auf die Abbaurate in Streubeutelversuchen hat nach Jensen
(1985) die Maschenweite und die Textur des Bodens. In den Untersuchungen von Jen-
sen (1985) wurde nach einem Jahr der hochste Strohverlust von 77 % bei der grofen
Maschenweite (10 mm) in einem sandigen Lehm gefunden. Die niedrigste Abbaurate (55
%) wurde bei der feinen Maschenweite (0,05 mm) in einem groben Sand nachgewiesen.
In den eigenen Untersuchungen wurden Netzbeutel mit einer Maschenweite von 2 mm
verwendet und eine Abbaurate im Feld von 60 % nach 285 Tagen erreicht. Durch die klei-
nere Maschenweite kann der Einfluss der Makrofauna weitgehend ausgeschlossen werden,
wodurch die niedrigeren Abbauraten gegeniiber den Ergebnissen von Jensen (1985) zu
erkldren sind. Die héheren Massenverluste der grofsmaschigen Netzbeutel werden durch

den damit zusétzlich ermdglichten Einfluss von Regenwiirmern und Arthropoden erklart.

5.2.3 Chemische Zusammensetzung des Strohs

Die chemische Zusammensetzung des Strohs wurde mit C- und N-Analyse und Pyrolyse-

Feldionisation Massenspektrometrie (Py-FIMS) untersucht.

In Tabelle 5.4 sind die Ergebnisse der C- und N-Analysen aus dem Gefifversuch zur

Selektion der Pilzstimme dargestellt. Der Gesamt-C-Gehalt im Ausgangsstroh lag bei
44,5 %, der Gesamt-N-Gehalt bei 0,7 % und das C/N-Verhéltnis bei 62,7. Gegeniiber dem
Ausgangsstroh ist beim N-Gehalt und beim C/N-Verhéltnis ein signifikanter Inkubations-

effekt iiber alle Inkubationsperioden zu erkennen. Der C-Gehalt dnderte sich wihrend der
Inkubation geringfiigig, jedoch nicht signifikant. Nach 90 Tagen Inkubation kam es beim
C- und N-Gehalt sowie beim C/N-Verhéltnis zu keiner signifikanten Verdnderung der in-
okulierten Varianten gegeniiber der Kontrolle. Nach 180 Tagen Inkubation ist tendentiell
in den inokulierten Varianten eine Abnahme des N-Gehaltes und des C/N-Verhéltnisses

gegeniiber der Kontrolle zu erkennen, jedoch ist der Inokulationseffekt nicht signifikant.
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Tabelle 5.4: C-, N-Gehalte und C/N-Verhiltnisse des Strohs aus dem
Inkubationsversuch zur Selektion der Pilzstdimme nach 90 und 180 Tagen Inkubation

C |%] N [%] C/N
Ausgangsstroh 44,5 + 0,1 0,71 £ 0,06 62,7 £ 5,4
90 Tage Kontrolle 45,9 £+ 0,9 1,88 £+ 0,14 244 + 2.0
C. comatus 443 + 1.4 1,84 4+ 0,08 241 +£ 0,8
C. striatus 44,2 + 2.4 1,91 £+ 0,09 23,1 + 1.6
T. versicolor 43,1 £ 3,2 1,78 4+ 0,06 24,2 +£1,3
T. saturnisporum 44,5 £ 1,8 1,88 4+ 0,07 23,7 £ 1,6
180 Tage Kontrolle 43,9 + 3.4 1,99 £+ 0,16 22,0 £ 3,1
C. comatus 44,3 + 2.1 2,04 £+ 0,18 21,7+ 1,5
C. striatus 454 £ 1,5 2,07 £ 0,07 21,9 £ 1,3
T. versicolor 42,0 + 5,6 2,04 + 0,14 20,6 £ 1,5
T. saturnisporum 41,0 4+ 5,2 2,20 £+ 0,16 18,6 +£ 2,8

Die Gesamt-C und N- Gehalte sowie das C/N- Verhiltnis im Ausgangsstroh fiir den
Gefifiversuch zum Einfluss der Inokulation nach 90 und 180 Tagen Inkubation (Tabelle

5.5) entsprachen denen aus dem Geféfversuch zur Selektion der Pilzstdmme. Dabei kam
es durch die Inkubation in allen Varianten zu einer Abnahme der C-Gehalte und des C/N-
Verhiltnisse sowie zu einer Zunahme der N- Gehalte gegeniiber dem Ausgangsstroh. Nach
90 Tagen nahm der C-Gehalt in der Variante mit Cyathus striatus und Gaeumannomyces
graminis (25,2 %) signifikant (P < 0,05, n = 6) gegeniiber der Kontrolle (37,5 %) ab. Der
N-Gehalt verringerte sich signifikant (P < 0,05, n = 6) gegeniiber der Kontrolle (1,25

%) nach Zugabe von dem Fermenterprodukt (1,08 %), Trichoderma saturnisporum (0,97
%) und Cyathus striatus in Kombination mit Gaeumannomyces graminis (0,98 %). Auf
das C/N-Verhiltnis hatte die Inokulation keinen signifikanten Einfluss. Nach 180 Tagen
Inkubation kam es in der Variante mit Cyathus striatus (32,9 %) zu einer signifikanten (P
< 0,05, n = 6) Erh6hung des C-Gehaltes gegeniiber der Kontrolle (23,4 %). Eine Verringe-
rung des C-Gehaltes wurde nur in der Variante mit Cyathus striatus in Kombination mit
Gaeumannomyces graminis (22,3 %) nachgwiesen. Der Effekt der Inokulation war jedoch
nicht signifikant. Der N-Gehalt nahm signifikant (P < 0,05, n = 6) gegeniiber der Kontrol-
le (1,32 %) nach Inokulation von Cyathus striatus (18,6 %), Trichoderma saturnisporum
in Kombination mit Fusarium graminearum (1,95 %) und Trichoderma saturnisporum in
Kombination mit Pseudocercosporella herpotrichoides (1,87 %) zu. Das C/N-Verhéltnis

wurde durch die Inokulation nicht signifikant beeinflusst.
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Tabelle 5.5: C-; N-Gehalte und C/N-Verhiltnisse des Strohs aus dem
Inkubationsversuch zum FEinfluss der Inokulation nach 90 und 180 Tagen Inkubation

C %] N [%] C/N
Ausgangsstroh 445 + 0,1 0,71 £ 0,06 62,7 £ 5,4
90 Tage
Kontrolle 37,5 £ 6,7 1,25 + 0,11 30,0 + 6,5
Glucose 33,6 + 4.7 1,19 + 0,06 28,2 £ 4.3
Fermenterprodukt 37,6 £4,7 1,08*% 4+ 0,13 34,8 £ 81
C. striatus 37,8 + 3,6 1,20 +£ 0,19 31,0 +£ 3.9
T. saturnisporum 37,6 £ 6,6 0,97* £ 0,16 38,8 + 12,0
C. striatus + F. graminearum 35,1 £ 35 1,14 + 0,14 309 £ 18
T. saturnisporum + F. graminearum 40,8 £ 2.9 1,21 + 0,15 34,3 £ 5,3
C. striatus + P. herpotrichoides 34,6 + 8,4 1,09 + 0,22 31,9 £ 6,8
T. saturnisporum + P. herpotrichoides 38,2 + 4,7 1,17 £ 0,17 33,1 £49
C. striatus + G. graminis 25,2*% £ 74 0,98* + 0,26 25,7+ 4,3
T. saturnisporum + G. graminis 36,5 £ 5,6 1,25 £ 0,26 29,7 £ 40
180 Tage
Kontrolle 23,4 +£99 1,32 £+ 0,50 17,7 + 2,1
Glucose 259 £ 7.7 1,51 £ 0,40 17,2 £ 2.7
Fermenterprodukt 29,1 £ 3,3 1,80 £+ 0,19 16,2 + 1,1
C. striatus 32,9% + 4.9 1,86* £ 0,20 17,7 £ 22
T. saturnisporum 27,0 £ 4,9 1,39 +£ 0,24 194 + 6,0
C. striatus + F. graminearum 26,5 + 4.4 1,56 + 0,17 16,9 + 1,26
T. saturnisporum + F. graminearum 33,0 £ 6,5 1,95% + 0,27 17,1 + 3,8
C. striatus + P. herpotrichoides 27,0 £9,0 1,61 £ 0,41 16,5 + 3,37
T. saturnisporum + P. herpotrichoides 39,0 + 2.4 1,87* £ 0,16 21,1 £+ 2,95
C. striatus + G. graminis 22,3 £ 5,9 1,47 + 0,25 15,0 £ 1,67
T. saturnisporum + G. graminis 30,8 + 5,1 1,77 + 0,46 17,9 + 2,69

* P <0,05,*% P <001, ** P < 0,001

Im Freilandversuch bewirkte die Inkubation eine Verringerung der C-Gehalte und der
C/N-Verhiltnisse sowie einen Anstieg der N-Gehalte des Strohs in allen Varianten (Tabelle
5.6). Die Inokulation mit den Pilzen verstirkte diesen Effekt. Nach 180 Tagen wies das
Stroh nach der Inokulation mit Cyathus striatus (AM 10) den signifikant (P < 0,05, n
= 6) geringsten C-Gehalt (38,4 %) und das geringste C/N-Verhéltnis (40,9) sowie nicht
signifikant den hochsten N-Gehalt (0,94 %) auf.

Nach einer Inkubationsperiode von 245 Tagen wurde in der Kontrolle der niedrigste C-
Gehalt des Strohs (37,9 %) bestimmt. Durch die Zugabe von Glucose (AM 1) und nach
Inokulation mit Cyathus striatus (AM 50) wies das Stroh die signifikant (P < 0,01)
hochsten C- Gehalte (43,3) auf.
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Tabelle 5.6: C-, N-Gehalte und C/N-Verhiltnisse des Strohs aus dem Freilandversuch
nach 180, 245 und 285 Tagen Inkubation

C %] N [%] C/N
Ausgangsstroh 44,5 + 0,1 0,71 £ 0,06 62,7 £ 5,4
180 Tage Kontrolle 42,2 £ 1,8 0,85 £ 0,08 49,6 £ 4,9
Glucose (AM 1) 431 +21 087 +005 495+ 33
Fermenterprodukt (AM 10) 40,0 £+ 3,0 0,90 £ 0,06 44,4 + 4,2
C. striatus (AM 10) 384% + 1.7 0,94+ 0,14  40.9% + 5.7
C. striatus (AM 50) 41,6 + 4,0 0,93 £ 0,08 44,7 £ 5,0
T. saturnisporum (AM 1) 41,9 + 0,8 0,91 £0,14 46,0 £ 7,1
T. saturnisporum (AM 5) 40,0 + 4,5 0,89 +£ 0,05 44,9 £ 6,5
245 Tage Kontrolle 37,9 £ 4,6 0,88 £ 0,10 43,1 £ 4,1
Glucose (AM 1) 433%F £ 1.0 1,12%% + 0,14 38,7 + 4,7
Fermenterprodukt (AM 10) 41,3 +£ 3,2 1,08 £ 0,16 38,2 + 3,6
C. striatus (AM 10) 40,6 + 25  1,04% + 0,08 39,0+ 2,1
C. striatus (AM 50) 43.3** £ 1,1 097 £0,08 44,6 £+ 3,8
T. saturnisporum (AM 1) 39,1 +£34 1,04*+0,12 376 +5,2
T. saturnisporum (AM 5) 38,7 + 2,8 0,99 0,09 39,1 + 3,0
285 Tage Kontrolle 40,6 £ 4,2 1,05 £ 0,13 38,6 & 6,3
Glucose (AM 1) 432420 1,11 +013 38,9 + 4,1
Fermenterprodukt (AM 10) 41,5 £ 3,9 1,20 £ 0,15 34,6 = 6,4
C. striatus (AM 10) 350+ 10,1 1,13+ 023 31.8% + 6.5
C. striatus (AM 50) 40,4 £ 5,1 0,99 + 0,11 40,8 £ 6,0
T. saturnisporum (AM 1) 33,3* £ 5,1 1,00 £ 0,13 33,3+ 3,7
T. saturnisporum (AM 5) 40,7 £ 5,7 1,04 £ 0,17 39,1 + 4,1

* P < 0,05 % P < 0,01, ** P < 0,001

Die signifikant (P < 0,01) hochsten N- Gehalte wurden in den Varianten mit Glucose
Zufuhr (AM 1) (1,12 %), der Zugabe des Fermenterproduktes (AM 10) (1,08 %) und nach
Inokulation mit Cyathus striatus (AM 10) (1,04 %, P < 0,05, n = 6) und Trichoderma
saturnisporum (AM 1) (1,04 %, P < 0,05, n — 6) nachgewiesen. Das C/N-Verhiltnis des
Strohs nahm wahrend der Inkubation gegeniiber der Kontrolle nicht signifikant in allen
Varianten, mit Ausnahme von C. striatus (AM 50), ab. Nach 285 Tagen Inkubation wies
das Stroh in der mit Trichoderma saturnisporum(AM 1) inokulierten Variante den signi-
fikant (P < 0,05) geringsten C-Gehalt von 33,3 % auf. Wie auch nach 180 und 245 Tagen
wurde nach der Zugabe von Glucose der hochste C- Gehalt im Stroh nachgewiesen. Nach
Zugabe von dem Fermenterprodukt war der N-Gehalt des Strohs am hochsten (1,2 %).
Die Inokulationen iibten jedoch keinen signifikanten Einfluss auf den N-Gehalt des Strohs
aus. Das C/N-Verhéltnis des Strohs war nach der Inokulation mit Cyathus striatus (AM
10) (31,8) gegeniiber der Kontrolle (38,6) signifikant (P < 0,05) niedriger. Die iibrigen In-
okulationsvarianten iibten keinen signifikanten Einfluss auf das C/N-Verhéltnis des Strohs

aus. Im Vergleich der einzelnen Inkubationsperioden wurden nach 245 Tagen Inkubation
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haufiger signifikante Verdnderungen als nach einer Inkubationsperiode von 180 bzw. 285

Tagen nachgewiesen.

Im vorliegenden Versuch wies die Entwicklung der N-Gehalte des Strohs keinen klaren
Trend auf. Nach Friebe (1992) kommt es durch mikrobielle Besiedlung von Streu zu einer
Erhohung des Stickstoffgehaltes und damit zu einer Verkleinerung des C/N-Verhéltnisses.
Erhohte N-Gehalte des Strohs als mogliche Folge einer erhohten mikrobiellen Besiedlung
konnten in den vorliegenden inokulierten Varianten nur in Einzelfallen nachgewiesen wer-
den. Die Entwicklung der C- und N-Gehalte und der C/N-Verhiltnisse des Strohs wéihrend
der Inkubation stimmen in den beiden Geféfversuchen weitgehend iiberein. Die Entwick-
lung dieser Werte im Freilandversuch unterscheidet sich witterungsbedingt von denen der
Gefiakversuche. Die C-Gehalte des Ausgangstrohs entsprechen den von Henriksen und
Breland (2002); Gaind et al. (2005) (43,8 und 46,6) ermittelten Werten zu nichtinkubier-
tem Weizenstroh, wogegen die N-Gehalte des Ausgangsstrohs (0,71 %) hoher als die von
Henriksen und Breland (2002); Gaind et al. (2005) (0,54 und 0,4) waren. Dadurch war das
C/N-Verhiltnis des im vorliegenden Versuch genutzten Ausgangsstrohs (62,7) niedriger
als das in der Literatur beschriebene, welches zwischen 49,8 % (Collins et al., 1990) und

116,5 (Henriksen und Breland, 2002) lag.
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Die chemische Verdnderung des Strohs wihrend der Inkubation wurde mit Pyrolyse-

Feldionisation Massenspektrometrie (Py-FIMS) auf der molekularen Ebene unter-

sucht.

Eine Methode zur Beurteilung der Abbaubarkeit von Substanzklassen und Einzelsubstan-
zen der organischen Bodensubstanz ist die temperaturaufgeloste Py-FIMS. Dazu wird die
Intensitit der entsprechenden Substanzen, Substanzklassen oder die totale Ionenintensitét
(counts mg~!) gegen die Pyrolysetemperatur aufgetragen. Die dabei erzeugten Thermo-
gramme zeigen anhand der Temperaturmaxima die thermische Stabilitét der untersuchten
organischen Verbindungen. Eine Verschiebung der Intensitédt zu hoheren Pyrolysetempe-
raturen zeigt die grofere Thermostabilitdt und damit eine erschwerte Abbaubarkeit bzw.
niedrigere Temperaturmaxima, thermisch labilere und damit leichter abbaubare organi-

sche Verbindungen an (Leinweber und Schulten, 1992).

Abbildung 5.7 zeigt die summierten Py-FI Massenspektren und Thermogramme

des Strohs aus dem Gefifversuch zur Selektion der Pilzstdmme nach 180 Tagen Inkuba-

tion. Das Thermogramm des Ausgangsstrohs hat das Temperaturmaximum bei 320 °C
und zwei Schultern bei 200 und 450 °C (Abbildung 5.7a). Durch die Inkubation erfolgte
generell ein Abbau der organischen Substanz, welcher durch die erheblich geringere In-
tensitdt bestimmt wurde (Abbildung 5.7 b-f).

Die Inkubation der Kontrollprobe ohne Inokulation (Abbildung 5.7b) verschob das Tem-
peraturmaximum nach 400 °C und die Schultern auf 320 und 500 °C. Nach Inokulation
mit Coprinus comatus (Abbildung 5.7¢) und Cyathus striatus (Abbildung 5.7d) war das
Temperaturmaximum wie bei der Kontrolle bei 400 °C. Die Schulter bei 320 °C war erhoht
und deutet auf eine Zunahme von thermisch labileren Substanzen hin. Die Inokulation
mit Trametes versicolor (Abbildung 5.7e¢) und Trichoderma saturnisporum (Abbildung
5.7f) verringerte das Temperaturmaximum im Vergleich zur Kontrolle auf 380 °C, was
auf einen Abbau thermisch stabiler Substanzen und einer daraus folgenden Anreicherung
von thermisch labileren Substanzen hindeutet, wobei Trichoderma saturnisporum einen
im Vergleich zu den anderen Pilzen extremen Abbau um ca. Faktor 2 aufweist. Die Schul-
tern bei 450 °C sind ein Indiz fiir die nicht mehr durch die beiden Pilze degradierten
thermisch stabilen Substanzen. Somit zeigen die Thermogramme einen Abbau von schwer
abbaubaren Inhaltsstoffen des Strohs durch die Inokulation mit Trametes versicolor (Ab-
bildung 5.7e), und noch starker ausgeprigt bei Trichoderma saturnisporum (Abbildung
5.7f), an.

Das Spektrum des Ausgangsstrohs (Abbildung 5.7a) ist dominiert von charakteristischen
Signalen von Kohlenhydraten (m/z 60, 98, 114, 126), Phenolen und Ligninmonomeren
(m/z 150, 180, 208, 210), Lipiden (m/z 256, 272) und in geringer Intensitit von Phy-
tosterolen (m/z 414, 464). Nach der Inkubation ohne Inokulation (Abbildung 5.7b) sind
Phenole und Ligninmonomere (m/z 178, 180, 194, 208, 210) die dominierenden Massen,
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daneben in geringer Intensitit Kohlenhydrate (m/z 114, 116) und Lignindimere (m/z 272,
280). Die inokulierten Varianten (Abbildung 5.7¢ bis f) sind nach der Inkubation alle ge-
kennzeichnet durch intensive Peaks der Kohlenhydrate (m/z 60, 114, 126), Phenole und
Ligninmonomere (m/z 150, 178, 180, 208) und Lignindimere (m/z 272, 280).
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Abbildung 5.7: Pyrolyse-Feldionisation Massenspektren und Thermogramme von
Stroh nach 180 Tagen Inkubation im Gefifversuch zur Selektion der Pilzstimme: a)
Ausgangsstroh, b) Kontrolle ohne Inokulation, c¢) inokuliert mit Coprinus comatus, d)
inokuliert mit Cyathus striatus, e) inokuliert mit Trametes versicolor, f) inokuliert mit

Trichoderma saturnisporum

Die summierten Py-FI Massenspektren und Thermogramme des Strohs aus dem Geféfversuch
zum Einfluss der Inokulation nach 90 und 180 Tagen Inkubation sind in Abbildung 5.8
dargestellt. Das Ausgangsstroh ist identisch mit dem aus Abbildung 5.7a, welches in dem
Geféfiversuch zur Selektion der Pilzstdmme beschrieben wurde. Durch die Inkubation
kommt es nach 90 Tagen in der Kontrolle (Abbildung 5.8b) zu einer Verringerung der
Intensitdt um den Faktor 2 bis 3. Das Temperaturmaximum verschob sich auf 390 °C und

es bildeten sich Schultern bei 230 und 500 °C.
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Kontrolle ohne Inokulation, f) inokuliert mit Trichoderma saturnisporum, g) inokuliert
mit Cyathus striatus
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Durch die Inokulation mit Trichoderma saturnisporum (Abbildung 5.8¢) verschob sich das
Temperaturmaximum auf 400 °C und durch Cyathus striatus (Abbildung 5.8d) bildete
sich ein Doppelpeak bei 400 °C. Das nach 90 Tagen aufgezeichnete Temperaturmaximum
von 390 °C der Kontrolle (Abbildung 5.8b) verschob sich nach 180 Tagen nach 350 °C
(Abbildung 5.8¢). Die Schulter bei 500 °C ist stirker ausgeprégt als nach 90 Tagen. Die
Inokulation mit den Pilzen (Abbildung 5.8f und g) zeigte ebenfalls ausgeprigte Schul-
tern bei 250 und 500 °C. Der Einfluss der Inokulation mit Trichoderma saturnisporum
(Abbildung 5.8¢ und f) und Cyathus striatus (Abbildung 5.8d und g) ist mit einer Ver-
schiebung zu niedrigeren Temperaturen nach 180 Tagen Inkubation starker ausgepragt
als nach 90 Tagen. Nach 90 Tagen war das Spektrum der Kontrolle dominiert von Si-
gnalen der Kohlenhydrate (m/z 114, 126), Phenolen und Ligninmonomeren (m/z 180,
208) und Lipide (m/z 256). Bei der inkubierten Kontrollprobe (Abbildung 5.8b) und den
inokulierten Proben mit Trichoderma saturnisporum (Abbildung 5.8c und f) und Cyathus
striatus (Abbildung 5.8d und g) dominierten sowohl nach 90 und 180 Tagen die gleichen
Massen. Deswegen kann zwischen dem Einfluss der Inkubation und der Inokulation nicht

unterschieden werden.

In Abbildung 5.9 sind die Thermogramme und summierten Py-FI Massenspektren des
Strohs aus dem Freilandversuch iiber eine Inkubationsperiode von 180, 245 und 285 Tagen
dargestellt. Nach 180 Tagen Inkubation hatte das Thermogramm der Kontrolle (Abbil-
dung 5.9a) das Temperaturmaximum bei ca. 400 °C. Durch die Inokulation mit Tricho-
derma saturnisporum (Abbildung 5.9b) bilden sich zusétzlich Schultern bei 250, 350 und
450 °C. Die Inokulation mit Cyathus striatus (Abbildung 5.9¢) verstirkt die Auspégung
der Schultern und die Bildung eines Doppelpeaks bei 350 und 400 °C. Nach 245 Tagen
Inkubation sind auch in der Kontrolle (Abbildung 5.9d) Schultern bei 250 und 450 °C

ausgebildet und es kommt zur Verringerung des Temperaturmaximums auf 390 °C. Der

gleiche Temperaturverlauf wurde nach der Inokulation von Trichoderma saturnisporum
(Abbildung 5.9e) aufgezeichnet. Durch Cyathus striatus (Abbildung 5.9f) verringert sich
das Temperaturmaximum weiter auf 380 °C. Nach 285 Tagen Inkubation erhéht sich in
der Kontrolle (Abbildung 5.9g) das Temperaturmaximum auf 400 °C und es bilden sich
Schultern bei 250, 380 und 450 °C. Die Inokulation mit Trichoderma saturnisporum hatte,
wie schon nach 245 Tagen Inkubation, keinen sichtbaren Einfluss auf die thermische Stabi-
litdt des Strohs gegeniiber der Kontrolle. Der Einfluss der Inokulation ist am deutlichsten
nach 180 Tagen Inkubation zu erkennen, nach 245 und 285 Tagen Inkubation verdndert
nur die Inokulation mit Cyathus striatus die thermische Stabilitiat des Strohs. Die Inku-
bationszeit ist wie im Geféfversuch zum Einfluss der Inokulation von groferer Bedeutung
fiir den Strohabbau als die Inokulation. Das Spektrum der Kontrolle (Abbildung 5.9a)
zeigte nach 180 Tagen Inkubation charakteristische Signale von Kohlenhydraten (m/z 60,
114, 126), Phenolen und Ligninmonomeren (m/z 180, 208), Lipiden (m/z 256, 272) und

im hoheren Massenbereich in geringer Intensitdt von Phytosterolen (m/z 414, 464).
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Abbildung 5.9: Pyrolyse-Feldionisation Massenspektren und Thermogramme von
Stroh aus dem Freilandversuch nach 180 Tagen Inkubation: a) Kontrolle ohne
Inokulation, b) inokuliert mit Trichoderma saturnisporum, c) inokuliert mit Cyathus
striatus. Nach 245 Tagen Inkubation: d) Kontrolle ohne Inokulation, e) inokuliert mit
Trichoderma saturnisporum, f) inokuliert mit Cyathus striatus. Nach 285 Tagen
Inkubation: g) Kontrolle ohne Inokulation, h) inokuliert mit Trichoderma
saturnisporum, i) inokuliert mit Cyathus striatus
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Nach 245 Tagen und 285 Tagen ist visuell in den Spektren, in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus den Thermogrammen, kein Inkubations- und Inokulationseffekt zu er-
kennen, was einen verstirkten Abbau in den ersten 180 Tagen vermuten l&sst. Durch die
Inokulation mit Cyathus striatus wurden mehr thermisch stabile Substanzen (> 450 °C)
gebildet.

Der 2 % geringere Cellulosegehalt und die um 1 % hoheren Hemicellulose- und 2 % hohe-
ren Ligningehalte stellen sehr geringe Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung
von Roggenstroh gegeniiber Weizenstroh dar (Klimanek und Zwierz, 1992). Die Unter-
suchung von Weizenstroh mit Py-FIMS zeigte ein Temperaturmaximum bei 350 °C in
dem Thermogramm (Wehner, 2000). Im Gegensatz dazu hatte das Thermogramm vom
Roggenstroh einen Doppelpeak bei 400 und 500 °C und es kam im Temperaturbereich
von 250 und 350 °C zur Ausbildung von Schultern. Die hohen Temperaturmaxima lassen
auf ein thermisch stabileres Roggenstroh im Vergleich zum Weizenstroh schliefsen.

Das Weizenstrohspektrum von Wehner (2000) war dominiert von Signalen der Lignindi-
mere (m,/z 284, 312, 356), Lipide (m/z 340, 256), Sterole (m/z 388, 398, 416), Kohlenhy-
drate (m/z 84, 98, 112) und Phenole und Ligninmonomere (m/z 124, 150, 210). Auffillig
sind im Gegensatz zu dem Ausgangsstroh der eigenen Untersuchungen die vielen hohen
Massen, von denen das Spektrum bestimmt wurde und der sehr geringe Anteil von Koh-
lenhydraten. Die fiir Wehner (2000) typischen Signale der Lignindimere und Sterole waren
in den Spektren des in dieser Arbeit untersuchten Weizenstrohs in sehr geringer Intensitét
vertreten. Ubereinstimmungen gab es hinsichtlich der aufgezeichneten Signale der Lipi-
de, Kohlenhydrate und Phenole und Ligninmonomere. Das Spektrum des Roggenstrohs
ist gekennzeichnet durch Signale der Kohlenhydrate (m/z 60, 80, 96, 110, 126, 162), Al-
kylaromate (m/z 192, 344), Lipide (m/z 230, 244), Lignindimere (m/z 272, 296) und
von einem Phenol und Ligninmonomer (m/z 138) (Lange, 2002). Im Gegensatz zu dem
Ausgangsweizenstroh der eigenen Untersuchung (Abbildung 5.7a), wies das Roggenstroh
weniger Signale der Phenole und Ligninmonomere und keine Signale fiir Phytosterole auf.
Im Spektrum von Weizenstroh waren im Gegensatz zum Roggenstroh keine Signale von
Lignindimeren und Alkylaromaten enthalten.

Im Gegensatz zu den geringen Unterschieden in der chemischen Zusammensetzung von
Getreidestroh unterschieden sich Fichtennadeln extrem von diesen. Die Fichtennadeln
weisen 20 % weniger Cellulose und 16 % weniger Hemicellulosen auf als Weizenstroh, al-
lerdings war der Ligningehalt um 5 % hoher (Hempfling, 1988). Das Spektrum von frisch
gefallenen Fichtennadeln hatte intensive Signale von Sterolen (m/z 396, 430), Lipiden
(m/z 286), Suberin (m/z 446), Lignindimeren (m/z 272) und Kohlenhydraten (m/z 126).
Damit unterscheid es sich von dem Spektrum des Weizenstrohs hinsichtlich der Signale der
Lig-nindimere und Suberin. Generell sind in den Fichtennadeln weniger charakteristsische
Massen der einzelnen Substanzklassen enthalten als in dem Spektrum des Weizenstrohs.

Ubereinstiummungen gab es mit dem Weizenstroh nur bei der Masse m/z 126 der Koh-
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lenhydrate.

Die bis hier dargelegten Ergebnisse zeigen, dass die Inkubationszeit einen groferen Ein-
fluss auf den Strohabbau hat als die Inokulation. Der Inokulationseffekt konnte lediglich
anhand der thermischen Stabilitit und damit auf dem Abbau des Strohs nachgewiesen
werden. Dabei waren im Gefafsversuch zur Selektion der Pilzstimme Trametes versico-
lor und Trichoderma saturnisporum die effektivsten Pilzstdmme im Hinblick auf eine
Destabilisierung des Strohs. In dem Gefafiversuch zum Einfluss der Inokulation haben
die inokulierten Pilze Trichoderma saturnisporum und Cyathus striatus einen sichtbaren
Einfluss auf den Strohabbau. Eine Wichtung der einzelnen Pilze fiir einen beschleunig-
ten Strohabbau kann aus dem Gefafiversuch aufgrund fehlender signifikanter Unterschiede
nicht abgeleitet werden. Dagegen wurde in dem Freilandversuch einzig nach der Inoku-
lation von Cyathus striatus eine signifikante Eignung zum Abbau des Weizenstrohs iiber
den gesamten Versuchszeitraum von 285 Tage nachgewiesen (Abbildung 5.9¢, f und i).
Zusammenfassend kann fiir die drei Versuche festgestellt werden, dass in den beiden Ge-
fafsversuchen annidhernd gleiche Abbauergebnisse erreicht wurden und der Effekt der in-
okulierten Pilze deutlicher zu sehen war als in dem Freilandversuch. Die geringeren Effekte
im Freilandversuch kénnen mit den Witterungsverhiltnissen in der Untersuchungsperiode
begriindet werden. Die bis in den Marz hineinreichenden niedrigen Temperaturen von <
5 °C, schrinkten die mikrobielle Aktivitdt und damit den Strohabbau ein (Magid et al.,
2004), was sich auch in den Abbauraten (Abschnitt 5.2.2) und den C- und N-Gehalten
(Abschnitt 5.2.3) widerspiegelt.

Zur grafischen Darstellung der 40 m/z-Werte mit den héchsten Varianzgewichten wurde

eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) durchgefiihrt.

In Abbildung 5.10 sind die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fiir den Geféfversuch

zur Selektion der Pilzstdimme grafisch dargestellt. Dabei ist in a) eine klare Trennung des

Ausgangstrohs und der Kontrolle von den inokulierten Varianten zu erkennen. Trichoder-
ma saturnisporum unterscheidet sich von den anderen Pilzen durch seine entfernte Lage.
Coprinus comatus, Cyathus striatus und Trametes versicolor liegen dicht beieinander und
kénnen nicht voneinander getrennt werden. Deshalb wurde in b) die Hauptkomponenten-
analyse nur mit Daten der Spektren der 4 Pilzstimme und der Kontrolle durchgefiihrt.
Dabei wurden die inokulierten Pilze wieder von der Kontrolle getrennt. T. saturnisporum
lag wieder abseits der anderen inokulierten Pilze. Coprinus comatus, Cyathus striatus und
Trametes versicolor lagen teilweise iibereinander. Die abseitige Lage von Trichoderma sa-
turnisporum stimmt mit den Ergebnissen aus den Thermogrammen iiberein, in denen
nach Inokulation von Trichoderma saturnisporum ein um ca. Faktor 2 hoherer Strohab-
bau nachgewiesen wurde. Trichoderma saturnisporum kann sich als einziger Pilzstamm
klar von den anderen Pilzstimmen abheben und bestétigt damit seine Fignung zum Stro-
habbau.
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Abbildung 5.10: Plot der Hauptkomponentenanalyse der Massenspektren vom
Gefifiversuch zur Selektion der Pilzstdmme nach 180 Tagen Inkubation von a)
Weizenstroh ohne Inkubation (WS), inkubiertem Stroh (K) und inkubierten
Strohproben inokuliert mit Coprinus comatus (Cc), Cyathus striatus (Cs), Trametes
versicolor (Tv) und Trichoderma saturnisporum (Ts) und b) dem inkubiertem Stroh (K)
und der inkubierten Strohproben nach Inokulation mit Coprinus comatus (Cs), Cyathus
striatus (Cs), Trametes versicolor (Tv) und Trichoderma saturnisporum (Ts)

In dem Gefifversuch zum Einfluss der Inokulation konnten nach 90 (Abbildung 5.11 a)

-6 -4 -2 0 2
PC 1 (62.9 %)

und 180 Tagen Inkubation (Abbildung 5.11 b) die beiden Pilze untereinander sowie von

der Kontrolle klar getrennt werden.
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Abbildung 5.11: Plot der Hauptkomponentenanalyse der Massenspektren vom
Gefifiversuch zum Einfluss der Inokulation von inkubiertem Stroh (K), Stroh nach

PC1 (32.8 %)

Inokulation mit Cyathus striatus (Cs) und Trichoderma saturnisporum (Ts) nach a) 90
Tagen und b) 180 Tagen Inkubation

Im Freilandversuch konnten nach einer Inkubationsdauer von 180 (Abbildung 5

.12a) und

245 Tagen (Abbildung 5.12b) die inokulierten Pilze untereinander und von der unbehan-

delten Kontrolle durch die Hauptkomponentenanalyse getrennt werden. Nach 285 Tagen

Inkubation (Abbildung5.12¢) kam es zu einer Uberlagerung von 7. saturnisporum mit

der Kontrolle. Dagegen wurde C. striatus von den anderen Varianten getrennt. Durch

die Hauptkomponentenanalyse war der Inokulationseffekt von Cyathus striatus auf den

Strohabbau iiber alle Zeitperioden am deutlichsten zu sehen.
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Abbildung 5.12: Plot der Hauptkomponentenanalyse der Massenspektren vom
Freilandversuch von inkubiertem Stroh (K), Stroh nach Inokulation mit Cyathus striatus
(Cs) und Trichoderma saturnisporum (Ts) nach a) 180 Tagen, b) 245 Tagen und c¢) 285
Tagen Inkubation
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Die zum Teil sehr schwachen, durch die Inokulation einzelner Pilze verursachten Abbau-
effekte in den Temperaturverldufen der Thermogramme, konnten aber durch die Haupt-
komponentenanalyse fiir mehrere Pilze {iber eine lingere Inkubationsperiode nachgewiesen
werden. Dabei waren die Inokulationseffekte in den Gefiafiversuchen und im Freilandver-
such gleichermafen stark ausgeprégt. Durch die Hauptkomponentenanalyse wurden in den
beiden Gefiafsversuchen die guten Abbaueigenschaften von 7Trichoderma saturnisporum
bestatigt. Im Freilandversuch war nach 180 Tagen Inkubation der Inokulationseffekt fiir
Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum deutlich zu sehen. Die Uberlagerung
der Pilze nach 245 Tagen Inkubation in der Hauptkomponentenanalyse verdeutlicht ei-
ne Stagnation des Strohabbaus. Jedoch wurde nach 285 Tagen Inkubation fiir Cyathus
striatus wieder eine erneute Wirksamkeit auf den Strohabbau, und damit ein spéterer
Inokulationseffekt, nachgewiesen. Dieser spite Effekt bestéitigt damit die in den Ther-
mogrammen ersichtliche Destabilisierung des Strohs durch Cyathus striatus zum selben
Zeitpunkt. Eine Begriindung fiir die reduzierte Inokulationseignung konnte eine Anderung

der Witterungseinfliisse sein.

Bei den 40 intensivsten Massen von m/z 50 bis 500 fiir die einzelnen Versuche, welche
zur Trennung in der Hauptkomponentenanalyse beigetragenen haben (Tabelle 5.7), sind in
dem Geféafliversuch zum Einfluss der Inokulation nach 90 und 180 Tagen Inkubation jeweils
die Massen m/z 137, 139, 193, 234, 236 und 274 vertreten. Im Freilandversuch gab es keine
Masse, die zu allen drei Zeitpunkten auftrat. In jeweils zwei der drei Zeitpunkte waren
die Massen m/z 77, 152, 170, 171, 196, 206, 208, 209, 223, 368, 409 und 430 vertreten.
Die Inkubationsperiode von 180 Tagen war in allen drei Versuchen gleich, jedoch gab es
keine Masse, die in allen Versuchen vorkam. In den beiden Gefifsversuchen gab es nach
180 Tagen die gemeinsamen Massen m/z 110, 124, 184, 193, 214 und 234. In jeweils zwei
der drei Versuchen kamen nach 180 Tagen Inkubation die Massen m/z 126, 197, 319 und
330 vor. Die Masse m/z 126 war als einzige in allen 3 Versuchen zu unterschiedlichen

Zeitpunkten vertreten.
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Tabelle 5.7: Massen mit den héchsten Varianzgewichten, die fiir die Trennung der
Gruppen in den Gefif- und Freilandversuchen verantwortlich waren [% TII|, (n = 40)

Gefalversuche zur ..
Gefialiversuche zum

Selektion iief) Z.1;;1zstamme Einfluss der Inokulation Freilandversuche

Inkubationszeit in Tagen Inkubationszeit in Tagen Inkubationszeit in Tagen
180 90 180 180 245 285
o7 78 89 76 67 65
60 95 105 7 78 77
61 96 106 83 80 91
68 126 110 88 89 93
83 128 124 105 97 118
84 130 137 108 107 119
90 137 139 126 121 127
96 139 153 141 122 134
98 142 167 142 136 137
110 144 184 148 152 149
112 151 185 152 158 155
114 152 189 161 162 157
115 168 193 164 170 170
124 181 207 165 189 171
126 193 214 171 208 173
128 204 234 185 223 177
132 212 236 187 232 178
140 220 238 196 242 180
154 232 242 197 245 181
184 234 264 206 251 187
193 236 266 209 289 188
197 274 274 215 324 193
211 280 279 269 352 196
212 281 289 297 368 202
214 282 290 319 374 203
217 300 296 326 376 206
220 359 308 330 388 208
227 366 312 365 391 209
231 373 319 368 394 223
234 374 330 387 396 231
341 376 339 389 398 267
435 389 343 408 400 298
438 390 348 409 412 328
457 395 351 426 414 335
468 396 357 430 415 356
476 408 371 431 429 409
477 426 383 432 430 419
479 436 386 433 443 435
480 444 398 440 444 436

488 449 420 442 447 437
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Die Massen der Markersubstanzen wurden, wie in Kapitel 2.2 Tabelle 4.7 beschrieben,
zu Substanzklassen zusammengefasst. In Tabelle 5.8 sind die Massen mit den héchsten
Varianzgewichten, zugeordnet nach Substanzklassen, fiir die Gefél- und Freilandversuche

abgebildet. In dem Geféafiversuch zur Selektion der Pilzstamme waren nach 180 Tagen In-

kubation die Kohlenhydrate und Phenole und Ligninmonomere fiir die Trennung haupt-
sichlich verantwortlich. Lignindimere waren wenig vertreten und fiir die Trennung von

geringer Bedeutung. Dagegen waren in dem Gefifversuch zum Finfluss der Inokulation

nach 90 Tagen die Alkylaromaten, Sterole sowie die N-Verbindungen fiir die Trennung

der Varianten verantwortlich und nach 180 Tagen die Alkylaromaten und Lignindimere.

Tabelle 5.8: Substanzklassen mit den hochsten Varianzgewichten die fiir die Trennung
der Gruppen in den Gefifs- und Freilandversuchen verantwortlich waren [% TI1I|

Gefafversuche zum Freilandversuche
Einfluss der Inokulation

Inkubationszeit in Tagen

Gefaversuche zur Selektion
der Pilzstamme n vivo

Inkubationszeit in Tagen Inkubationszeit in Tagen

180 245 285
KHYD KHYD KHYD PHLM KHYD KHYD ALKY KHYD
KHYD KHYD FATT FATT KHYD PEPT PHLM
KHYD KHYD PHLM PHLM FATT PHLM
KHYD PHLM LDIM PHLM PHLM PHLM
KHYD PHLM LDIM PHLM PHLM PHLM
KHYD PHLM LDIM FATT PHLM PHLM PHLM
KHYD PHLM LDIM LIPID PHLM LDIM NVER PHLM
KHYD LDIM LIPID LDIM ALKY PHLM LIPID STER LDIM
KHYD PHLM LDIM ALKY LDIM ALKY PHLM ALKY LDIM FATT
KHYD PEPT LIPID STER ALKY PHLM ALKY LDIM LIPID
FATT LIPID STER ALKY LDIM ALKY LIPID
FATT ALKY ALKY LDIM FATT ALKY PEPT LIPID
PHLM ALKY ALKY LDIM ALKY NVER LIPID STER
PHLM ALKY ALKY LIPID STER NVER ALKY
PHLM ALKY ALKY LIPID STER STER ALKY
PHLM ALKY ALKY ALKY STER ALKY
PHLM ALKY ALKY STER ALKY STER ALKY
PHLM ALKY STER NVER ALKY STER ALKY
LDIM FATT NVER NVER ALKY STER ALKY
LIPID NVER NVER ALKY STER ALKY
LIPID NVER NVER ALKY STER STER ALKY
ALKY NVER STER NVER STER NVER
ALKY NVER STER STER FATT NVER
ALKY STER STER PEPT NVER
ALKY STER STER SUBE PEPT
PEPT STER STER
PEPT STER FATT PEPT
SUBE PEPT PEPT
SUBE
SUBE

KHYD: Kohlenhydrate, PHLM: Phenole und Ligninmonomere, LDIM: Lignindimere, .
LIPID: Lipide, Alkane, Alkene, n-Alkylester, n-Alkyldiester, ALKY: Alkylaromaten, NVER: N-Verbindungen,
STER: Sterole, PEPT: Peptide, SUBE: Suberin, FATT: Fettsduren n-Ci¢ bis n-Csg

Die Sterole und die Phenole und Ligninmonomere hatten nach der langen Inkubationspe-

riode nur einen sehr geringen Einfluss auf die Trennung der Varianten. Im Freilandversuch

trennten nach 180 Tagen die Phenole und Ligninmonomere sowie die Alkylaromaten und
Sterole die Varianten untereinander. Nach 245 Tagen waren die Sterole und nach 285
Tagen die Alkylaromaten und Phenole und Ligninmonomere fiir die Trennung verant-

wortlich. Die Kohlenhydrate hatten fiir die Trennung keine Bedeutung mehr und waren
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in geringer Menge vertreten (Tabelle 5.8). Es gab keine Substanzklasse, die in allen drei
Versuchen fiir die Trennung der Varianten ausschlaggebend war. In dem Gefifsversuch zum
Einfluss der Inokulation und im Freilandversuch waren die Alkylaromaten fiir die Tren-
nung verantwortlich. Die Kohlenhydrate waren nur in dem Gefafiversuch zur Selektion der
Pilzstamme vertreten, in den anderen Versuchen waren sie nicht mehr von Bedeutung, was
auf einen Abbau wihrend der Inkubation zuriickzufiihren ist und auch an kompostierten
Restabfillen nachgewiesen wurde (Chefetz et al., 1998).

Nachdem mit der Hauptkomponentenanalyse eine Trennung der Varianten nach Sub-
stanzklassen erfolgte, sollen im folgenden die absoluten und relativen Intensitdten von

zehn Klassen biogener organischer Substanzen des Strohs aus dem Gefidfversuch zur

Selektion der Pilzstimme ndher untersucht werden (Tabelle 5.9). Die absoluten Ionen-

intensititen (counts 10 mg™!) aller Substanzklassen des Weizenstrohs nehmen iiber den
Inkubationszeitraum von 180 Tagen ab. Nach 180 Tagen Inkubation kam es gegeniiber
der Kontrolle bei dem Anteil verfliichtigbarer Substanzen (VM) nur nach Inokulation von
Trametes versicolor zu einer Abnahme, was nach (Schulten und Leinweber, 1999) ein
Indiz fiir den Abbau organischer Substanz ist. Durch die Inokulation der anderen Pilze
erhohte sich der Anteil verfliichtigbarer Substanzen. Im Gegensatz zu den nicht signifikan-
ten Verdanderungen der inokulierten Varianten wurde bei Trichoderma saturnisporum die
totalen Tonenintensitdt, Phenole und Ligninmonomere, Lignindimere, Lipide, Alkylaro-
mate und N-Verbindungen signifikant reduziert. Ebenfalls signifikant verringert wurden
die Alkylaromaten durch die Inokulation von Cyathus striatus, was ungewohlich fiir die
bioresistenten Alkylaromaten (Schulten und Schnitzer, 1993; Chefetz et al., 1996; Fran-
ke, 2004) ist. Daraus kann abgeleitet werden, dass unter optimalen Bedingungen Cyathus
striatus auch schwer abbaubare Alkylaromaten abbauen kann. Durch die Abnahme der
Lignindimere und der unverénderten Intensitdt der Phenole und Ligninmonomere wurde
das hochste nicht signifikante Ligninmonomer zu Lignindimerverh&ltnis nach Inokulation
von Coprinus comatus und Cyathus striatus nachgewiesen. Die Abnahme der Lignindime-
re konnte auf einen Abbau der Lignindimere zu Ligninmonomeren hindeuten. Da sich die
Ligninmonomere jedoch nicht verédndert haben, konnte auch dort ein Abbau stattgefunden
haben (Wiedow et al., 2007).
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Die relativen Ionenintensititen der Phenole und Ligninmonomere und der N-Verbindungen
nahmen in dem nicht inokulierten Weizenstroh {iber den Inkubationszeitraum zu, woge-
gen die Kohlenhydrate, Lignindimere, Peptide, Fettsduren und Sterole abnahmen. Nach
Inokulation von Coprinus comatus, Cyathus striatus und Trametes versicolor zeigte sich
der Inokulationseffekt in einer signifikanten Zunahme der Kohlenhydrate und Peptide
und einer signifikanten Abnahme der Lipide, Alkylaromaten, Sterole und Suberin. Die
signifikante Zunahme der Kohlenhydrate steht im Widerspruch zu der Abnahme der Koh-
lenhydrate beim Abbau von Bioabfallkompost in Untersuchungen von Smidt et al. (2005).
Die leicht abbaubaren Kohlenhydrate werden von den Mikroorganismen wéihrend der In-
kubation abgebaut und miiften daher in der Intensitit abnehmen. In Ubereinstimmung
mit der Auswertung der Hauptkomponentenanalyse wurden die Intensitédten der Kohlen-

hydrate durch die Inokulation am stéirksten verdndert.

Die absoluten und relativen Intensitéiten von zehn Klassen organischer biogener Substan-

zen des Strohs aus dem Gefifversuch zum Einfluss der Inokulation, sind in Tabelle 5.10

dargestellt. Die absoluten Ionenintensitdten aller Substanzklassen nahmen vom Ausgangs-
stroh iiber die gesamte Inkubationszeit nicht signifikant ab. Einzig die N-Verbindungen
nehmen iiber die gesamte Inkubationszeit zu, was auf die mikrobielle Assimilation und
Re-Synthese der Proteine zuriickzufiihren ist (Janssen, 1996). Dieser Inokulationseffekt
war jedoch nur fiir Cyathus striatus nach 180 Tagen signifikant.

Im Gegensatz zu dem beschriebenen Abbau leichtabbaubarer Kohlenhydrate (Smidt et al.,
2005) sind durch die Inokulation keine signifikanten Verédnderungen nachgewiesen worden.
Eine Ubereinstimmung mit der Hauptkomponentenanalyse hinsichtlich der Trennung der
Varianten und den Substanzklassen, die einen Strohabbau andeuten, ist nach 180 Tagen

Inkubation fiir die N-Verbindungen zu sehen.
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Tabelle 5.11 zeigt die absoluten und relativen Intensitédten der zehn Klassen biogener or-

ganischer Substanzen des Strohs aus dem Freilandversuch nach 180, 245 und 285 Tagen

Inkubation. Die absoluten Ionenintensititen der Kohlenhydrate, Phenole und Ligninmo-
nomere und Peptide nehmen vom Ausgangsstroh iiber die Inkubationszeit ab. Lipide,
Alkylaromaten und N-Verbindungen, Sterole und Fettsduren nehmen nach 180 Tagen
ab, nach 245 Tagen zu und nach 285 Tagen wieder ab. Der Einfluss der Inokulation ist
ausschlieklich fiir die N-Verbindungen nach 285 Tagen fiir Cyathus striatus signifikant.
Die relativen Ionenintensitdten zeigen iibereinstimmend mit der Hauptkomponentenana-
lyse einen signifikanten Pilzeffekt fiir Suberin nach 180 Tagen, Sterolen nach 245 Tagen
und bei den N-Verbindungen nach 285 Tagen fiir jeweils Cyathus striatus. Weiterhin zei-
gen die lonenintensitdten und die Hauptkomponentenanalyse der Substanzklassen einen
Strohabbau nach 180 Tagen bei den Alkylaromaten, Sterolen und Phenolen und Lignin-
monomeren, nach 245 Tagen bei den Sterolen und nach 285 Tagen bei den Alkylaromaten

und Phenolen und Ligninmonomeren.

Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen zum Strohabbau mit Py-FIMS, dass in
den Geféakversuchen gegeniiber dem Freilandversuch die Inokulationseffekte in den Ther-
mogramien, Spektren und Substanzklassen stirker ausgeprigt waren. Allerdings hatte
die Inkubation einen groferen Einfluss als die Inokulation. In den grafischen Darstellungen
der Hauptkomponentenanalyse war der Effekt der pilzlichen Inokulation am deutlichsten
zu sehen. Trichoderma saturnisporum konnte in den Gefilsversuchen anhand der Ther-
mogramme, der Hauptkomponentenanalyse und den absoluten und relativen Anteilen der
Substanzklassen gegeniiber Cyathus striatus den Strohabbau stirker beschleunigen. Dage-
gen fiihrte im Freilandversuch Cyathus striatus zu einem effektiveren Strohabbau gegen-
iiber Trichoderma saturmisporum. Dem nachgewiesenen positiven Inokulationseffekt von
Cyathus striatus im Freilandversuch unter realen Bedingungen, muss damit im Hinblick

auf die Praxisrelevanz mehr Gewicht zugeteilt werden.
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5.2.4 Physikalische Veranderungen des Strohs

Da mechanische Eigenschaften des Strohs ein Indikator fiir den Grad des Abbaus sein
konnen, wurde in diesem Kapitel die Verdnderung dieser Eigenschaft nach Inokulation
mit Pilzen untersucht. Physikalische Verdnderungen koénnen anhand der mechanischen
Zugspannung, Reifdehnung und dem E-Modul bestimmt werden. Da fiir das gemessene
E-Modul keine signifikante Verdnderung in allen Varianten nachgewiesen werden konnte,
sind fiir die Auswertung dieser Versuche die mechanische Zugspannung und die Reifs-
dehnung angewendet worden. Abbildung 5.13 zeigt die mechanische Zugspannung und

Reifdehnung von Weizenstroh aus dem Geféfiversuch zur Selektion der Pilzstdmme nach

90 und 180 Tagen Inkubation. Die mechanische Zugspannung und die Reiffdehnung nah-
men in allen Varianten durch die Inkubation ab. Nach 90 Tagen Inkubation trat bei der
mechanischen Zugspannung eine signifikante Verringerung durch die Inokulation von 7ri-
choderma saturnisporum (4,9 N mm~2, P < 0,01, n = 15) und Cyathus striatus (6,6 N
mm 2, P < 0,05, n = 15) in Bezug auf die Kontrolle (9,4 N mm~2) auf. Die Reifdehnung
nahm signifikant nach Inokulation von Trichoderma saturnisporum (1,1 %, P < 0,05, n
= 15) und Cyathus striatus (1,2 %, P < 0,05, n = 15) gegeniiber der Kontrolle (1,9 %)
ab. Nach 180 Tagen Inkubation verringerte sich die mechanische Zugspannung signifikant
nach Inokulation von Trametes versicolor (1,8 N mm~2, P < 0,01, n = 15) und Tricho-
derma saturnisporum (2,5 N mm~2, P < 0,05, n = 15) gegeniiber der Kontrolle (4,5 N
mm~?2). Bei der Reifdehnung war nach 180 Tagen Inkubation kein signifikanter Einfluss
der Pilze zu erkennen.

In diesem Versuch hat Trichoderma saturnisporum den Strohabbau am effektivsten nach
90 und 180 Tagen Inkubation beschleunigt. Cyathus striatus konnte nur nach 90 Tagen
eine Destabilisierung des Strohs bewirken und ist daher fiir kurze Inkubationsperioden
geeignet. Dagegen zeigte Trametes versicolor erst nach 180 Tagen Inkubation einen Ef-
fekt auf den Strohabbau und ist somit aufgrund des héheren Zeitaufwandes in der Praxis

weniger geeignet.
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Abbildung 5.13: Mechanische Zugspannung (—A—) (N mm™2) und Reikdehnung (—a-)
(%) des Strohs aus dem Geféfsversuch zur Selektion der Pilzstdmme nach 90 und 180

Tagen Inkubation: a) Kontrolle und Inokulation von b) Coprinus comatus, c¢) Cyathus

striatus, d) Trametes versicolor und e) Trichoderma saturnisporum

Die mechanische Zugspannung und Reiffdehnung von Stroh aus dem Gefafiversuch zum
Einfluss der Inokulation nach 90 und 180 Tagen Inkubation, sind in Abbildung 5.14 dar-

gestellt. Nach 90 Tagen Inkubation wurde durch die Zugabe des Fermenterprodukts eine

signifikante Erhohung der mechanischen Zugspannung (23,8 N mm~2, P < 0,05, n = 15)

gegeniiber der Kontrolle (18,2 N mm~2) nachgewiesen. Alle anderen Varianten verringer-
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ten die mechanische Zugspannung, jedoch war der Effekt nicht signifikant. Die Reifdeh-
nung nahm nach Zugabe von Glucose (3,5 %, P < 0,05, n = 15) signifikant gegeniiber
der Kontrolle (2,8 %) zu. Eine Abnahme der Reiffdehnung war nur in der Variante mit

Cyathus striatus zu verzeichnen, die jedoch nicht signifikant war.
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Abbildung 5.14: Mechanische Zugspannung (~A-) (N mm~?) und Reifdehnung (-A-)
(%) des Strohs aus dem Inkubationsversuch zum Einfluss der Inokulation nach 90 und
180 Tagen Inkubation: a) Kontrolle und nach Inokulation von b) Fermenterprodukt, c)
Glucose, d) Cyathus striatus und e) Trichoderma saturnisporum
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Nach weiteren 90 Tagen Inkubation traten sowohl bei der mechanischen Zugspannung
als auch bei der Reifkdehnung keine signifikanten Verdnderung gegeniiber der Kontrolle
auf. Der Einfluss der Inkubationszeit ist in diesem Versuch grofer als der Einfluss der
inokulierten Pilze. Im Vergleich zu dem Geféifsversuch zur Selektion der Pilzstdmme wur-
den hohere Werte der mechanischen Zugspannung und der Reifsdehnung erreicht. Signi-
fikante Verdnderungen traten jeweils fiir eine Erhdhung der mechanischen Zugspannung
(Fermenterprodukt) und Reifsidehnung (Glucose) auf. Somit konnte eine signifikante Be-
schleunigung des Strohabbaus durch die Inokulation mit Pilzen anhand der mechanischen

Zugspannung und Reifldehnung nachgewiesen werden.

In Abbildung 5.15 sind die mechanische Zugspannung und Reifdehnung aus dem Freiland-
versuch nach 180, 245 und 285 Tagen Inkubation dargestellt. Nach 180 Tagen Inkubation
wurde eine signifikante Abnahme (P < 0,05, n = 15) der mechanischen Zugspannung
nach Inokulation von Trichoderma saturnisporum (AM 5) (33,4 N mm~?) gegeniiber der
Kontrolle (45,4 N mm~?) bestimmt. Auf die Reifdehnung hatte die Inokulation keinen
signifikanten Einfluk. Zum Strohabbau hat damit nach 180 Tagen einzig Trichoderma
saturnisporum beigetragen. Nach 245 Tagen wurde bei der mechanischen Zugspannung
eine signifikante Zunahme nach Zugabe der Glucose (22,4 N mm~2, P < 0,05, n = 15)
und Cyathus striatus (21,1 N mm~2 P < 0,05, n = 15) gegeniiber der Kontrolle (16,9
N mm~2) festgestellt. Die Reifdehnung wurde lediglich nach Inokulation von Cyathus
striatus (AM 10) (2,6 %, P < 0,05, n = 15) gegeniiber der Kontrolle (3,5 %) signifikant
verringert. Nach 285 Tagen Inkubation hatte die Inokulation mit den Pilzen auf die me-
chanische Zugspannung und Reiffdehnung keinen signifikanten Einflufs mehr.

Zur Beschleunigung des Strohabbaus im Freilandeinsatz ist somit im Hinblick auf die me-
chanische Zugspannung Trichoderma saturnisporum (AM 5) nur fiir eine Anwendung bis
185 Tage geeignet. Weiterhin wiirde der Einsatz von Cyathus striatus (AM 10) bis 245
Tagen aufgrund der signifikanten Abnahme der Reifsdehnung einen Strohabbau beschleu-
nigen.

Einschriankend fiir die Auswertung der Ergebnisse aus der physikalischen Verdnderung
des Strohs sind die extremen Standardabweichungen bei der mechanischen Zugspannung
(von Glucose nach 285 Tagen: 13,6 &+ 5,2 N mm~2 bis Cyathus striatus (AM 10) nach 180
Tagen: 47,4 + 27,6 N mm~2) und bei der Reifdehnung (von Cyathus striatus (AM 10)
nach 180 Tagen: 2,2 4+ 0,6 % bis zur Kontrolle nach 285 Tagen: 3,0 + 1,7 %).
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Die Anwendung von Vorrichtungen zur Messung mechanischer Eigenschaften von Bau-
stoffen auf biologische Materialien waren wahrscheinlich die Ursache fiir die grofsen Stan-
dardabweichungen. Die technische Adaptation der Messvorrichtung und die Optimierung
der Einbindung der Strohhalme in die Einspannvorrichtung wiirde eine kostengiinstige
und innovative Messmethode zur Charakterisierung des Strohabbaus darstellen. Somit
kann festgestellt werden, dass die Messung der physikalischen Verdnderung als Nachweis
fiir den Strohabbau, zur Zeit jedoch noch keinen Routineparameter darstellt.

Die mechanische Zugspannung von Stroh wurde bisher an frischem, nicht inkubiertem
Stroh untersucht. Ein Vergleich der Ergebnisse ist daher nur mit dem Ausgangsstroh
moglich. Limpiti (1980) und O’Dogherty et al. (1995) untersuchten die mechanische Zug-
spannung von Weizenstroh, welches unmittelbar vor der Ernte entnommen wurde, bei
verschiedenen Feuchtegehalten. Dabei wurde bei einem Feuchtegehalt von 10 bis 14 % bei
Limpiti (1980) eine mechanische Zugspannung von 32 bis 38 N mm~2 und bei O’Dogherty
et al. (1995) von 9 bis 32 N mm~2 nachgewiesen. Das Ausgangsstroh der eigenen Unter-
suchungen wurde nach der Ernte entnommen und hatte einen Feuchtegehalt von 13 %.

2 um ca. Faktor zwei

Somit ist die ermittelte mechanische Zugspannung von 59 N mm™
groker als die von Limpiti (1980) und O’Dogherty et al. (1995). Die starke Abweichung
der eigenen Ergebnisse von denen aus der Literatur kann vermutlich auf unterschiedlich
verwendete Weizensorten, dem Einsatz von Wachstumsreglern und von der Wahl des Pro-
benmaterials zuriickgefiihrt werden.

Entscheidend ist hierbei, welche Abschnitte des Weizenhalmes untersucht werden. In der
Literatur werden Abschnitte fiir vergleichbare Ergebnisse zwischen dem zweiten und drit-
ten Nodium (Limpiti, 1980; O’Dogherty et al., 1995) beschrieben. Die in dieser Arbeit
eingesetzten Strohproben wurden dem Héckselstrom des Mahdreschers entnommen und
stellten somit eine repréisentativere Probe im Hinblick auf den Strohabbau der gesamten
Pflanze dar.

Die Reifsdehnung wurde bis jetzt nur zur mechanischen Beurteilung von Sisalfasern an-
gewendet (Kumar et al., 2003). Dabei wurden aufgrund der Matrialbeschaffenheit von
Sisal Werte, die um den Faktor zehn grofer waren als die von Stroh, ermittelt. Deswegen
konnen aufgrund der unterschiedlichen Materialeigenschaften die Ergebnisse nicht mitein-

ander verglichen werden.
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6 Zusammenfassende Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Préparates auf Basis eines sapro-
trophen Pilzes, welcher die Strohrotte im Boden fordert. Mit selektierten Pilzstdmmen,
die fiir den Strohabbau am aussichtsreichsten erschienen, wurden Gefaf- und Freilandver-
suche durchgefiihrt. Dabei wurde der Strohabbau durch die Kombination von chemischen,
optischen und physikalischen Verfahren quantitativ erfasst.

In dem Versuch zur in vitro - Strohbesiedlung zeigten Cyathus striatus und Trametes ver-
sicolor in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Abbott und Wicklow (1984),
Schmid und Helfer (1995) und Kriegelsteiner (2000b) das schnellste Wachstum. Zusétzlich
wurden bei Coprinus spp., Bjerkandera adusta und Phellinus ferreus ebenfalls schnelle
Wachstumsraten nachgewiesen, was in der Literatur noch nicht beschrieben wurde.

Bei der Untersuchung der Enzymaktivitdt besal Trametes versicolor (I) als einziger
von den untersuchten Pilzstdmmen die Fiahigkeit, Cellulasen, Xylanasen und Lignin-
Peroxidasen zu bilden und damit die Hauptbestandteile von Stroh am effektivsten ab-
zubauen, womit die Ergebnisse von Blanchette et al. (1989), Bennet et al. (2002) und
White und Traquair (2006) bestitigt wurden. Weiterhin wurde erstmals beschrieben, dass
Lignin-Peroxidasen von Bjerkandera adusta, Phellinus ferreus, Phlebia radiata, Phlebiopsis
gigantea und Polyporus squamosus gebildet werden, jedoch war aufgrund des pathogenen
Verhaltens kein Stamm zur Freilandausbringung geeignet.

Im Versuch zum in vitro - Antagonismus zeichnete sich Trametes versicolor (I) als kon-
kurrenzstarkster Pilz ab. Dabei wurden die Pathogene Fusarium aqueductuum, Fusarium
heterosporum und Phoma lingam bereits nach 7 Tagen von Cyathus striatus am Wachs-
tum gehindert und von Trametes versicolor vollstindig iiberwachsen. Somit wurden die
Untersuchungen von White und Traquair (2006), die eine hemmende Wirkung von Tra-
metes versicolor und Cyathus striatus auf Botrytis cinerea nachgewiesen haben, bestétigt
und fiir die, in den eigenen Versuchen verwendeten praxisrelevanten Pathogene, erweitert.
Die in witro selektierten Pilze Coprinus comatus, Cyathus striatus, Trametes versicolor
und Trichoderma saturnisporum wurden im Gefaf- und Freilandversuchen hinsichtlich
der Beschleunigung des Strohabbaus nach Inokulation erstmalig mittels Rasterelektro-
nenmikroskopie auf der Zellebene untersucht. Der eindeutig stirkere Abbau von inokulier-
tem Stroh mit Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum unter Laborbedingungen
bestatigt die Hypothese, dass die Rasterelektronenmikroskopie eine geeignete neue Me-

thode zum Nachweis des Strohabbaus ist. Dabei konnte kein Unterschied zwischen dem
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Freilandversuch und den Geféfversuchen unter Laborbedingungen nachgewiesen werden.
Allerdings fiihrte die Inokulation von Trichoderma saturnisporum im Freilandversuch zu
einem stirkeren Strohabbau als durch Cyathus striatus.

Bei der gravimetrischen Erfassung des Gewichtsverlustes in Streubeuteln im Freilandver-
such wurden nach einer Vegetationsperiode geringere Abbauraten (55 %) von Weizenstroh
wie von Jensen (1985) (77 %) und Stockfisch (1997) (65 %) ermittelt. Eine deutliche Stei-
gerung der Abbaurate um Faktor 1,2 (66 %) wurde jedoch durch die Inokulation mit Cya-
thus striatus, gefolgt von Trichoderma saturnisporum, nachgewiesen, die somit mit der des
nicht inokulierten Weizenstroh von Jensen (1985) und Stockfisch (1997) iibereinstimmt.
Die Unterschiede im Strohabbau sind auf den extremen Einfluss der Witterungsverhéltnis-
se zuriickzufiithren. Die fiir den praxisrelevanten Einsatz notwendigen, aber bisher nicht
durchgefiihrten Untersuchungen der Pilze in Kombination mit Pathogenen, zeigten im
Geféfsversuch, dass Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum nicht nur die Ab-
baurate erheblich erhdhten, sondern auch ein hohes antagonistisches Potenzial besitzen.
Der beschriebene Abbau im Streubeutel im Freilandversuch wurde durch die Verringe-
rung der C- und Erh6hung der N-Gehalte und der damit verbundenen Verengung der
C/N-Verhéltnisse im Geféfversuch nach Inokulation mit Cyathus striatus, als auch in
Kombination mit dem Pathogen Gaeumannomyces graminis bestatigt. Ebenfalls wurde
ein dhnlicher Abbau anhand der C- und N-Gehalte des inokulierten Weizenstrohs im Frei-
landversuch in dieser Arbeit bei nicht inokuliertem Weizenstroh beschrieben (Henriksen
und Breland, 2002; Gaind et al., 2005), der gleichfalls auf den Einfluss der Witterung auf
den Strohabbau zuriickgefiihrt werden kann. Erstmalig wurde aufgrund der C-; N-Gehalte
und dem C/N-Verhiltnis im Geféfversuch ein erhohter Strohabbau nach Inokulation mit
Coprinus comatus, Trichoderma saturnisproum und Trametes versicolor sowie zusitzlich
in Gegenwart von Pathogenen nachgewiesen.

Der nachgewiesene Abbau durch Streubeutelversuche, Rasterelektronenmikroskopie und
durch die veranderten C- und N-Gehalte wurde erstmalig fiir nicht inokuliertes und inoku-
liertes Weizenstroh im Geféafs- und Freilandversuch durch Py-FIMS auf der molekularen
Ebene fiir eine ldngere Inkubationsperiode bis zu 285 Tagen bestéitigt. Die dabei aufge-
zeichneten Thermogramme zeigten im Verlauf der Inkubation im Geféfversuch anhand
der gebildeten thermisch stabileren Substanzen einen stiarkeren Strohabbau nach der In-
okulation mit Trichoderma saturnisporum gegeniiber Cyathus striatus. Dagegen wurde im
Freilandversuch lediglich ein signifikanter Abbau durch Cyathus striatus gegeniiber den
nicht inokulierten Varianten nachgewiesen. Der durch das thermische Verhalten abgelei-
tete Inokulationseffekt im Geféf- als auch im Freilandversuch, wurde durch die grafische
Darstellung in der Hauptkomponentenanalyse eindeutig fiir Trichoderma saturnisporum
und Cyathus striatus sowie weiterhin fiir Coprinus comatus und Trametes versicolor (1)
bestitigt. Die signifikante Abnahme der absoluten Anteile der Phenole/Ligninmonomere,

Lignindimere, Lipide, Alkylaromaten und N-Verbindungen durch die Inokulation mit 77i-
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choderma saturnisporum und von Alkylaromaten durch Cyathus striatus im Gefafversuch,
bestitigte deren Einfluss auf einen verstirkten Abbau von Substanzklassen des Weizen-
strohs. Allerdings war der ausgeprigte Inokulationseffekt in den ersten 90 Tagen der
Inkubation danach nicht mehr nachweisbar und wurde dann durch die Inkubation domi-
niert. Im Freilandversuch wurde ausschlieflich nach der Inokulation mit Cyathus striatus
eine signifikante Abnahme der N-Verbindungen nachgewiesen.

Die erstmalige Anwendung der Parameter mechanische Zugspannung und Reiffdehnung
zur Beurteilung der Destabilisierung des Weizenstrohs nach Inokulation mit Pilzen, stellt
eine Weiterentwicklung zu den, in der Industrie eingesetzten Verfahren zur Beschreibung
der Materialeigenschaften von Naturstoffen, dar. Dabei wurde im Gefafsversuch bis 90 Ta-
gen eine signifikante Abnahme der Zugspannung und Reifdehnung des Weizenstrohs nach
der Inokulation mit Cyathus striatus nachgewiesen, wogegen eine Abnahme der mecha-
nischen Zugspannung, des mit Trametes versicolor (I) inokulierten Strohs, erst nach 180
Tagen eintrat. Die Inokulation mit Trichoderma saturnisporum zeigte dagegen eine konti-
nuierliche signifikante Verringerung beider Parameter {iber den gesamten Inkubationszeit-
raum (180 Tagen). Die natiirlichen Bedingungen im Freiland bewirkten eine signifikante
Abnahme der Zugspannung durch die Inokulation mit Trichoderma saturnisporum nach
180 Tagen und erst nach 245 Tagen eine signifikante Abnahme der mechanischen Zugspan-
nung und Reifsdehnung des mit Cyathus striatus inokulierten Weizenstrohs. Da gegenwér-
tig keine Untersuchungen zur Reifsdehnung vorliegen, sind Literaturvergleiche nur mit der
mechanischen Zugspannung moglich. Der Widerspruch, der um ca. Faktor zwei groferen
mechanischen Zugspannungen des inokulierten Weizenstrohs gegeniiber nicht inokulier-
ten Weizenstroh (Limpiti, 1980; O’Dogherty et al., 1995), kann mit den unterschiedlich
gewihlten Weizensorten, dem Einsatz von Wachstumsreglern und der Auswahl des Ab-
schnittes des Weizenstrohhalmes begriindet werden. Dagegen wurde im Vergleich zu Sisal
(Kumar et al., 2003) aufgrund der unterschiedlichen Faserstruktur wie erwartet, eine um
ca. Faktor zehn geringere mechanische Zugspannung gemessen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Trametes versicolor (1) trotz seiner Fa-
higkeit zur Bildung von strohabbauenden Enzymen, wie Cellulasen, Xylanasen und Lignin-
Peroxidasen und seiner extremen Resistenz gegeniiber Pathogenen, im Gegensatz zu Tri-
choderma saturnisporum und Cyathus striatus als strohabbauender Pilz eine untergeord-
nete Bedeutung besitzt.

Der gewahlte innovative Ansatz fiir den Nachweis des Strohabbaus durch Inokulation mit
selektierten saprotrophen Pilzen und dem erstmalig eingesetzte Pool von komplementiren
Analysenmethoden, konnten die Eignung von Trichoderma saturnisporum und Cyathus
striatus zur Beschleunigung der Strohrotte im Boden nachweisen. Die dabei untersuchten
Parameter, wie der Zellwandabbau durch Rasterelektronenmikroskopie, die Abnahme der
mechanischen Zugspannung und Reifdehnung sowie der Nachweis des chemischen Stroh-

abbaus auf der molekularen Ebene durch Py-FIMS zeigte, dass bevorzugt Trichoderma
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saturnisporum unter optimierten Bedingungen im Laboratorium und Cyathus striatus im
Freiland den Strohabbau beschleunigen. Im Hinblick auf die Praxisrelevanz ist Cyathus
striatus fiir den Einsatz in der Landwirtschaft unter norddeutschen klimatischen Bedin-

gungen der potenziell geeignetste Pilz.
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7 Schlulsfolgerungen

Die Selektion der Pilzstimme anhand ihrer enzymatischen Aktivitdten und ihres Wachs-
tums in vitro, fiihrte zu einer Auswahl von Pilzen, die auch in Gefafs- und Freilandversu-
chen den Strohabbau beschleunigten. Damit erwies sich diese Vorgehensweise fiir die vor-
liegende Zielstellung als geeignete Selektionsmethode zur Reduktion der Anzahl in Gefaf-
und Freilandversuchen, der zu testenden Stamme. Die Nutzung von Streubeuteln zum
Nachweis des Strohabbaus in Gefifs- und Freilandversuchen, ermdglichte eine praxisnahe
Untersuchung mit definierter Strohmenge und -qualitdt. Der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konzipierte methodische Ansatz mit der Kombination aus optischer Bewertung
der Zellwandstéirke des Strohs mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie, der Erfassung
der Gewichtsverluste des Strohs in Streubeuteln, der Stabilitdtspriifung des Strohs an-
hand der mechanischen Zugspannung und Reiffdehnung sowie der chemischen Untersu-
chung des Strohs mittels C- und N-Analysen und auf molekularer Ebene durch Py-FIMS,
konnte erfolgreich zum Nachweis des Strohabbaus in den Gefifs- und Freilandversuchen
eingesetzt werden. Die erstmalige Anwendung der Elektronenmikroskopie zur Beurteilung
des Strohabbaus nach Inokulation mit Pilzstdmmen, ermoglichte Aussagen zur Verdnde-
rung der Zellwandbeschaffenheit und zur Besiedlung des Strohs. Eine Determination der
das Stroh besiedelnden Pilze im Gefik- und Freilandversuch, ist anhand morphologischer
Merkmale nicht moglich. Daher kann der direkte Anteil des inokulierten Pilzstammes an
der Verdnderung des Strohabbaus nicht quantifiziert werden, sondern nur der Effekt der
Inokulation per se. Die Bestimmung der mechanischen Zugspannung und Reifdehnung
des Strohs erwies sich als eine gut geeignete Methode fiir die physikalische Charakteri-
sierung des Strohs. Die Messapparatur, insbesondere die Einspannvorrichtung, sollte fiir
weitere Untersuchungen jedoch modifiziert werden, um die notwendigen Vorbereitungen
der Proben fiir einheitliche Messbedingungen bei Untersuchung von biologischem Materi-
al zu erleichtern. Die Ergebnisse der Py-FIMS belegen, dass die eingesetzten Pilzstimme
durch den Abbau von Lignindimeren und héhermolekularen Ligninbausteinen zu Phenolen
und Ligninmonomeren, unter Entstehung von Kohlenhydraten und einigen organischen N-
Verbindungen, zum Strohabbau beigetragen haben. Der in Gefédf- und Freilandversuchen
nachgewiesene, beschleunigte Strohabbau nach Applikation von saprotrophen Pilzstim-
men, erweist sich als aussichtsreiche Perspektive fiir die Beseitigung von Strohmatten als
mechanisches Problem bei der Bearbeitung und Bestellung sowie als Habitat fiir boden-

biirtige Pathogene. Von den untersuchten Stimmen wies Cyathus striatus die hochste
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Leistungsfahigkeit auf. Da dieser Basidiomycet jedoch als Myzel vermehrt wurde, welches
hohe Aufwandmengen des Priparates und damit verbundene Kosten erfordert, wurde der
Trichoderma saturnisporum Stamm fiir das angestrebte Praparat ausgewdhlt. Er kann
aufgrund seiner geringen Applikationsmenge in Form von Konidien auf einer Tragersub-
stanz einfacher produziert und kostengiinstiger vertrieben werden. Die Wirksamkeit des
Praparates auf Basis des selektierten Pilzstammes muss in Folgeuntersuchungen im Pra-
xiseinsatz unter unterschiedlichen Standortbedingungen gepriift werden, da der Vergleich
von den Ergebnissen aus Gefaf- und Freilandversuchen den grofsen Einfluft der Standort-

bedingungen belegt.
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BESCHLEUNIGUNG DES STROHABBAUS IN ACKERBODEN: SELEKTION SA-
PROTROPHER PILZE UND NACHWEIS IHRER WIRKSAMKEIT

vorgelegt von Dipl.-Ing. agr. Denny Wiedow

Problemstellung und Forschungsansatz

1.

In engen Getreidefruchtfolgen und viehlosen Betrieben kommt es infolge der An-
reicherung des Oberbodens mit wenig abgebautem Stroh besonders bei pflugloser

Bodenbearbeitung zur verstérkten Ausbreitung bodenbiirtiger Pathogene.

. Das Problem der verzdgerten Strohrotte verstarkt sich zusétzlich durch den Einsatz

von Fungiziden (Strobilurine), in deren Folge das Stroh stabiler wird. Weiterhin
wird durch die spétere Reife von Getreide und die frithere Aussaat der Folgekul-
tur die Zeit fiir die Strohrotte verkiirzt. Eine intensive Stoppelbearbeitung mit der

Stroheinarbeitung entfallt aus Zeit- und Kostengriinden zunehmend.

Strohmatten, die durch eine oberflichennahe Anreicherung von wenig abgebautem
Stroh entstehen, erschweren die Bodenbearbeitung, Aussaat und das Auflaufen der

Sdmlinge sowie die Bestandesfiihrung und fiihren daher zu Ertragsminderungen.

. Eine mechanische Beseitigung der Strohmatten durch den Einsatz von Grubbern

oder Striegeln ist kosten- und energieaufwendig und fiihrt zur Austrocknung des
Oberbodens sowie zum zusitzlich verstirkten Abbau der organischen Bodensub-

stanz.

Saprotrophe Pilzstamme mit hohen Cellulase- und Xylanaseaktivitdten und der Fa-
higkeit zur Hemmung bodenbiirtiger Pathogene beschleunigen den Strohabbau und

tragen zur schnelleren Beseitigung von Strohmatten als Infektionsherde bei.

Der Nachweis der Wirksamkeit eines mikrobiellen Praparates auf die chemische und
physikalische Verdnderung des Strohs wihrend des Abbaus im Boden erfordert einen
neuartigen multimethodischen Versuchsansatz mit der Kombination von optischen
(Rasterelektronenmikroskopie), gravimetrischen (Streubeuteltests), chemischen (C-
und N-Analysen, Pyrolyse-Feldionsation Massenspektrometrie (Py-FIMS)) und phy-

sikalischen (Festigkeitsmessungen) Untersuchungen.
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15.

Forschungsergebnisse und neue Erkenntnisse

Die Selektion von saprotrophen Pilzstdmmen fiihrte zu einer Auswahl von Pilzen,
die die zum Strohabbau notwendigen Enzyme produzieren, ein besonders hohes
Wachstumsvermdgen auf Stroh aufweisen und ein hohes antagonistisches Potenzial

gegeniiber bodenbiirtigen Pathogenen besitzen.

Durch die Rasterelektronenmikroskopie kann optisch der Nachweis eines erhéhten
Zellwandabbaus im Weizenstroh nach Applikation von Préparaten auf Basis von

Trichoderma saturnisporum und Cyathus striatus erbracht werden.

Den beschleunigten Strohabbau im Oberboden nach Inokulation mit Cyathus stria-
tus und Trichoderma saturnisporum beweisen signifikant erhdhte Gewichtsverluste

des Weizenstrohs in Streubeuteln.

Die Inokulation mit Coprinus comatus, Trichoderma saturnisporum und Trametes
versicolor fithrt zu einer schnelleren Verengung des C/N-Verhéltnisses des Weizen-

strohs und verbessert damit die Voraussetzungen fiir einen weiterfithrenden Abbau.

Die Thermogramme der Py-FIMS zeigen im Verlauf der Inkubation anhand der
gebildeten thermisch stabileren Substanzen einen stidrkeren Strohabbau fiir die In-
okulation mit Trichoderma saturnisporum im Gefdafkversuch und Cyathus striatus

im Freilandversuch.

Der durch das thermische Verhalten abgeleitete Inokulationseffekt fiir Coprinus co-
matus, Cyathus striatus, Trametes versicolor (I) und Trichoderma saturnisporum in
den Gefaf- und Freilandversuchen wird durch die multivariate statistische Analyse
und der daraus resultierenden grafischen Darstellung der Hauptkomponente 1 und
2 bestétigt.

Die signifikante Abnahme der absoluten Anteile der Phenole und Ligninmonomere,
Lignindimere, Lipide, Alkylaromaten und N-Verbindungen durch die Inokulation
mit Trichoderma saturnisporum und von Alkylaromaten durch Cyathus striatus im
Gefifiversuch bestétigt deren Einfluss auf einen verstirkten Abbau von Substanz-

klassen des Weizenstrohs.

Die Inokulation von Cyathus striatus und Trichoderma saturnisporum fiihrt zu ei-
ner beschleunigten Abnahme der mechanischen Zugspannung und Reifsdehnung des

Weizenstrohs und damit zur Verringerung von Bearbeitungsproblemen.

Die Gesamtheit der Versuchsergebnisse beweisen ein erfolgreiches Ubertragen von in
vitro Versuchen iiber Geféfversuche zum Freilandversuch unter Praxisbedingungen

fiir die Entwicklung eines Praparates zur Beschleunigung der Strohrotte.
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Schlussfolgerungen und Anwendungsmoglichkeiten

Der in Gefif- und Freilandversuchen nachgewiesene beschleunigte Strohabbau nach
Applikation von saprotrophen Pilzstdmmen triagt zur Beseitigung von Strohmatten

bei, so dass die Notwendigkeit einer zusitzlichen Bodenbearbeitung entfillt.

Der multimethodische Ansatz mit der Kombination von Rasterelektronenmikrosko-
pie, Streubeuteltests, C- und N-Analysen, Py-FIMS sowie durch die Messung von
Zugspannung und Reifidehnung konnte erfolgreich den Strohabbau in Gefafs- und

Freilandversuchen nachweisen.

Die untersuchten Trichoderma saturnisporum- und Cyathus striatus-Stdmme sind
aussichtsreiche Isolate fiir die Entwicklung von kommerziellen Praparaten zur Be-

schleunigung der Strohrotte im Boden.
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