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Kurzfassung

Um die Auswirkungen von Basta resistentem Raps und der damit verbundenen Herbizidanwendung auf die Rhizosphären-Mikroflora zu untersuchen wurde ein Experiment im Containment durchgeführt. Die Rhizosphäre stellt ein dynamisches Habitat für Mikroorganismen mit verschiedenen metabolischen Aktivitäten dar und ist Lebensraum für Bakterien, die das Pflanzenwachstum fördern oder Pflanzenpathogene abwehren. Daher sollten etwaige Auswirkungen durch die Kultivierung von transgenen Pflanzen auf die Rhizosphäre untersucht werden. Das Experiment beinhaltete die folgenden Behandlungen: (i) nicht trangener Raps und mechanische Unkrauentfernung, (ii) nicht transgener Raps und Butisan S als Herbizid, (iii) transgener Raps und Glufosinat (Basta) als Herbizid sowie (iv) transgener Raps mit mechanischer Unkrautentfernung. Die Analysen verwendeten das 16S rRNA Gen als phylogenetischen Marker und die bakterielle Diversität wurde mittels denaturierender Gradientengelelektrophorese analysiert. Die metabolischen Aktivitäten wurden mittels Dot-blot Hybridisierung von RNA und gruppenspezifischen Sonden bestimmt. Pseudomonaden wurden als Indikatororganismen  ausgewählt und mittels gruppenspezifischer DGGE Analyse untersucht. Weiters wurde Luzerne als Folgepflanze angebaut um Fruchtfolgeauswirkungen auf die Knöllchenbildung und die Diversität der Stickstoff fixierenden Sinorhizobium meliloti zu testen.

Unsere Untersuchungen ergaben, dass sowohl die genetische Veränderung als auch beide Herbizide – zumindest vorübergehen – Veränderungen in der Gesamtrhizosphären Mikroflora verursachten. Es wurden dabei einerseits Bakterienspezies beeinträchtigt, andererseits Mikroorganismen angereichert, die eine Rolle im Herbizidabbau spielen dürften. Ebenso wurde eine veränderte Pseudomonas Diversität festgestellt, wobei die Applikation von Glufosinat den stärksten Einfluß hatte. Die metabolischen Aktivitäten wichtiger bakterieller Gruppen zeigten starke Unterschiede, die am Ende der Wachstumsperiode besonders ausgeprägt waren. Die Rhizosphären des transgenen Raps zeigten aussergewöhnlich hohe bakterielle Aktivitäten, die durch Glufosinat signifikant beeinträchtigt wurden. Allerdings wiesen die Rhizosphären der transgenen und Wildtyppflanze mit den entsprechenden Herbizidanwendungen vergleichbare mikrobielle Aktivitäten auf. Die Knöllchenbildung wurde durch die Applikation von Glufosinat signifikant herabgesetzt, die Diversität der Rhizobien wurde jedoch nicht beeinträchtigt. 

Summary

A containment experiment was carried out in order to evaluate the effects of Basta-resistant transgenic rapeseed and the associated herbicide application on the rhizosphere microflora as compared to the conventional agricultural parctise. The rhizosphere is a dynamic habitat for microorganisms with different metabolic activities and hosts bacteria with plant growth promoting effects. Therefore, rhizosphere communities were analysed in order to investigate potential effects associated with the cultivation of transgenic plants. The treatments tested in a containment experiment were as follows (i) non-transgenic rapeseed with mechanical removal of weeds, (ii) non-transgenic rapeseed with subsequent application of the herbicide Butisan S, (iii) transgenic rapeseed in combination with the herbicide glufosinate (Basta) and (iv) transgenic rapeseed with mechanical removal of weeds. The analysis was based on the 16S rRNA gene as a phylogenetic marker and diversity was analysed by DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis). The genus Pseudomonas was chosen as an indicator organism and its diversity was assessed by DGGE analysis. Metabolic microbial activities were evaluated by dot-blot hybridization of RNA with group-specific probes. In addition, alfalfa was planted as a follow plant in order to determine any potential long-term effects on nodule formation and on the diversity of nitrogen fixing Sinorhizobium meliloti. 

Our results show that the genetic modification as well as the application of herbicides affected – at least transiently – microbial communities in the rhizospheres of rapeseed. Some bacterial species were repressed, whereas others were enriched and probably involved in the herbicide degradation. The application of glufosinate had a more pronounced effect on pseudomonads than Butisan S or the genetic modification. Different metabolic activities of important bacterial groups were found in the rhizospheres, however, significant differences were detected at the end of the plant growth period. Rhizospheres of the transgenic rapeseed showed particularly high bacterial activities, which were greatly reduced by the application of glufosinate. However, rhizospheres of transgenic and control plants in combination with the associated herbicides showed comparable activities. Glufosinate had a significant impact on nodule formation, however, diversity of nitrogen-fixing rhizobia was not affected. 

1. Einleitung

Kaum ein anderes Thema ist so kontrovers wie die Anwendung der Gentechnik in der Landwirtschaft und der Nahrungsmittelproduktion. Als Argumente gegen die Anwendung transgener Pflanzen werden neben möglichen gesundheitlichen Schäden und einer Monopolisierung des Saatgut- und Pestizidhandels auch mögliche ökologische Risiken angeführt. Als besonders wichtig wird daher eine möglichst umfassende Risikoabschätzung der Gentechnik und ihrer Anwendung angesehen.

Mit der Entwicklung transgener, herbizidresistenter Pflanzen wurde ein neues System zur Unkrautkontrolle geschaffen, das auf der Verwendung der herbizidresistenten Pflanze in Kombination mit dem Komplementärherbizid beruht. Als Vorteile dieses Systems wurden der effektivere und kostengünstigere Herbizideinsatz angeführt (AgrEvo GmbH et al., 1998). Basta-resistenter Raps wurde durch Einführung eines Toleranzgens gegenüber dem herbiziden Wirkstoff Glufosinat (Handelsname des Herbizids Basta, Liberty, Buster, Challenge oder Ignite) hergestellt und wird derzeit hauptsächlich in Kanada angebaut. Dieses Toleranzgen enthält die genetische Information für die Bildung des PAT-Enzyms. PAT steht für Phosphinothricin-Acetyl-Transferase, ein Enzym, das dafür sorgt, dass der Mechanismus der Ammoniakentgiftung durch Glufosinat nicht mehr unterbrochen wird. Ammoniak kann von der Kulturpflanze weiter verwendet werden, und es kommt zu keiner schädigenden Anreicherung. 

Glufosinat (Phosphinotricin) ist eine ungewöhnliche Aminosäure, die Bestandteil eines Tripeptids ist, das von Streptomyces viridochromogenes bzw. Streptomyces hygroscopicus gebildet wird (Bayer et al., 1972; Kondo, 1973; Wohlleben et al., 1992). Dieses Tripeptid mit dem Namen Bialaphos oder Bilanaphos zeigte antibakterielle und fungizide Wirkungen, die dem Glufosinatanteil zugeschrieben wurden (Bayer et al., 1972; Niida et al., 1973). Streptomyceten können sich durch die Bildung des PAT-Enzyms gegen die schädigende Wirkung schützen. Allerdings wurden die antimikrobiellen Wirkungen von Glufosinat als sehr schwach beschrieben, während diese Substanz, auch in geringen Dosen, einen sehr starken herbiziden Effekt aufweist (Hoerlein, 1994). Das Ammoniumsalz von Glufosinat ist der aktive Inhaltsstoff verschiedener kommerzieller Herbizidformulierungen und erhielt den Namen Glufosinat-ammonium (GLA). Es wird weltweit unter den Handelsnamen Basta, Buster, Challenge, Finale, Harvest, Ignite oder Liberty verkauft.

Untersuchungen hinsichtlich der Auswirkungen von Glufosinat auf Bodenmikroorganismen ergaben, dass die Atmung und Nitrifizierung durch Glufosinat beeinträchtigt wurden, allerdings wurden die beobachteten Effekte als vernachlässigbar angesehen (Hoerlein, 1994). Weitere Studien zeigten, dass Bodenbakterien und –pilze wesentlich durch GLA supprimiert werden (Sandermann, 1992) und daraus wurde geschlossen, dass die Anwendung dieses Herbizids starke und schwer abzuschätzende Effekte auf die Bodenfruchtbarkeit und die mikrobielle Diversität haben könnte (Ahmad und Malloch, 1995). Andere Untersuchungen hingegen führten an, dass sich Mikroorganismen schnell wieder erholen und daher keine Langzeitauswirkungen zu erwarten sind (Tu, 1994). Hinsichtlich der Beurteilung der Auswirkungen von Herbizid-resistenten Pflanzen auf die Bodenmikroflora erscheint die Kombination transgene Pflanze/Herbizid besonders wichtig.

Die Rhizosphäre stellt ein dynamisches Habitat dar und besteht daher aus Mikroorganismen mit verschiedenen metabolischen Aktivitäten und Anpassungsmöglichkeiten an das variable Angebot von Wasser, Sauerstoff, organischen Kohlenstoffquellen und anderen Nährstoffen. Weiters ist die Rhizosphäre Lebensraum einer Vielzahl von Mikroorgansimen, die für ein gesundes Pflanzenwachstum unentbehrlich sind, da sie fähig sind, Pflanzenpathogene abzuwehren, das Pflanzenwachstum zu stimulieren oder Hormone bereitzustellen (Lugtenberg et al., 1991).

Das Ziel des vorliegenden Projektes war es zu ermitteln, welchen Einfluss Basta-resistenter Raps bzw. die Anwendung von  Basta in Kombination mit der transgenen Pflanze auf die Rhizosphären Mikroflora hat bzw. ob sich die Rhizosphären Mikroflora als Parameter für Routineuntersuchungen eignet, die mögliche ökologische Veränderungen durch die  Freisetzung transgener Organismen aufzeigen sollen. Die Auswirkungen durch den Anbau von Basta-toleranten Raps wurden mit jenen einer konventionellen Verwendung der Herbizids Butisan S mit der genetisch unveränderten Pflanze verglichen.

Nur ein geringer Anteil der natürlich vorkommenden Prokaryonten kann kultiviert werden. Daher wird einerseits angenommen, dass eine Vielzahl von Bakterienarten und deren Kultivierungsbedingungen noch unbekannt sind, anderseits wurden Bakterien molekularbiologisch beschrieben, die bisher noch nicht isoliert werden konnten (Fry et al., 1991; LaRiviere and Schmidt, 1991; Kuske et al., 1997). Durch die Verwendung von ribosomalen RNA Genen als phylogenetische Marker wird heutzutage die Struktur von bakteriellen Gemeinschaften untersucht, und die 16S rDNA Sequenz wurde ein wesentlicher Parameter in der taxonomischen Zuordnung von Prokaryonten. Um  mikrobielle Populationen im Boden mit Hilfe molekularer Techniken zu untersuchen, wird zuerst DNA bzw. RNA direkt aus dem Boden isoliert, und anschließend einer PCR (Polymerase Chain Reaction) zur Amplifizierung eines bestimmten Gens, wie zB. des 16S rRNA Gens, unterzogen. Methoden, die zur Analyse von bakteriellen Populationen eingesetzt werden können, und auf Unterschieden in der 16S rDNA Sequenz beruhen, umfassen die denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE; Heuer et al., 1997; Kowalchuk et al., 1997), die Temperatur Gradienten Gelelektrophorese (TGGE; Felske et al., 1998), Restriktionsfragmentanalysen (RFLP; Liu et al., 1997) und Klonierungen (Kuske et al., 1997).

In diesem Projekt war die Untersuchung der folgenden Punkte mit molekularen, kultivierungsunabhängugen Methoden vorgesehen:

1. Populationsverschiebungen und Aktivitätsänderungen der Rhizoflora

2. Populationsveränderungen innerhalb des Genus Pseudomonas
3. Aktivitäten von Rhizosphäre Bakterien

4. Populationsänderungen und symbiotische Leistung von Sinorhizobium meliloti
Weiters wurden in Kooperation mit dem Institut für Bodenforschung der Universität Hohenheim, BRD (Prof. Kandeler) Auswirkungen durch die transgene Pflanze bzw. die Herbizidapplikation auf die Aktivitäten der Enzyme Invertase, Urease, alkalische Phosphatase und Arylsulfatase und auf die Biomasse bestimmt.

2. Materalien und Methoden
2.1. Das Containment Experiment

2.1.1. Vorkultivierung von Raps
Winterrapssamen der transgenen Sorte Liberator C/6AC (DSV, Salzkotten-Thüle, BRD) mit dem pat Gen für eine Glufosinat Toleranz sowie der nicht transgenen Ausgangssorte wurden am 20.2.1999 in TKS2 Bodensubstrat (Knauf Perlite G.m.b.H.; 200-500 mg l-1, 200-500 mg l-1 Kaliumoxid, und 300-600 mg l-1 Phosphorpentoxid) gepflanzt und im Glashaus bis zur Keimung kultiviert. Anschließend wurden die Pflänzchen bei 3-5oC vernalisiert.

2.1.2. Pflanzen der Unkrautsamen

50 l Töpfe (Topfdurchmesser unten: 37.5 cm; Topfdurchmesser oben: 45 cm; Topfhöhe: 46 cm) wurden mit Seibersdorf Erde (siehe Tabelle 2.1.) befüllt und folgende Unkrautsamen wurden ausgesät:

-
Capsella bursa-pastoris ( ca. 75 Samen/Topf )

-
Descurainia sophia ( ca. 125 Samen/Topf )
Um eine gleichmäßige Verteilung der Samen im Boden zu ermöglichen, wurden die Samen mit “Granuperl” (Knauf Perlite G.m.b.H.) vor dem Aussäen vermischt. Zusätzlich zu den angepflanzten Samen gingen auch bodeneigene Unkräuter auf.

2.1.3. Das Containment Experiment

Im Containment wurden am 11.5.1999 die vernalisierten Rapspflanzen (sechs Pflanzen / Topf) in die schon mit Unkraut bepflanzten 50 l Töpfe gesetzt und anschließend randomisiert. Das Experiment beinhaltete die folgenden Behandlungen:

Behandlung “B”:
nicht transgener Raps und Butisan S als Herbizid

Behandlung “BM”:
nicht transgener Raps und mechanische Unkrautentfernung

Behandlung “G”:
transgener Raps und Glufosinat als Herbizid

Behandlung “GM”:
transgener Raps und mechanische Unkrautentfernung
Am 25.5.1999 erfolgte die Butisan S (Metazachlor) Applikation, wobei 0.05 ml Butisan S in 25 ml H2O pro Topf (2 l / ha) oberflächlich zugegeben wurden. Die Glufosinat Behandlungen fanden am 4.6.1999 sowie 6.7.1999 statt, und dabei wurden 0.0375 ml Glufosinat in 25 ml H2O pro Topf (1.5 l / ha) applizert. Bei der mechanischen Unkrautentfernung wurden die Unkräuter vorsichtig mit den Wurzeln aus dem Boden herausgezogen.

Die Pflanzen wurden gegossen, falls der natürliche Niederschlag nicht ausreichte. Es wurden drei Probenahmen durchgeführt (siehe Tabelle 2.2.), wobei jeweils die Wurzeln von zwei Pflanzen entnommen wurden, der lockere Boden abgeschüttelt wurde, und die noch anhaftende Erde vorsichtig von den Wurzen getrennt wurde. Die Rhizosphärenerde wurde gut gesiebt um Wurzelteile und Wurzelhärchen abzutrennen, gut vermischt und anschließend bei –20oC aufbewahrt.

Das Experiment wurde im Containment (Abb. 2.1.) durchgeführt um eine Freisetzung von gentechnisch veränderten Organismen zu vermeiden und dennoch die landwirtschaftliche Situation zu simulieren. Der Boden des Containments wurde mit einer dicken Plastikfolie ausgelegt und vollkommen abgedichtet. Die Wände bestanden aus einem für Insekten undurchdringbaren Netz. Die Blüten wurden sofort nach Erscheinen vorsichtig entfernt und autoklaviert, ebenso wurden nach den Probenahmen und der Ernte alle Pflanzenteile sterilisiert.

Tabelle 2.1. Chemische Eigenschaften des Oberbodens der Seibersdorf Erde

(Puschenreiter, unpublished)

Chemische Eigenschaften


Korngrößenfraktionen


Sand
43.6%

Schluff
34.2%

Ton
22.2%




pH
7.8

N
0.15%

C
4.73%




Mobile Fraktionen


Zn-EDTA
4.78 mg kg-1

Zn-DTPA
4.60 mg kg-1

Zn-NH4-acetat
0.30 mg kg-1

Cu-EDTA
5.27 mg kg-1

Cu-DTPA
4.60 mg kg-1

Cu-NH4-acetat
0.20 mg kg-1




Aqua regia


Cd
0.38 mg kg-1

Cr
13.00 mg kg-1

Cu
26.80 mg kg-1

Fe
1.99 %

K
0.31 %

Mg
2.26 %

Mn
575 mg kg-1

P
1359 mg kg-1

Zn
67.53 mg kg-1




Austauschbare Kationen


Ca
19.20 mval 100 g-1

Mg
1.47 mval 100 g-1

K
0.47 mval 100 g-1

Na
0.31 mval 100 g-1

CEC
21.45 mval 100 g-1




Pflanzen verfügbare Fraktionen


P2O5
48.33 mg 100 g-1

K2O
18.33 mg 100 g-1

Tabelle 2.2. Übersichtsplan des Experimentes im Containment

Behandlung/

Zeitplan
20.2.
26.2.-3.5.
25.5.
4.6.
6.6.
5.7.
6.7.
6.9.


21.9.


Saat
Vernalisierung
Butisan S


Basta
1. Probe-nahme
Basta
2. Probe-nahme
3. Probe-nahme
Ernte

B
X
X
X

X

X
X
X

BM
X
X


X

X
X
X

G
X
X

X
X
X
X
X
X

GM
X
X


X

X
X
X
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Abb. 2.1. Das Containment Experiment

2.1.4. Bepflanzung mit Luzerne als Nachfolgepflanze

In der zweiten Vegetationsperiode wurde Luzerne (Medicago sativa L.) als Nachfolgepflanze im Frühjahr 2000 angebaut (Abb. 2.2.). Im Juli 2000 wurden die Pflanzen geerntet, wobei die Knöllchenanzahl von vier individuellen Pflanzen (pro Behandlung und Wiederholung) bestimmt wurde. Weiters wurden von jeweils vier Wiederholungen jeder Behandlung 15 Knöllchen zur Rhizobienisolierung herangezogen (siehe unten).

[image: image1.wmf]

Abb. 2.2. Luzerne als Nachfolgepflanze

2.2. Molekulare Populationsanalyse mittels DGGE 

2.2.1. DNA Isolierung

Ausgehend von einem publizierten Protokol (van Elsas and Smalla, 1995) wurde ein neues, weniger Zeit aufwendiges Verfahren entwickelt (Sessitsch et al., 2001). Hierfür wurden 0,12 g Boden in 0,75 ml 0,12 M Natriumphosphat Buffer (pH 8.0) und 3,8 mg Lysozym (Boehringer Mannheim) suspendiert und anschließend 15 Minuten bei 37oC inkubiert. Die Proben wurden 2 Minuten auf Eis abgekühlt. Dann wurden 750 mg gewaschene Glaskugeln (Sigma; 0.09-0.13mm) zugegeben und drei Mal, jeweils 90 Sekunden lang und mit Intervallen von 30 Sekunden, in einer Mühle (Type MM2000, 220 V, 50 Hz, Retsch GmbH & Co KG, Haam, BRD) auf 100 % homogenisiert. 45 (l einer 20%-igen (w/v) Natriumdodecylsulfat Lösung wurden zugefügt, gut vermischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 1 Volumsanteil Phenol (Tris-gepuffert, pH 8.0) zugefügt, vorsichtig vermischt und für 5 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert. Die wäßrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäss überführt und die organische Phase wurde noch einmal mit 250 (l 0.12 M Natriumphosphatbuffer (pH 8.0) extrahiert. Die wäßrigen Phasen wurden zusammengeführt und mit einem Volumsanteil Chloroform extrahiert, und anschließend für 5 Minuten bei 14000 x g zentrifugiert. Um Huminsäuren abzutrennen, wurden der wäßrigen Phase 0.4 Volumsanteile 7.5 M Kaliumacetat zugefügt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, und 5 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert. Anschließend wurden dem Überstand 0.1 Volumsanteile 5 M NaCl Lösung und 0.7 Volumsanteile eiskaltes Isopropanol zugegeben und 30 Minuten auf –80oC gestellt, um DNA zu präzipitieren. Die DNA wurde 10 Minuten bei 10000 x g abzentrifugiert, mit eiskaltem, 70%-igem Ethanol gewaschen, 1 Minute bei 10000 x g zentrifugiert und bei 37oC getrocknet. Die DNA wurde in 80 (l TE Puffer (10 mM Tris/HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) gelöst. Für die weitere DNA Aufreinigung wurden Sepharose CL-6B (Pharmacia) Säulchen hergestellt, die Polyvinylpyrrolidon (Sigma; 20 mg/ml CL-6B) enthielten. Zwei Säulchen waren notwendig, um alle PCR-hemmenden Huminsäuren abzutrennen. 

2.2.2. RNA Isolierung

Für die RNA Isolierung wurden verschiedene Protokolle getestet und optimiert. Die für die Analysen verwendete Methode basiert auf einem Protokoll, das zur Isolierung aus Nadelbäumen entwickelt wurde (Chang et al., 1993).
Zuerst wurden 0.25 g Probe mit 2 Stahlkugeln (5 mm) versetzt und auf –80oC eingefroren. Die Probe wurde in einer Mühle (Type MM2000, 220 V, 50 Hz, Retsch GmbH & Co KG, Haam, BRD) homogenisiert. Ein ml Extraktionspuffer (2% CTAB, 2% Polyvinylpyrrolidinone K 30, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 2.0 M NaCl, 0.5 g l-1 Spermadin, 2% ß-mercaptoethanol) wurde zugegeben. Anschließend wurden 0.3 g Glaskugeln (Sigma; 0.09-0.13 mm) zugefügt und 3 Mal für 90 Sekunden in der Mühle (Type MM2000, 220 V, 50 Hz, Retsch GmbH & Co KG, Haam, BRD) homogenisiert. Um RNA zu präzipitieren, wurden 0.25 Volumsanteile 10 M LiCl zugegeben, gut vermischt, und über Nacht bei 4oC inkubiert. Daraufhin wurde für 20 Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert, und der Niederschlag wurde in 100 (l SSTE (1 M NaCl, 0.5 % SDS, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 and 1 mM EDTA, pH 8.0) gelöst. Die Lösung wurde mit einem Volumsanteil Chloroform extrahiert, und die RNA wurde durch Zugabe von 2 Volumsanteilen Ethanol bei –70°C für 30 Minuten ausgefällt. Die RNA wurde für 20 Minuten bei 14000 rpm abzentrifugiert, luftgetrocknet und in RNase-freiem H2O gelöst. Eine weitere Reiningung der RNA Lösungen erfolgte durch selbstgefertigte CL-6B (Pharmacia) Säulchen.

2.2.3. “Polymerase Chain Reaction”(PCR) und reverse Transkriptase (RT)-PCR

Das 16S rRNA Gen wurde mit den Primern rD1 und fD1 (Weisburg et al., 1991) in einem Thermocycler (PTC-100TM, MJ Research, Inc.) unter Verwendung von 1 Zyklus mit 5 Minuten bei 95oC, 35 Zyklen mit 30 Sekunden bei 95oC, 1 Minute bei 52oC und 2 Minuten bei 72oC, und einem abschließenden Zyklus mit 4 Minuten bei 72oC amplifiziert. Der PCR Reaktionsmix enthielt 50 (l mit 1 x Reaktionspuffer (50 mM KCl; 20 mM Tris.HCl, pH 8.0), jeweils 200 (M dATP, dGTP, dTTP und dCTP (Gibco, BRL), 3 mM MgCl2, 0.1 (M Primer rD1 und fD1,  ca. 10 ng DNA und 2 U Taq DNA Polymerase (Gibco, BRL). Für die DGGE wurden die Fragmente unter Verwendung der Primer U968-GC und L1401 (Nübel et al., 1996) amplifiziert, wobei die Nummern 968 und 1401 auf die Bindungsstellen in der 16S rRNA hinweisen und die V6 bis V8 variablen Regionen amplifiziert wurden. Die selben Reaktionsbedingungen kamen wie oben beschrieben zur Anwendung, es wurde allerdings eine Annealing-Temperatur von 56oC eingesetzt.

Für die RT-PCR (Reverse Transcriptase – PCR) wurden ca. 20 ng RNA und das Super ScriptTM One StepTM RT PCR System (Gibco BRL) unter Verwendung der von der Firma vorgegebenen Bedingungen und den Primern U968-GC und L1401 eingesetzt. Die RT-PCR erfolgte in einem Thermocycler (PTC-100TM, MJ Research, Inc.) unter Verwendung von einem Zyklus mit 30 Minuten bei 50oC, 1 Zyklus mit 5 Minuten bei 95oC, 35 Zyklen mit 30 Sekunden bei 95oC, 1 Minute bei 56oC und 2 Minuten bei 72oC, und einem abschließenden Zyklus mit 4 Minuten bei 72oC.

Die amplifizierten DNA Fragmente wurden auf 1%-igen Agarosegelen überprüft, bevor sie für die denaturierende Gradientengelelektrophorese eingesetzt wurden.

2.2.4. Denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE)

Zur Auftrennung der gleich langen, jedoch in der Basensequenz unterschiedlichen PCR bzw. RT-PCR Fragmente kam die DGGE zur Anwendung. Es wurden 8%-ige Polyacrylamidgele  hergestellt, die einen Gradienten von 20 bis 70% Denaturierungsmittel (7 M Harnstoff und 40% [vol/vol] Formamid) enthielten. Die Elektrophorese wurde bei 60oC und 200 V durchgeführt, danach wurde das Gel mit Wasser gewaschen. Daraufhin wurde das Gel mit 10%-igen (v/v) Ethanol und 0.5%-iger (v/v) Essigsaure für 40 Minuten fixiert, und mit 1%-iger (w/v) AgNO3 Lösung für 45-60 Minuten gefärbt. Weiters wurde das Gel zwei Mal mit Wasser gewaschen und 45 Minuten in einer Reduktionslösung (200 ml mit 4.5 g NaOH, 0.03 g NaBH4 und 0.05 mM Formaldehyd) inkubiert. Abschließend wurde das Gel in 0.07 mM Na2CO3 Lösung für 5-10 Minuten fixiert.

2.3. Dot-blot Hybridiserung mit Gruppen-spezifischen Sonden
Zur Dot-blot Hybridisierung wurde die isolierte Rhizosphären RNA von jeweils 4 Wiederholungen gepoolt. Die Hybridisierung wurde nach Standardprotokollen (Manz et al., 1992; Roller et al., 1994; Manz et al., 1996; Meier et al., 1999; Felske et al., 2000) durchgeführt. Dabei wurden jeweils 2 μg RNA in Duplikaten sowie 25, 50 und 100 ng RNA der Refeernzstämme auf Hybond N+ Membranen (Amersham, England) aufgebracht und fixiert. Die Spezifität der Sonden und die Stringenz der Hybrisisierungbedingungen wurde mit folgenden Referenzstämme überprüft: Sinorhizobium fredii (α-Proteobacteria), Burkholderia cepacia (β-Proteobacteria), Escherichia coli (γ-Proteobacteria), Micrococcus luteus (high GC Gram-positives), Bacillus pumilis (low GC Gram-positives), und Pedobacter heparinus (Cytophaga/Flavobacterium/Bacteroides) eingesetzt. Die Oligonukleotidsonden  EUB338 (Eubacteria), ALF1b (α-Proteobacteria), BET42a (β-Proteobacteria), GAM42a (γ-Proteobacteria), HGC69a (high GC Gram-positives), LGC353b (low GC Gram-positives), und CF319a (Cytophaga/Flavobacterium/ Bacteroides) wurden durch die Verwendung von T4 Polynukleotidkinase und [γ-32P]ATP am 5’-Ende markiert. Die Membranen wurden nach Prähybridisierung mit den 32P-markierten Sonden hybridisiert, und anschließend gewaschen. Die Signale wurden mit einem PhosphorImager SF (Molecular Dynamics) quantifiziert. 

2.4. Messung der Enzymaktivitäten und der Biomasse

Die Messungen der Enzymaktivitäten von Invertase, Urease, alkalische Phosphatase und Arylsulfatase wurden wie bei Schinner et al. (1996) beschrieben durchgeführt. Von jeder Behandlung und Probenahme wurden drei Parallelproben analysiert. Die Biomasse wurde nach Amato und Ladd (1988) bestimmt.

2.5. Molekulare Populationsanalyse der Pseudomonaden

Aufgrund der außergewöhnlich hohen Speziesvielfalt des Genus Pseudomonas und der geringen Anzahl an sequenzierten 23S rRNA Sequenzen konnten wir keine Methode zur Unterscheidung von Pseudomonaden auf der Stammebene entwickeln. Es war jedoch möglich, eine Methodik zur Unterscheidung von verschiedenen Spezies zu etablieren. Dazu wurde eine Pseudomonas-spezifische 16S rDNA PCR durchgeführt, und die resultierenden Fragmente wurden auf einem 8%-igen DGGE Gel mit einem Gradienten von 45 bis 60% aufgetrennt. Die PCR wurde, wie von Johnsen et al. (1999) beschrieben, ausgeführt. Dabei wurden der eubakterielle Primer 9-27 (Suzuki und Giovannoni, 1996), der mit einer GC-clamp versehen wurde, sowie der Pseudomonas-spezifische Primer PSMG (Braun-Howland et al., 1993) verwendet. Die Spezifität der PCR wurde mit mehreren Pseudomonas Stämmen sowie Nicht-Pseudomonaden getestet.

2.6. Analyse der Rhizobien

2.6.1. Isolierung von Sinorhizobium meliloti aus Knöllchen und Probenvorbereitung für die PCR

Die Knöllchen wurden oberflächensterilisiert (Somasegaran und Hoben, 1985), unter aseptischen Bedingungen zerdrückt, auf YM (Beringer, 1974) Agarplatten ausgestrichen und bei 28oC kultiviert. Von Einzelzellkolonien wurden Langzeitkulturen angelegt.

Für die DNA Amplifizierung mittels PCR wurden die Isolate auf YM Agarplatten über Nacht kultiviert, und anschließend in TE Buffer (Ausubel et al., 1994) suspendiert. Die Zellen wurden 10 Minuten im kochenden Wasserbad behandelt, eine Minute auf Eis gegeben, und schließlich für 2 Minuten bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde für die PCR eingesetzt.

2.6.2. Molekularbiologische Analyse von Sinorhizobium meliloti Isolaten

Um die Knöllchenisolate auf der Stammebene zu unterscheiden, wurde die 16S-23S intergenic spacer (IGS) rRNA als Marker verwendet und eine PCR-RFLP Analyse durchgeführt (Sessitsch et al., 1997). Die IGS Region wurde mit den Primern pHr (Massol-Deya, 1995) und FGPL132'-38 (Ponsonnet et al., 1994) in einem Thermocycler (PTC-100TM, MJ Research, Inc.) unter Verwendung von einem Zyklus mit 5 Minuten bei 95oC, 35 Zyklen mit 30 Sekunden bei 95oC, 1 Minute bei 54oC und 2 Minuten bei 72oC, und einem abschließenden Zyklus mit 4 Minuten bei 72oC amplifiziert. Der PCR Reaktionsmix enthielt 50 μl mit 1 x Reaktionsbuffer (Gibco, BRL), jeweils 200 μM dATP, dGTP, dTTP, und dCTP (Gibco-BRL), 3 mM MgCl2, 0.1 μM Primer, ca. 10 ng DNA und 2U Taq DNA Polymerase (Gibco, BRL). 8 bis 10 μl des PCR Produktes wurden mit verschiedenen tetramerischen Restriktionsenzymen wie MspI, DdeI HhaI, HaeIII und AluI (Gibco, BRL) geschnitten und auf einem 2.3%-igen Agarosegel aufgetrennt. Die Enzyme HaeIII, DdeI und MspI ergaben die auschlußreichsten Resultate und wurden für die Populationsanalyse eingesetzt.

Um die Diversität der Knöllchenbakterien zu beschreiben, wurde der Simpson’s Diversitätsindex wie folgt berechnet: D = 1 - ((pi)2 , wobei pi die Anzahl der Isolate eines IGS Typ dividiert durch die Gesamtanzahl der Isolate darstellt.

3. Resultate und Diskussion
3.1. DNA-basierende Analyse der Rhizosphärenmikroflora

Eine von DNA ausgehende DGGE Analyse untersucht die bakterielle Populationsstruktur ungeachtet der metabolischen Aktivität der Zellen. Die Raps Rhizosphäre zeigte in allen Behandlungen eine komplexe bakterielle Populationsstruktur, die in den einzelnen Wiederholungen konstant blieb (Abb. 3.1.-3.3.). Da diese Methode sich nicht zur Quantifizierung eignet, wurden nur solche Banden als unterschiedlich betrachtet, die in einer Probe vorhanden und in einer anderen nicht vorhanden waren. Die mikrobiellen Populationenstrukturen zeigten leichte Unterschiede in den verschiedenen Behandlungen. So waren in den Rhizosphären transgener (GM) und nicht transgener (BM), unbehandelter Pflanzen geringfügig unterschiedliche Populationsstrukturen zur Zeit der 1. Probenahme (siehe Abb. 3.1.) zu finden, dies könnte auf eine veränderte Zusammensetzung der Wurzelexudate zu diesem Zeitpunkt zurückzuführen sein, die wiederum ein anderes Bakterienspektrum selektieren. Die Applikationen von Glufosinat und Butisan S verursachten geringfügige Populationsverschiebungen, die einerseits durch das Auftreten von am Herbizidabbau beteiligten Mikroorganismen oder andererseits durch Bakterien, die durch das Herbizid beeinträchtigt wurden, bedingt sein könnten.

Zum Zeitpunkt der zweiten Probenahme zeigte die transgene, unbehandelte Rhizosphäre (GM) eine leicht erhöhte Diversität im Vergleich zur nicht transgenen Pflanze (BM) (Abb. 3.2.). Durch die Glufosinatanwendung wurde eine Spezies bzw. OTU (operational taxonomic unit) beeinträchtigt, andere Mikroorganismen, die am Herbizidabbau beteiligt gewesen sein könnten, wurden wiederum angereichert (Abb. 3.2.). Zum Zeitpunkt der zweiten und dritten Probenahme war ein ähnlicher Herbizideffekt zu erkennen (Abb. 3.2. und 3.3.), wobei Glufosinat bei der ersten und zweiten Probenahme die mikrobielle Populationsstruktur in der Rhizosphäre stärker beeinflußte als Butisan S (Abb. 3.4). Dies kann auf die mehrmalige und kurz vor der Probenahme (1. und  2. Probenahme) durchgeführte Applikation von Glufosinat  zurückzuführen sein. In Abb. 3.5. ist der zeitliche Verlauf  der Bakteriengemeinschaften zu erkennen. 

[image: image2.wmf]
Abb 3.1. DNA-DGGE Analyse der bakteriellen Populationen in der Rhizosphäre – 1. Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 4 Wiederholungen zu sehen (bzw. von Behandling G 3 Wiederholungen).
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Abb 3.2. DNA-DGGE Analyse der bakteriellen Populationen in der Rhizosphäre – 2. Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 4 Wiederholungen zu sehen.
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Abb 3.3. DNA-DGGE Analyse der bakteriellen Populationen in der Rhizosphäre – 3. Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 4 Wiederholungen zu sehen.
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Abb. 3.4. Clusteranalyse der DNA-DGGE Profile
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Abb 3.5. DNA-DGGE Analysen - Zeitlicher Verlauf der Populationsstruktur der bakteriellen Populationen in der Rhizosphäre des transgenen Raps. Reihen „1“ zeigen Proben der 1. Probenahme, Reihen „2“ der 2. Probenahme, und Reihen „3“ zeigen Proben der 3. Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 2 Wiederholungen zu sehen. 

3.2. RNA-basierende Analyse der Rhizosphärenmikroflora

Da der Gehalt an  ribosomaler RNA (rRNA) einer Bakterienzelle proportional zu ihrer Wachstumsrate ist (Wagner, 1994), untersucht eine DGGE Analyse, die von rRNA ausgeht, die Populationen metabolisch aktiver Bakterien. Die DNA- und RNA-Profile stimmten gut überein, allerdings wurden Bakteriengruppen gefunden, die numerisch unterrepräsentiert waren, aber hohe Aktivitäten aufwiesen. Andere wiederum zeigten geringe Aktivitäten, waren aber in den DNA-Profilen stark vertreten (Abb. 3.6.). Die mikrobiellen Gemeinschaften der zweiten und dritten Probenahme zeigten mehr Ähnlichkeiten, während die Populationen der ersten Probenahme mit jenen der späteren Probenahmen nur geringfügig verwandt waren. Der metabolisch aktive Teil der Rhizosphärepopulationen wurde mehr durch die Herbizidanwendung als durch die genetische Modifikation beeinflußt (Abb. 3.7., Abb. 3.8.). Glufosinat und Butisan zeigten einen vergleichbaren Effekt auf die Aktivität der Bakteriengemeinschaften.
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Abb. 3.6. DNA-und RNA-DGGE Populationsprofile der ersten Probenahme.
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Abb. 3.7. RNA-DGGE Populationsprofile
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Abb. 3.8. Clusteranalyse der RNA-DGGE Populationsprofile.

3.3. Metabolische Aktivitäten der α-, β-, γ-Proteobakterien, der  Gram-postitiven (low G+C und high G+C) sowie der Cytophaga/Flavobakterien/Bacteroides (CFB) Gruppe

Der Gehalt an ribosomaler RNA einer Bakterienzelle  ist proportional zu ihrer Wachstumsrate (Wagner et al., 1994). Daher wurde mittels Dot-blot Hybridiesierung von Rhizosphären RNA mit spezifischen Gensonden die metabolische Aktivität der wichtigsten Gruppen der bakteriellen Taxonomie bestimmt (Abb. 3.9.). Zum Zeitpunkt der ersten Probenahme zeigten die α-Proteobakterien sowie die „High G+C Gram-positiven“ einheitliche Aktivitäten, während signifikante Unterschiede bei den β- und γ-Proteobakterien, den „Low G+C Gram-positiven und der CFB-Gruppe zu finden waren (Abb. 3.10.). Die mit Herbizid behandelten Rhizosphären wiesen deutlich erhöhte Werte im Vergleich zu den Kontrollbehandlungen auf. 

Im Juli (2. Probenahme) zeigten alle bakteriellen Gruppen die niedrigsten Aktivitäten in der Rhizosphäre der genetisch unveränderten Pflanze ohne Butisanapplikation. Außer der CFB-Gruppe sowie der γ-Proteobakterien wiesen alle Bakterien signifikant erhöhte Werte in den mit Butisan behandelten Rhizosphären. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den mikrobiellen Aktivitäten in der Rhizosphäre von transgenem Raps mit und ohne Glufosinatapplikation gefunden (Abb. 3.10.). 

Im späteren Wachstumsstadium der Pflanzen (3. Probenahme) zeigten sich konstant hohe bakterielle Aktivitäten in den Rhizosphären der transgenen Kontrollpflanzen (GM), die jedoch meist nicht signifikant höher waren als in der mit Butisan behandelten Rhizosphäre. Die hohe bakterielle Aktivität in der Rhizosphäre der transgenen Pflanzen deutet auf eine veränderte Ausscheidung von Wurzelexudaten hin. Die Glufosinatapplikation beeinträchtigte die metabolischen Aktivitäten aller bakteriellen Gruppen stark (Abb. 3.10.).

Die Rhizosphären der nicht transgenen Kontrollpflanzen (BM), bei denen kein Herbizid aufgebracht wurde, zeigten im zeitlichen Verlauf relativ konstante mikrobielle Aktivitäten. Das Herbizid Butisan bewirkte eine starke Zunahme an mikrobieller Aktivität zum Zeitpunkt der zweiten Probenahme, im späten Wachstumsstadium nahmen die metabolischen Aktivitäten jedoch wieder ab. Die Rhizosphären der transgenen Kontrollpflanzen (GM) hingegen zeigten im zeitlichen Verlauf zuerst steigende Aktivitäten, die jedoch zum Zeitpunkt der dritten Probenahme im allgemeinen wieder leicht abnahmen. Das Totalherbizid Glufosinat verursachte – im Vergleich zur Kontrollpflanze – stark erhöhte Aktivitäten der meisten bakteriellen Gruppen, die mit der Zeit deutlich absanken (Abb. 3.10.).

In allen Behandlungen zeigten die Gram-positiven mit hohem G+C-Gehalt auffällig hohe Aktivitäten (Abb. 3.11.).
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Abb. 3. 11. Die metabolischen Aktivitäten der Alpha- (ALF), Beta- (BET), Gamma- (GAM) Proteobakterien, der CFB-Gruppe und der Gram-positiven mit niedrigem (LGC) sowie hohem (HGC) G+C-Gehalt im Vergleich.
3.4. Enzymaktivitäten und Biomasse

Die Aktivitäten der Enzyme Invertase, Urease und alkalische Phosphatase zeigten große Variationen zum Zeitpunkt der dritten Probenahme, während die Rhizosphäreböden der ersten und zweiten Probenahme keine signifikanten Unterschiede aufwiesen (Abb. 3.12.). Invertase, ein Enzym, das im Kohlenstoffwechsel involviert ist, zeigte signifikant höhere Aktivitäten im Juli (2. Probenahme) und September (3. Probenahme) als im Juni (1. Probenahme). Dies läßt darauf schließen, dass zu Beginn des Experiments eine höhere Konzentration an organischem Material den Rhizosphäreorganismen zur Verfügung stand, während die Invertaseaktivitäten vermutlich durch die mit zunehmender Zeit geringere Verfügbarkeit von Kohlenstoff-hältigen Substraten zunahm. Interessant sind die signifikanten Unterschiede, die zwischen transgener und Kontrollpflanze zu finden waren. Die stark erhöhte Invertase Aktivität in der Rhizosphäre der transgenen Pflanze könnte auf eine veränderte Ausscheidung von Wurzelexudaten im späten Wachstumsstadium zurückzuführen sein. Allerdings wurde die Enzymaktivität durch Glufosinat stark beeinträchtigt (Abb. 3.12.).

Im Gegensatz zur Invertase, nahm die Ureaseaktivität mit zunehmender Zeit stark ab. Signifikante Unterschiede wurden wiederum nur zum Zeitpunkt der 3. Probenahme gefunden, wobei in der Rhizosphäre des transgenen Raps stark erhöhte Ureaseaktivitäten im Vergleich zur Kontrollpflanze zu finden waren (Abb 3.12.). Auch die Ureaseaktivität wurde durch das Herbizid Glufosinat stark herabgesetzt.

Durch das zu Beginn der Wachstumsperiode noch reichhaltige Angebot an organischen Phosphorverbindungen zeigte sich zum Zeitpunkt der zweiten und dritten Probenahme eine signifikant höhere Phosphataseaktivität als in der Periode der 1. Probenahme. Wiederum waren in der Rhizosphäre der transgenen Pflanze stark erhöhte Aktivitäten zu finden, die durch Glufosinat signifikant beeinträchtigt wurden. 

Die Biomasse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen zum Zeitpunkt der dritten Probenahme, wobei wieder die Rhizosphäre der transgenen Pflanze ohne Herbizidapplikation höhere Werte aufwies als die restlichen Behandlungen (Abb. 3.12.).
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3.5. Analyse der Pseudomonaden

Pseudomonaden wurden untersucht, da diese Organsimengruppe häufig in der Rhizosphäre anzutreffen ist und viele Vertreter das Pflanzenwachstum fördern oder Phytopathogene abwehren (Keel et al., 1996; Loper und Henkels, 1999; McSpadden Gardener, 2000). Die DGGE Analysen der Pseudomonaden lieferten reproduzierbare Populationsprofile (siehe Abb. 3.13. – 3.15.), die sowohl Unterschiede in den einzelnen Behandlungen sowie zu den verschiedenen Probenahmezeitpunkten zeigten.

Bemerkenswert waren die unterschiedlichen Populationen in der Rhizosphäre der transgenen und der nicht transgenen Pflanzen. Eine Spezies bzw. eine operational taxonomic unit (OTU bzw. Gruppe verwandter Spezies) konnte in der transgenen Rhizosphäre zu allen Probenahmezeitpunkten detektiert werden, wurde jedoch nie in der Rhizsphäre der nicht transgenen Ausgangssorte gefunden (Abb. 3.13. – 3.15.). Interessanterweise wurde diese Pseudomonas Spezies durch Glufosinat wesentlich beeinträchtigt (Abb. 3.13.-3.15.). Im allgemeinen lässt sich sagen, dass die Diversität der Pseudomonaden in der transgenen Raps Rhizosphäre größer war als in der nicht transgenen, jedoch ist zu diesem Zeitpunkt keine Aussage über mögliche Konsequenzen zulässig. 

Die mit dem Herbizid Glufosinat gehandelten Pflanzen zeigten unterschiedliche Pseudomonas Populationen im Vergleich zur Kontrollbehandlung. Zusätzlich zu der eben diskuierten OTU, die nur in der transgenen Rhizosphäre mit mechanischer Unkrautentfernung gefunden wurde, wurde zum Zeitpunkt der 2. Probenahme eine weitere Spezies bzw. OTU beeinträchtigt (siehe Abb. 3.14.). Diese Bakteriengruppe wurde auch durch das Herbizid Butisan S beeinträchtigt (Abb. 3.14.). Weiters konnten zu allen drei Zeitpunkten Pseudomonaden gefunden werden, die durch Glufosinat angereichert wurden (Abb.3.13.-3.15.), und möglicherweise eine Rolle in der Metabolisierung des Herbizids spielen könnten. Pseudomonaden sind unter anderem für ihre Abbauleistungen von xenobiotischen Substanzen wie zB. von Herbiziden (el-Fantroussi et al., 1999; Seffernick et al., 2000) bekannt, und könnten für den Glufosinat Abbau durchaus eine wichtige Rolle spielen.

Das Herbizid Butisan S verursachte vergleichsweise wenig Veränderung in der Pseudomonas Zusammensetzung. Die Proben der 1. und 3. Probenahme zeigten keine detektierbaren Unterschiede im Vergleich zur Kontrollbehandlung, lediglich die Rhizosphäre der 2. Probenahme zeigte eine OTU, die sowohl durch Butisan S als auch durch Glufosinat beeinträchtigt wurde. Weitere Banden wurden gefunden, die nur in dieser Behandlung detektierbar waren, und die mit dem Abbau von Butisan S in Zusammenhang stehen könnten. 

In weiteren Arbeiten ist es geplant, jene Banden, die in den unterschiedlichen Behandlungen auftraten, durch Sequenzanalyse zu identifizieren. Vorläufige Ergebnisse sind in Abb. 3.15. dargestellt. Die bisherigen Ergebnisse ergaben, dass Bakterien der Pseudomonas stutzeri Untergruppe, der P. amygdali Untergruppe sowie zwei Pseudomonaden der P. tolaasi Untergruppe in den Rhizosphären der 3. Probenahme dominant auftraten. Weiters zeigte sich, dass in der in diesem Projekt entwickelten Pseudomonas-spezifischen DGGE Analyse Sequenzen, die sich nur in einer Base unterscheiden, aufgetrennt werden können.
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Abb 3.13. DGGE-Analyse der Pseudomonaden der ersten Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 3 Wiederholungen zu sehen und im Text diskuierte Banden wurden mit einem Pfeil versehen.
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Abb. 3.14. DGGE-Analyse der Pseudomonaden der zweiten Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 3 Wiederholungen zu sehen und im Text diskuierte Banden wurden mit einem Pfeil versehen.
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Abb. 3.15. DGGE-Analyse der Pseudomonaden der dritten Probenahme. Von jeder Behandlung sind jeweils 3 Wiederholungen zu sehen und im Text diskuierte Banden wurden mit einem Pfeil versehen.

3.6. Analyse der Rhizobien

Um eventuelle Fruchtfolgeauswirkungen durch die Kultivierung von Basta-resistentem Raps beurteilen zu können, wurden die Stickstoff fixierenden Knöllchenbakterien (Sinorhizobium meliloti) der Folgepflanze Luzerne analysiert. 

Die Anzahl der gebildeten Knöllchen pro Pflanze wies auf eine Beeinträchtigung der Rhizobien durch Glufosinat hin, da in dieser Behandlung signifikant weniger Knöllchen zu finden waren als in der Kontrollbehandlung (Tab. 3.1.). Ebenso berichteten Kriete und Broer (1996) von einer herabgesetzten Stickstoff Fixierung durch die Anwendung von Glufosinat. Allerdings muss auch erwähnt werden, dass die Knöllchenbildung im allgemeinen beeinträchtigt war, dies war wahrscheinlich durch die lange Trocken- und Hitzeperiode des vergangenen Sommers bedingt. 

Tabelle 3.1. Anzahl der Knöllchen pro Pflanze in den einzelnen Behandlungen

Behandlung
Knöllchen pro Pflanze*

GM
49a

BM
 48ab

B
 43ab

G
39b

* Es wurden Mittelwerte von 4 Pflanzen und 8 Wiederholungen berechnet 

und eine statistische Analyse (Duncan’s Test) durchgeführt. Werte mit

unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (P ( 0.05) .

Die Resultate der Diversitätsanalyse der Rhizobien sind in Tabelle 3.2. dargestellt. Die Knöllchenbakterien zeigten Diversitätsindices von 0.55 (Behandlung G) bis 0.65 (Behandlung B), allerdings waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen zu finden. Insgesamt wurden 29 IGS Typen gefunden, wobei die Typen I, IV, und V (Restriktionsprofile siehe Abb. 3.16.) am häufigsten anzutreffen waren. Die zwei letztgenannten Typen wurden in der Glufosinat Behandlung weniger oft gefunden als in den Vergleichsbehandlungen, allerdings zeigten die Wiederholungen zu variable Resultate um signifikante Unterschiede feststellen zu können. Isolate des IGS Typs X waren nur in der GM Behandlung zu finden, hier war die Anzahl der Rhizobien dieses Typs signifikant höher als in den anderen Behandlungen. Ebenso wurde der Typ XVII nur in der Behandlung  B angetroffen, und auch hier gab es signifikante Unterschiede. Es wurden weitere behandlungsspezifische IGS Typen identifiziert, wobei diese meist nur in einzelnen Wiederholungen zu finden waren und daher Aussagen über die Signifikanz nicht möglich waren. Ebenso berichteten Becker et al. (2001) von einer Wirkung der transgenen Rapssorte und der Herbizidapplikation auf die Diversität von Rhizobium leguminosarum Populationen im Boden. Allerdings waren Effekte, die eindeutig auf die genetische Veränderung zurückzuführen sind, nicht nachweisbar (Becker et al., 2001).
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Abb. 3.16.  Restriktionsprofile der dominantesten Rhizobium Stämme.

Tabelle 3.2. Analyse der Diversität von isolierten Rhizobien mittels PCR-RFLP Analyse der 16S-23S intergenischen Spacerregion

16S-23S IGS RFLP

Typen
Länge der IGS Region

(bp)*
RFLP Typen der 16S-23S  IGS Regionen beim Verdau mit:
Verteilung der IGS RFLP Typen in den Behandlungen (%)



HaeIII
DdeI
MspI
G
GM
B
BM

I
1210
H1
D1
M1
62
54
46
51

II
1150
H1
D4
M1
2
0
0
0

III
1035
H2
D1
M1
3
0
0
0

IV
1130
H3
D2
M2
17
15
15
15

V
1160
H4
D3
M3
2
7
12
8

VI
1150
H5
D5
M3
3
0
0
0

VII
1390
H6
D8
M6
0
3
0
0

VIII
1230
H7
D6
M4
2
0
0
0

IX
1140
H8
D7
M5
0
3
6
6

 X
1160
H9
D9
M7
0b
5a
0b
0b

XI
950
H10
D10
M8
0
2
0
0

XII
1015
H11
D11
M1
0
2
0
0

XIII
800
H12
D12
M9
0
0
0
2

XIV
1290
H13
D13
M10
0
0
0
2

XV
1200
H14
D14
M11
0
0
0
4

XVI
995
H3
D7
M2
2
0
0
0

XVII
1120
H8
D7
M2
0b
0b
6a
0b

XVIII
1430
H3
D1
M1
0
0
2
2

XIX
1000
H16
D12
M12
0
0
2
2

XX
1610
H15
D15
M13
0
0
2
0

XXI
1150
H17
D7
M14
0
2
0
0

XXII
1250
H1
D7
M1
0
2
0
0

XXIII
280
H18
D17
M16
2
0
0
0

XXIV
300
H19
D16
M15
3
0
4
0

XXV
320
H19
D18
M15
2
0
0
0

XXVI
300
H18
D16
M15
2
0
4
0

XXVII
670
H18
D18
M15
0
5
0
0

XXVIII
730
H20
D19
M17
0
0
0
4

XXIX
700
H21
D20
M18
0
0
2
6

Anzahl an IGS Typen




12
11
11
11

Simpson’s diversity index




0.55
0.59
0.65
0.58











*
Die Länge der 16S-23S IGS wurde über die Summe der Längen der Restriktionsfragmente bestimmt.

Die Prozentdaten wurden einer Quadratwurzeltransformation unterzogen bevor eine Varianzanalyse nach Duncan durchgeführt wurde.

4. Schlussfolgerungen
Die Rhizosphäre stellt ein dynamisches Habitat dar und beherbergt eine Vielzahl von Mikroorganismen, die auch für die Pflanzengesundheit und –ernährung von Bedeutung sind. Da nur ein geringer Anteil der natürlichen Bakterienflora in Kultur zu bringen ist, wurden in diesem Projekt kultivierungsunabhängige Methoden zur Untersuchung von Bakteriengemeinschaften der Rhizosphäre zur Anwendung gebracht. Das Ziel war es festzustellen, ob der Anbau von Basta-toleranten Raps und/oder die veränderte Herbizidanwendung die Mikroflora der Rhizosphäre beeinflußen. 

Die untersuchten Rhizosphären beherbergten geringfügig unterschiedliche Populationen von abundanten und aktiven Bakterien. Einige Mikroben, die wahrscheinlich am Herbizidabbau beteiligt waren, wurden angereichert, während andere durch das Herbizid beeinträchtigt wurden. Eine leicht unterschiedliche Wurzelexudatzusammensetzung war vermutlich für Populationsverschiebungen in der Rhizosphäre der transgenen Pflanze verantwortlich. Es läßt sich auf Grund unserer Untersuchungen nicht feststellen, ob die beobachteten Populationsveränderungen sich negativ auf das Wachstum von Raps bzw. Folgepflanzen auswirken. Die Diversitätsanalyse der Pseudomonaden, die wichtige Bewohner der Rhizosphäre darstellen, und oft auch Phytopathogene abwehren, wies interessante Unterschiede auf. Die Pseudomonaden erwiesen sich als geeignete Indikatororganismen, die mittels der in diesem Projekt angewandten Analysemethode, einfach untersucht werden können. Butisan S hatte nur einen transienten Einfluß auf die Diversität der Pseudomonaden, während die Applikation von Glufosinat bzw. die genetische Veränderungen auch im späten Wachstumsstadium veränderte Populationen bewirkten. Pseudomonaden könnten durchaus auch an der Metabolisierung der Herbizide beteiligt gewesen sein. 

Die Alpha-, Beta- und Gamma-Proteobakterien, der Gram-positiven und der Cytophaga/Flavobacterium/Bacteroides Gruppe zeigten stark unterschiedliche Aktivitäten. Im frühen Wachstumsstadium wurde die bakterielle Aktivität durch die Herbizidaufbringung stark erhöht, während im späten Wachstumsstadium die Mikroben in der Rhizosphäre der transgenen Kontrollpflanzen auffällig hohe Aktivitäten aufwiesen. Diese könnten durch eine höhere Ausscheidung von Wurzelexudaten bedingt sein. Die mikrobiellen Aktivitäten wurden jedoch im späten Wachstumsstadium durch Glufosinat stark beeinträchtigt. Zu diesem Zeitpunkt zeigten sich allerdings nur geringfügige Unterschiede zwischen den transgenen und genetisch unveränderten Pflanzen in Kombination mit der entsprechenden Herbizidaufbringung, wie sie in der Landwirtschaft zur Anwendung kommen würde. 

Die Messungen der Enzymaktivitäten und Biomasse korrelierten gut mit den Daten der Dot-blot Hybridisierung und zeigten starke Unterschiede im späten Wachstumsphase. Auch die Enzymaktivitäten und Biomasse waren in der Rhizosphäre der transgenen Kontrollpflanze stark erhöht, und wurden durch Glufosinat stark beeinträchtigt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Enzymaktivitäten und der Biomasse in der Rhizosphäre der transgenen und der genetisch unveränderten Pflanzen in Kombination mit dem entsprechenden Herbizid gefunden.

Um mögliche Fruchtfolgeauswirkungen abschätzen zu können, wurde Luzerne als Folgepflanze angebaut, und die Diversität der N2-fixierenden Rhizobien sowie die Anzahl der gebildeten Knöllchen analysiert. Auswirkungen auf die Diversität wurden nicht festgestellt, es wurden jedoch signifikant weniger Knöllchen in dem mit Glufosinat behandelten Boden gebildet. 

Sowohl die genetische Modifikation als auch die Applikation von Herbiziden beeinflußten die Bakterienpopulationen der Raps Rhizosphäre im beobachteten Zeitraum. Glufosinat verursachte stärkere Veränderungen als das Herbizid Butisan S. Dies könnte auf die mehrmalige Applikation, auf eine niedrigere Abbaurate von Glufosinat im Boden oder auf antimikrobielle Eigenschaften des Herbizids zuruckzuführen sein. 

Zur weiteren Abschätzung von Folgen auf die Mikroflora durch den Einsatz der Gentechnik in der Landwirtschaft, wäre es sinnvoll, zusätzliche Indikatororganismen der Rhizosphäre zu identifizieren, und geeignete Methoden zur raschen Analyse von Diversität und Aktivität zu etablieren. Als interessant erscheinen hier Vertreter der Gram-positiven mit hohem G+C-Gehalt, die besonders hohe Aktivitäten in der Raps Rhizosphäre zeigten. Eine weitere Untersuchung von Bakterien, die das Pflanzenwachstum stimulieren bzw. Phytopathogene abwehren, wäre hinsichtlich der Frage, ob der Anbau transgener Pflanzen mikrobielle Nützlinge nachhaltig beeinflußt, wünschenswert. In Frage kommen hier N2-fixierende Bakterien, P-solubilisierende Mikroorganismen, und Bakterien, die etwaigen Pflanzenstress durch ACC-Deaminase Aktivität reduzieren. Weiters von Interesse sind Mikroben, die durch Antibiotikaproduktion oder durch Induktion systemischer Resistenzen, Pathogene abwehren. Endophyten, die den inter- und intrazellulären Raum von Pflanzen besiedeln, und das Pflanzenwachstum wesentlich beeinflussen, sollten ebenso hinsichtlich möglicher Auswirkungen durch die genetische Modifikation einer Pflanze untersucht werden.

Da sowohl die genetische Modifikation einer Pflanze als auch eine veränderte Herbizidapplikation die Mikroflora der Rhizosphäre beeinflussen kann, sollten die Beobachtung von Indikatormikroorganismen bzw. die Erfassung von mikrobiologischen Parametern in Zulassungsverfahren integriert werden. 
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Abb. 3.9. Dot-blot Hybridisierungen von Rhizosphären RNA mit der für „High G+C Gram positiven“ spezifischen Sonde. Die Zahlen 1, 2 und 3 bezeichnen die verschiedenen Probenahmezeitpunkte
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Abb. 3.10. Ergebnisse der Dot-blot Hybridisierungen. Die Daten (jeweils einer Probenahme) wurden einer Varianzanalyse nach Duncan (P < 0.05) unterzogen. Die Zahlen 1, 2 und 3 bezeichnen die verschiedenen Probenahmezeitpunkte. Die erhaltenen Signale sind nur innerhalb einer Hybridisierung mit einer Sonde vergleichbar, da die Intensitäten von der Radioaktivität der Sonde, der Exponierdauer sowie der Bindungsintensität der Sonde an der 16S rRNA abhängen. 
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Abb. 3.12. Ergebnisse der Enzym- und Biomassemessungen. Die Daten wurden einer Varianzanalyse nach Duncan (P < 0.05) unterzogen. Die Zahlen 1, 2 und 3 bezeichnen die verschiedenen Probenahmezeitpunkte. Proben, die mit n.a. bezeichnet sind, wurden auf Grund zu geringer Probemengen nicht analysiert.
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