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VERLAG EUGEN ULMER KG, STUTTGART

Dieter Felgentreu

Einfluss von Kupfer auf die Aktivitdt von
Bodenmikroorganismen in ausgewdhlten

Seit 2009 wurden Kupfer-Gesamtgehalte auf unterschied-
lich bewirtschafteten Flachen deutscher Qualitdtswein-
baubetriebe bestimmt. Nach Auswahl von geeigneten
Flachen mit grof3er Breite an Cu-Gesamtgehalten, Boden-
eigenschaften und Bewirtschaftungsformen erfolgt eine
Abschétzung moglicher Auswirkungen auf Regenwurm-
zonosen und Bodenmikroorganismen. In einer Machbar-
keitsstudie erfolgte eine biologische Zustandserhebung
auf Flachen von acht Qualitdtsweinbaubetrieben aus den
Anbaugebieten Rheinland-Pfalz, Rheinhessen, Baden und
Mosel auf Parameter der Gemeinschaften von Boden-
mikroorganismen, die im Herbst 2010 und Frithjahr 2011
beprobt wurden.

Bei allen untersuchten Boden wurden nur die in den
Boden vorhandenen autochthonen Populationen gepriift.
Diese Populationen waren héheren Cu-Gehalten mehr als
50 Jahre ausgesetzt, so dass eine Anpassung der Mikro-
organismen an die natiirlichen Standortbedingungen tiber
die Ausbildung von Kupferresistenzen und Toleranzen
erfolgt sein konnte.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Bodenatmung,
Dehydrogenaseaktivitit und potentiellen Nitrifizierung
sowie weiterer bestimmter Parameter wie mikrobielle Bio-
masse, metabolischer Quotient und Cp;i/Corg-Verhéltnis
werden in Zusammenhang mit bioverfiigbaren und Ge-
samtgehalten an Kupfer und physiko-chemischen Boden-
eigenschaften diskutiert. Dabei wurden die Priifflaichen
mit den zugeordneten unbehandelten Kontrollflichen
verglichen.

Boden deutscher Weinanbaugebiete

Influence of copper on the activity of soil
microorganisms in selected German vineyards

Ein enger Zusammenhang zwischen steigendem Kup-
fergehalt und nachhaltiger Beeinflussung der Aktivitat
der Mikroorganismen in den untersuchten Béden konnte
jedoch nicht gefunden werden. Andere Bodenparameter
scheinen die Aktivitaten deutlicher zu beeinflussen.

Dies konnte daran liegen, dass die Bioverfiigbarkeit
von Kupfer multifaktoriell beeinflusst wird (z.B. Korn-
groBenverteilung, organischer Kohlenstoffgehalt, Katio-
nenaustauschkapazitit, pH-Wert) und zusitzlich Pro-
zesse der Alterung und Sequestrierung die Toxizitét ge-
geniiber bodenbiirtigen Mikroorganismen zu reduzieren
scheinen.

Stichworter: Weinbau, Bodenbelastung, Kupfergesamt-
gehalte, Auswirkungen auf Mikroorganismen im Boden,
Aktivitits- und Summenparameter

Since 2009, total copper contents were determined on
different main wine culturing regions of Germany. After
the selection of suitable areas which differed in the total
Cu concentrations, soil properties and farming systems,
an estimation of possible effects on earthworm commu-
nities and soil microorganisms was carried out. In a fea-
sibility study a biological condition survey was performed
to eight areas of quality wine producers from the vine-
yards of Rheinland-Pfalz, Rheinhessen, Baden and Mo-
selle on the parameters of soil microbial communities
that were sampled in autumn 2010 and spring 2011.
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In all investigated soils only the soil autochthonous
populations were examined. These populations were
exposed to higher Cu contents for more than 50 years,
and thus the microorganisms adapted to the natural site
conditions on the formation of copper resistance and
tolerance.

The results of the investigation of soil respiration,
activity of dehydrogenase and potential nitrification, and
other specific parameters such as microbial biomass
metabolic quotient, and Cp;ic/Corg ratio are discussed in
the context of bioavailable and total contents of copper
and physico-chemical soil properties. The test soils were
compared with the corresponding untreated control.

However, a strong correlation between increasing cop-
per content and lasting influence on the activity of the
microorganisms in the studied soils could not be found.
Other soil parameters seem to better influence such activ-
ities.

This could be related to the fact that the bioavailability
of copper is influenced by other parameters (for example,
particle size distribution of organic carbon, cation ex-
change capacity, pH). In addition, aging and sequestra-
tion processes can reduce the toxicity against soil-borne
microorganisms.

Key words: Viticulture, soil pollution, total copper
concentrations, effects on soil microorganisms, activity
and sum parameters

Mikroorganismen spielen fiir eine nachhaltige Boden-
fruchtbarkeit eine bedeutende Rolle. Sie sind am Ab- und
Umbau der vorrangig pflanzlichen organischen Substanz
beteiligt und tragen so zum Nahrstoffkreislauf bei. Die
physiko-chemischen Eigenschaften des Bodens, Mikro-
klima und Pflanzenbewuchs bestimmen hauptsédchlich
Abundanz und Diversitit der mikrobiellen Gemeinschaft
an einem Standort. Aufgrund der Heterogenitét des
Bodens ist auch das Vorhandensein der Mikroorganis-
men an sehr kleinrdumige Strukturen angepasst. Neben
aeroben Bereichen im Porensystem des Bodens kommen
anaerobe und fakultativ anaerobe Bereiche vor. Bakterien
benoétigen zur Verbreitung im Boden wasserfithrende
Schichten. Bei ldngerer Trockenheit kann es zum volligen
Erliegen der mikrobiellen Aktivitit kommen. Der Einsatz
von z.B. bodenwendenden Techniken kann das Habitat
der autochthonen Mikroorganismen extrem verdndern,
so dass es kurzfristig zum Absterben von iiber 95% der
vorhandenen Mikroflora kommt. Auch der Eintrag von
anthropogenen Stoffen kann zu Stérungen und zu Hem-
mungen der mikrobiell getragenen Funktionen fiir eine
nachhaltige Bodenfruchtbarkeit fithren (KANDELER et al.,
1996; VAN-ZWIETEN et al., 2004). Bei Pflanzenschutz-
mitteln werden z.B. bewusst Wirkstoffe eingesetzt, die
im Idealfall nur die Schadorganismen gezielt angreifen.
Zum gegenwartigen Zeitpunkt gibt es kein Mittel, das
diese umweltschonende Selektivitét besitzt.
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Im Gegensatz zu organischen Pflanzenschutzmitteln
wird Kupfer im Boden nicht abgebaut. Bei wiederholter
und langjihriger Anwendung kommt es zur Anreicherung
und kann schidigend auf viele Bodenorganismen wirken
(OLIVEIRA und PAMPULHA, 2006).

Kupfer ist aber auch ein essentielles Element fiir alle
lebenden Organismen. Mikroorganismen benétigen eine
konstant geringe Versorgung. Es spielt eine grof3e Rolle
in den Prozessen der Energiegewinnung, bei der Atmung
und Photosynthese und ist Cofaktor fiir eine Reihe von
Enzymen wie Superoxiddismutase, Cytochrom-c-oxidase
oder Nitritreduktasen (CLEMENS, 2001). Alle Béden ent-
halten natiirlich vorkommendes Kupfer. Der durchschnitt-
liche Cu-Gehalt der kontinentalen Erdkruste betrigt
35 mg/kg, in Gesteinen 4 bis 90 mg/kg (ScHEFFER und
SCHACHTSCHABEL, 1982). In die Luft gelangt das Element
mehrheitlich durch die Verbrennung von fossilen Brenn-
stoffen und von Wind getragenem Staub. Erzabbau und
die Produktion von Phosphatdiingern fiihrt zu erhohten
Gehalten in der Ndhe von Minen (CoveLo et al., 2008),
Fabriken und Deponien. Die Cu-Gehalte in anthropogen
nicht belasteten Ackerboden betragen zwischen 8 bis
42 mg Cu/kg (KraTz et al., 2009).

In der Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung
(BBodSchV, 1999) wurden im Sinne eines vorbeugenden
Schutzes der Ressource Boden strenge Vorsorgewerte fiir
Kupfer-Gesamtgehalte von 20 mg fiir sandige und 60 mg
Cu/kg Boden TM fiir tonhaltige Boden festgelegt. Dies
erfolgte deshalb, weil eine Beschrankung auf blo3e Ge-
fahrenabwehr zu einer Vernachldssigung von Beeintrach-
tigungen fiihren wiirde, die zwar die Gefahrenschwelle
nicht tiberschreiten, in ihrer Dimension jedoch langer-
fristig Gefahren hervorrufen konnen und daher bereits
jetzt ein Besorgnispotential darstellen.

Die Gesamtgehalte von Kupfer schwanken im Boden
stark. Boden mit sehr niedrigen und sehr hohen Gehalten
an organische Substanz sowie Kalkbden enthalten meist
sehr wenig Kupfer. Die Verfiigbarkeit fiir Pflanzen wird
vor allem vom pH-Wert des Bodens (STEINDL et al., 2011),
dem Gehalt an organischer Substanz und der Bindungs-
art (z.B. Bildung stabiler organischer Komplexe; der Sorp-
tion an Oxide und Tonminerale und der Festlegung als
Carbonate, Hydroxide und Phosphate) bestimmt (GILLER
et al., 2009; Tao et al., 2003; BERTRAND et al., 2002).

Allerdings ist der Gesamtgehalt (Konigswasserauf-
schluss) von Metallen im Boden ein schlechter Indikator
fiir die aktuelle Konzentration in der Bodenlosung (YU et
al., 2002), die einen Effekt auf die Bodenmikroorganis-
men haben kann.

In den letzten Jahren sind die Anwendungen und Auf-
wandmengen an kupferhaltigen Pflanzenschutzmitteln
(PSM) insbesondere im Okologischen Landbau stark zu-
riickgegangen, wie in einem Statusbericht der Anbau-
verbiande (WiLBoIs et al., 2009) berichtet wurde.

Aufgabe der Untersuchungen war es, in einer Stich-
probe zu tiberpriifen, ob die langjéhrige Anwendung von
Kupfer im Weinbau zu einer Beeinflussung der fiir die Bo-
denfruchtbarkeit bedeutsamen Bodenmikroorganismen,
insbesondere bei hoheren Cu-Gesamtgehalten, fiihrt.
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Die Ergebnisse der Untersuchung der Bodenatmung,
Dehydrogenaseaktivitat und schneller Ammoniumoxida-
tion sowie weiterer bestimmter Parameter wie mikrobielle
Biomasse, metabolischer Quotient und Cpjk/Corg-Verhalt-
nis wurden in Zusammenhang mit bioverfiigharen und
Gesamtgehalten an Kupfer und physiko-chemische Boden-
parametern diskutiert. Dabei sind die Priifflichen mit den
zugeordneten unbehandelten Kontrollflichen verglichen
worden.

Aus den Erfahrungen bei der Priifung von Chemikalien
(siehe ChemG, 2008) und Pflanzenschutzmitteln (PflSchG,
2012) hat sich eine Reihe von 6kotoxikologischen End-
punkten bestétigt, die als biologische Indikatoren fiir
Verinderungen und Stérungen des Okosystems Boden
genutzt werden. Die in der sogenannten 6kotoxikologi-
schen Testbatterie zusammengefassten Labor-, Halbfrei-
land- und Freilanduntersuchungen erlauben eine biolo-
gische Charakterisierung von Béden und Bodensubstra-
ten, die mit abiotischen Standortfaktoren verglichen wer-
den konnen.

Die OECD fordert in der Richtlinie fiir die Priifung von
Chemikalien, Abschnitt 2: Auswirkungen auf die bioti-
schen Systeme Labor-Untersuchungen aus dem Bereich
der Kohlenstoff-Mineralisation (Test Guideline Nr. 217:
Bodenmikroorganismen: Kohlenstoff-Transformations-
Test) und Stickstoff-Transformation (Test Guideline Nr.
216: Bodenmikroorganismen: Stickstoff-Transformations-
Test). Nationale und internationale Organisationen wie
IOBC, EPPO, VDLUFA und die Normungsinstitutionen
wie DIN, CEN und ISO haben dazu eine Reihe von Me-
thoden zur Charakterisierung von Béden und Bodensub-
straten beschrieben und validiert. Nach diesen Methoden
erfolgte eine Bestimmung und Berechnung der Aktivitits-
und Summenparameter der Bodenmikroorganismen.

Um die Effekte einer langjédhrigen Anwendung von
Kupfer in Weinbergsbdden zu untersuchen, wurden 8
Betriebe, die liber die Qualitdtsweinbaugebiete Deutsch-
lands représentativ verteilt sind, beprobt. Je Betrieb wur-
den im Regelfall 3 Versuchsglieder, eine in Bewirtschaf-
tung befindliche Flache (Priiffliche), eine moglichst nie-
mals genutzte Flache (Kontrolle) und eine ehemals ge-

Tab.1. Charakterisierung der untersuchten Kontrollb6den

Cu-Gesamt- Org.
Code Priifglied Gehalte* pH-Wert  Substanz
[mg/kg T™] [%]
K_73 15 6,4 1,0
Kontroll-
boden
LAGD 24 6,8 1,6

nutzte Fldche (Referenz nur fiir Regenwurm-Tests) in die
Untersuchungen einbezogen. Von jeder Flache wurden
Teile des Bodens der 4 Versuchsglieder (je 0,25 m?2) im
Bodenhorizont 0-20 cm entnommen, zu einer Misch-
probe vereint, auf 5 mm gesiebt, in verschliefbaren 15 1
Polyethylen-Eimern abtransportiert und bis 1 Woche vor
Versuchsbeginn im Labor bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Béden

Bei zwei Beprobungstouren im Herbst 2010 und im Friih-
jahr 2011 wurden von in 6kologischer oder integriert/
konventioneller Bewirtschaftung befindlichen Rebflachen
bekannter Historie und dazugehorigen Kontrollflichen
Bodenproben fiir Laboruntersuchungen entnommen. Uber
die Beprobungsflachen und deren bodenkundliche Para-
meter wurde von RIEPERT et al. (2013, in diesem Heft,
S. 440-465 - dort Tab. 2 und 3) bereits berichtet.

Diese Boden decken geringe bis mittelhohe Kupfer-
belastungssituationen in einem Bereich zwischen 20 mg
und 350 mg Cu/kg Boden TM ab. Zwischen 2,3 und 12,5%
variiert bei diesen Boden der Anteil der organischen Sub-
stanz.

Die Auswahl der Kontrollboden erfolgte auf Flachen
(vergleichbare physiko-chemische Bodeneigenschaften)
in geographischer Nédhe, die nach Aussage der Winzer
nicht in landwirtschaftlicher Nutzung waren und demzu-
folge eine ortstypische geogene Belastungssituation mit
Kupfer widerspiegeln.

Die Lagerung der Proben im Labor erfolgte nach Be-
stimmung der Restfeuchte (DIN ISO 11465), pH-Wert
(DIN ISO 10390) und der maximalen Wasserhaltekapa-
zitdt (E DIN ISO 11274) bei 4°C in einer Kiihlzelle in
Dunkelheit fiir maximal 2 Monate.

Die Analyse der Kupfer-Gehalte erfolgte nach VDLUFA
(1991). Die Bestimmung der bodenkundlichen Basis-
parameter wurde in STRUMPF et al. (2011) beschrieben.

Die beiden Boden LAGD und K_73 (Tab. 1) sind unter-
schiedlich gelagerte Kontrollboden mit bekannter biolo-
gischer Charakterisierung und Verhalten im Labor.

Bestimmung bodenmikrobieller Parameter

Im Gegensatz zu den in Zucht gehaltenen faunistischen
Indikatoren, die den Priifsubstraten wahrend der Prii-
fung zugesetzt werden, basieren die mikrobiologischen
Priifverfahren auf den Reaktionen der im Priifsubstrat

C/N .
Verhiltnis Bodenart Kurzbeschreibung
15,6 Su3 Versuchsfeld Dahlem, schluffiger
Sand
SI2 Langjdhrig vorrdtig gehaltener

Boden des Versuchsfeldes Dahlem
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Tab. 2. Mikrobielle Aktivititsparameter in ausgewdhlten Priifflichen und zugeordneten Kontrollflichen

Prif-  Code Extraktionsverfahren Dehydrogenase- Basalatmung Subtratinduzierte potentielle
glied KW NHsNO3 CaCly aktivitdt Kurzzeitatmung Nitrifikation ***

Extrakt  Extrakt
[mg Cu/kg TM] [pg TPF/g TM * 16 h71] [mg CO,/kg TM * h71] [ng NO,-N/g TM * h~1]

KO RH_04 18 0,08 0,13 8,57 £0,09 0,91 +0,1 7,61 0,56 166,47 + 8,6
PF 133 0,40 0,51 7,71 £0,29%* 1,46 £0,2 9,54 +£0,73 177,41 + 10,0
KO RH_06 26 0,07 0,13 12,32 +0,48 0,79 £0,1 8,43 +1,37 196,77 + 8,3
PF 38 0,56 0,34 12,21 0,12 0,77 £0,1 10,48 £1,05 136,27 =+ 16,6
KO PF_02 48 0,11 0,72 20,39 0,69 2,13 £0,1 16,10 +0,42 415,11 + 58,5
PF 74 0,28 0,49 25,20 0,54 2,06 £0,2 15,39 *0,63 408,25 £ 142
KO PF_03 29 0,02 0,21 8,80 *0,09 1,23 +0,2 11,29 +1,81 189,54 + 4,6
PF 179 0,46 0,54 9,09 £0,29 1,06 *0,2 11,67 *3,24 205,23 £+ 18,3
KO BA_01 88 0,25 0,24 38,48" +4,47 1,73 0,2 17,73 0,34 417,97 £ 113
PF1 28 0,14 0,13 36,34 3,46 2,21 0,2 11,43 *0,60 35,74 £ 5,2
PF2 225 1,43 0,55 38,03 £3,23 2,08 +0,2 12,56 0,09 35,09 + 154
KO BA_02 25 0,08 0,08 38,73" +3,46 2,23 0,2 14,89 *+1,35 213,40 + 35,3
PF 186 0,92 0.23 47,33* +2,77 2,51 £0,1 14,60 £1,57 106,96 + 8,6
KO MO_03 20 0,03 0,29 43,04* +1,98 1,99 +0,3 18,87 *0,37 95,08 £+ 23,4
PF1 29 0,05 0,20 16,37* +0,37 2,19 +0,2 9,54 +0,66 96,91 £ 4,6
PF2 212 1,59 1,65 39,59 £3,10 1,10 +0,2 7,43 +0,24 30,47 £ 2,4
KO MO_06 228 1,06 0,66 42,55* +6,60 1,58 0,1 11,47 *0,45 36,79 £+ 19,6
PF 228 1,06 0,66 42,55* +6,60 1,58 £0,1 11,47 £0,45 36,79 £ 19,6

* = Dehydrogenasaktivitdt bestimmt mittels INT [ug INTF/g Boden TM * 18 h™1]; **= Standardabweichung, n = 5; *** = n = 3,

enthaltenen Mikroflora (autochthone Gemeinschaften).
Zur Aktivierung der Populationen von Mikroorganismen
wurden die Boden eine Woche vor Testbeginn auf ca.
50% der WKyax angefeuchtet und 7 Tage bei 20°C £ 1°C
dunkel gelagert.

Dehydrogenase-Aktivitdt
Dehydrogenasen spielen als Enzyme der Atmungskette
bei der Energiegewinnung der Organismen eine wichtige
Rolle. Sie sind nur fiir lebende Zellen sdmtlicher Mikro-
organismen relevant und konnen deshalb als Indikator
fiir biologische Redoxsysteme und als Ma3 der mikro-
biellen Aktivitdt im Boden eingesetzt werden.
Dehydrogenase-Aktivitit ist ein sensitiver Indikator fiir
eine Schwermetalltoxizitat (Dick et al., 1996; ROSSEL et
al., 1997). Die zur Bestimmung der Aktivitit gemessene
Formazan-Bildung kann durch das Kupfer in den Boden
beeinflusst werden (CHANDLER und BROOKES, 1991 ; BROOKES,
1995). Deshalb wurde zur Uberpriifung der Beeinflussung
der Dehydrogenase-Aktivitdt Iodotrazoliumchlorid (INT)
eingesetzt (OBBARD, 2001). Eine Beeinflussung der Priif-
und Kontrollbéden konnte nicht festgestellt werden.
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Jeweils 5 g TS Boden werden mit 6 ml Triphenyltetra-
zoliumchlorid-Pufferlésung (bzw. INT-Pufferlésung) iiber-
schichtet und 16 h bzw. 18 h bei 30°C im Dunkeln inku-
biert. Die Reaktion wird mit 25 ml Aceton abgestoppt.
Nach weiteren 2 h wird die Losung filtriert und spektral-
photometrisch die Extinktion des gebildeten Formazans
bei einer Wellenlénge von A = 485 nm mit einem UV VIS
Spektralphotometer Specord® 205 der Firma Analytik
Jena AG gemessen.

Die Aktivitit der Dehydrogenasen wird in ug TPE/g TM *
16 h~1 (DIN ISO 23753-1) bzw. in ug INTF/g TM * 18 h™1
(DIN ISO 23753-2) angegeben.

Bestimmung der Bodenatmung

Die Bodenatmung, resultierend aus dem Abbau von orga-
nischen Substanzen (z.B. Mineralisierung von Ernteriick-
stinden), wird als die Sauerstoffaufnahme oder Kohlen-
stoffdioxidabgabe durch Bakterien, Pilze, Algen und Pro-
tozoen definiert und schlief3t den Gasaustausch des aero-
ben und anaeroben Metabolismus ein. Diese bodenbio-
logische Aktivitat ist ein Summenparameter, wobei die
CO,-Bildung die Endstufe der Kohlenstoffmineralisierung
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darstellt. Unter ungestorten Bedingungen stellt sich im
Boden ein 6kologisches Gleichgewicht ein, welches als
Basal- oder Langzeitatmung (LZA) bezeichnet wird. Bei
Zugabe eines leicht abbaubaren Substrates — wie Glukose
- und kurzzeitiger Aktivierung der lebenden Mikroorga-
nismen spricht man von der substratinduzierten Kurz-
zeitatmung (SIR).

Die Bodenproben (Wkpax ca. 50%) werden in einem
geschlossenen Gefal3 bei 20°C fiir 24 Stunden im Dunkel
inkubiert und das gebildete CO5 in Natronlauge absor-
biert. Der daraus resultierende Unterdruck wird manome-
trisch gemessen (OxiTop®-Verfahren). Die Druckdnderung
ist proportional zur Masse an verbrauchtem Sauerstoff.
Die LZA und SIR werden in mg Oy/kg Boden TM * h-1
angegeben. Mit dem Faktor 1,375 kann der Sauerstoff-
Verbrauch in Kohlenstoffdioxid-Bildung umgerechnet
werden [mg COo/kg TM * h~1] (DIN EN ISO 16072).

Nach Bestimmung der optimalen Konzentration (maxi-
male Atmungsrate bei Substratzusatz) fiir die jeweiligen
Boden werden fiir die SIR-Bestimmung die Proben mit
Glukose als schnell zu metabolisierendes C-Substrat ver-
setzt und iiber 12 h bei 20°C im Dunkeln die unmittelbar
folgende Atmungsreaktion manometrisch (wie oben be-
schrieben) gemessen (DIN EN ISO 14240-1:2011). Die
Druckidnderung in den ersten 3 Stunden wird nicht in die
Auswertung einbezogen, weil sich hier erst ein ther-
misches Gleichgewicht einstellt. Die Bodenatmung lauft
dann ca. 6 Stunden linear bis die Vermehrung der Mikro-
organismen einsetzt.

Mittels der Daten aus dem Substrat-induziertes Respi-
rationsverfahren wird die mikrobielle Biomasse in den
Bodenproben bestimmt. Die Berechnung erfolgt nach der
Gleichung X =40 R + 0,37 (X = Masse des Cpjx im Boden
[mg COy/kg TM]; R = CO2-Bildung [ml COy/kg * h™1]).

Bestimmung der potentiellen Nitrifizierung (Schnell-
verfahren mittels Ammoniumoxidation)

Nitrat wird im Boden zu einem grofden Teil durch die
Aktivitdt von Bakterien des Genus Nitrosomas und Nitro-
bacter gebildet. Bei einem pH-Wert > 5,5 sind diese che-
moautotrophen Bakterien fiir die Nitrifikation in Boden
verantwortlich (FocH und VERSTRAETE, 1977). Durch den
Einsatz von Natriumcholat als Hemmstoff der Nitrat-Bil-
dung ist es moglich, die Nitrifikation im Kurzbebriitungs-
versuch (BELSER und MAys, 1980) zu bestimmen. NaClOg
hemmt spezifisch Nitrobacter sp. wahrend Nitrosomas
europea dagegen nicht beeinflusst wird. Auf Grund der
kurzen Inkubationszeit von 6 Stunden kann der Einfluss
der Ammonifikation vernachlédssigt werden (BERG und
RoswalL, 1985). Die Rate der Ammoniumoxidation wird
in ng NOy/g Boden TM * h~1 angegeben (E DIN ISO
15685).

Okophysiologische Parameter

Chik/Corg-Verhaltnis. Das Cpk/Corg-Verhéltnis gibt an, wie
hoch der Anteil des in der mikrobiellen Biomasse gebun-
denen Kohlenstoffs am gesamten organischen Kohlen-
stoff ist. Dieser Parameter liefert Hinweise auf die Koh-
lenstoff-Dynamik eines Bodens und zeigt an, in welchem

MafR die Bodenmikroorganismen die vorhandenen Koh-
lenstoffverbindungen zum Aufbau und zur Erhaltung
ihrer Lebendmasse nutzen konnen. Bei langjdhriger
gleicher Bewirtschaftung stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen mikrobiellem und organischem Kohlenstoff ein
(ANDERSON und DomscH, 1989). Dieses Cpik/ Corg-Verhalt-
nis gilt als anndhernd konstant (HAIDER, 1996). Eine
starke Abweichung des Cpi/Corg-Verhéltnisses weist auf
eine Schidigung der mikrobiellen Biomasse hin (KANDELER
et al., 1998).

Metabolischer Quotient (gCO>). Der metabolische Quo-
tient wird aus dem Verhaltnis zwischen Basalatmung, ge-
nauer gesagt aus dem Kohlenstoffanteil des veratmeten
CO5 und der mikrobiellen Biomasse, errechnet. Er wird
angegeben in mg CO,-Ch™1/g Cpix Der metabolische
Quotient stellt einen wichtigen physiologischen Para-
meter zur Charakterisierung der mikrobiellen Biomasse
dar und ist ein indirektes Mal} fiir die energetische Effi-
zienz der Substratnutzung einer Mikroorganismengesell-
schaft. Er erlaubt Aussagen iiber den Einfluss anthro-
pogener und natiirlicher Faktoren auf die Biomasse und
mikrobielle Aktivititen. Je niedriger der metabolische
Quotient, umso geringer sind die C-Verluste durch Ver-
atmung der organischen Bodensubstanz und desto mehr
Substrat wird in die mikrobielle Biomasse inkorporiert
(ScHINNER und SONNLEITNER, 1996).

Statistik

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das System
SAS® Version 9.3 genutzt. Die Mittelwertevergleiche zwi-
schen Priifglied und Kontrolle erfolgten mit der Prozedur
GLM.

Tab. 2 zeigt die - in Laboruntersuchungen - bestimmten
und Tab. 3 die berechneten Parameter der mikrobiellen
Aktivitat in ausgewdhlten Priifboden weinbaulich bewirt-
schafteter Flachen und den zugeordneten Kontrollen.

Es zeigte sich, dass die ausgewéhlten Kontrollen nicht
immer optimal zu den untersuchten Priifflichen passten.
Im Falle des Kontrollbodens MO_06 kam es zu einer
nicht zu kldrenden Storung bei der Bestimmung der
potentiellen Nitrifizierung. Auch bei der Wiederholung
des gesamten Versuches wurde ein negatives Ergebnis
erzeugt. Der bestimmte pH-Wert fiir den Boden lag bei 5.
In der Kontrolle des Betriebes BA_01 war die potentielle
Nitrifizierung, gemessen durch das Schnellverfahren
mittels Ammoniumoxidation sehr hoch. Die anderen
Parameter wie Atmung und Dehydrogenase-Aktivitat
zeigten aber ein vergleichbares Verhalten zur Priiffléche.

Die berechneten Parameter der mikrobiellen Biomasse,
des metabolischen Quotienten und des Cpii/Corg-Verhélt-
nisses zeigen ein uneinheitliches Bild.

Der metabolische Quotient (qCO3) ist besonders gut
geeignet als Indikator bei kurzzeitigen Verdnderungen
der Umwelt oder Kontaminationen. Da wir aber Boden
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Tab. 3.
. Mikrobielle Biomasse (Cmik)

Bodentyp Betrieb [mg C/kg TM]
Kontrolle RH_04 157,20 £ 11,5%
Prifflache 196,92 £15,1
Kontrolle RH_06 174,13 £ 28,2
Prifflache 216,27 £ 21,6
Kontrolle PF_02 332,07 8,6
Priiffliche 326,50+ 13,4
Kontrolle PF_03 232,84 +37,3
Priffliche 240,73 £ 66,8
Kontrolle BA_01 365,52+ 7,1
Priiffliche 1 259,14+ 1,9
Priiffliche 2 235,77 +12,4
Kontrolle BA_02 307,20+ 27,8
Priiffliche 301,08 +32,4
Kontrolle MO_03 179,61+17,2
Priiffliche 1 157,08+ 5,7
Priiffliche 2 196,94 + 13,6
Kontrolle MO_06 181,72+ 6,2
Priiffliche 236,56 +49,7

* = Standardabweichung; n = 5;

untersuchten, die z.T. eine 100jdhrige Bewirtschaftungs-
historie (und damit eine langjahrige und langsam gestie-
gene Belastung mit Schwermetallen) aufwiesen, sind bis
auf Boden, die einen qCO3 > 9,0 haben, keine signifikan-
ten Abweichungen (s. Tab. 3) im Vergleich zu den Kon-
trollen festzustellen. Bei den Boden aus der Region Mosel
trifft das jeweils bei denen zu, die die hochsten Gesamt-
gehalte an Kupfer (> 200 mg Cu/kg TM) enthielten und
den geringsten Anteil an organischer Substanz. Die an-
sonsten sehr niedrigen Quotienten in den anderen Boden
weisen auf keine signifikanten Effekte bei der Veratmung
der organischen Bodensubstanz und damit einhergehen-
der C-Verluste hin.

Sehr starke Unterschiede des Cpii/Corg-Verhéltnisses
im Vergleich Priiffliche und Kontrollfliche wiirden auf
eine nachhaltige Beeinflussung der Kohlenstoff-Dynamik
und Schidigung der mikrobiellen Biomasse eines Bodens
hinweisen. Wie in Tab. 2 und 3 gezeigt, sind aber gerade
die Boden aufféllig, die nicht unbedingt einen hohen Ge-
halt an Gesamtkupfer aufweisen. Diese Auswirkungen sind
sehr gut bei den beiden Betrieben BA_01 und MO_03 zu
sehen, bei denen es moglich war, zwei in ihrer Boden-
charakteristik vergleichbare Priifflichen mit unterschied-
lich hohen Gesamtgehalten an Kupfer zu untersuchen.
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Berechnete mikrobielle Aktivititsparameter in ausgewdhlten Priifbdden und zugeordneten Kontrollflachen

Metabolischer Quotient Crik/Corg”Verhiltnis

[mg CO-C h™1/g Crmik] [mg Crik/g Corg]
5,46+ 0,9 7,39
4,58+0,7 10,04
4,73+0,6 5,87
4,58+0,8 5,62
6,96 £0,23 14,21
6,47 £ 0,54 19,69
6,77 £0,8 8,94
6,31+1,0 6,14
473+0,4 15,86
9,38%+0,8 10,83
8,35+0,6 10,07
6,82+0,5 7,86
8,40£0,9 12,28
7,35+0,4 4,35
6,44+1,0 3,09

10,69+ 0,4 6,28
8,57+1,;3 3,80
9,11+29 7,83

Obwohl eine Flache bis zum 8-fachen der Cu-Konzentra-
tion der anderen aufwies, waren bei BA_01 die mikro-
biellen Parameter vergleichbar, bei den Priifb6den von
MO_03 aber deutlich verschieden.

Auch die in den Priifbéden bestimmten mikrobiellen
Parameter zeigen deutlich die Heterogenitit der unter-
suchten Boden. Ein Zusammenhang zwischen steigen-
dem Kupfergehalt und nachhaltiger Beeinflussung der
Aktivitat der Mikroorganismen in den untersuchten Bo-
den konnte nicht gefunden werden.

In der Literatur, die sich mit der Priifung und Bewertung
der Toxizitdt von Kupfer in Boden oder Bodensubstraten
beschéftigt, ergibt sich bei der Auswertung ein unklares
Bild. Das liegt u.a. daran, dass es z. Zt. keine allgemein
anerkannte Methode zur Bestimmung dieser Schwerme-
tall-Konzentrationen gibt, die fiir Bodenmikrooganismen
bioverfiigbar sind. Bei vielen alteren Studien fehlen die
Angaben zur Verfiigbarkeit, eine Dosis-Wirkungsbezie-
hung und Angaben zu physiko-chemischen Bodeneigen-
schaften der verwendeten Boden/Substrate. Es wurden
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auch keine standardisierten Methoden verwendet, was
die Vergleichbarkeit erschwert. Neuere Studien, die sich
mit dem Einfluss von Zn, Cu, Ni und Co auf Mikroorga-
nismen (OORTS et al., 2006a), Invertebraten (CRIEL et al.,
2008) und Pflanzen (LI et al., 2009) beschéftigen und
standardisierte Methoden nutzen, lassen als Erklédrung
fir die Variabilitatsbreite der Ergebnisse die Schluss-
folgerung zu, dass die Kationenaustauschkapazitit im
engen Zusammenhang mit dem Boden-pH, Lehmgehalt
und Anteil organische Substanz die unterschiedliche
Schwermetalltoxizitit erkldren kann (WANG et al., 2008;
THAKALI et al., 2006, OoRTs et al., 2006b). Die Metall-
toxizitét sinkt linear mit steigender Kationenaustausch-
kapazitit, dies beschrieben SmoLDERs et al. (2009) in
ihren Untersuchungen.

Auch die Art des applizierten Kupfers (als Salz, als
Kompost oder in fliissigen Kldrschlemmen) beeinflusst
die Bioverfiigbarkeit entscheidend (GILLER et al., 2009).

WAKELIN et al. (2010) untersuchten den Zusammen-
hang zwischen steigendem Gehalt an Kupfer (als CuSO4
appliziert), der Zusammensetzung der Mikroorganismen-
gesellschaft und der Aktivitdt beim Abbau von organi-
schem Material in einem 6-jéhrigen Freilandversuch. Sie
fanden keinen Zusammenhang zwischen Effekten auf die
Basalatmung und steigenden Kupfergehalten (von O bis
3225 mg Cu/kg Boden TM). Das liegt einerseits daran,
dass die Bioverfiigbarkeit von Kupfer eine grofle Rolle
spielt. Die Prozesse der sogenannten Alterung verringern
eine mogliche Toxizitédt gegeniiber den Mikroorganismen.
Die physiko-chemischen Eigenschaften der Boden (z.B.
KorngroBenverteilung, organischer Kohlenstoffgehalt,
Kationenaustauschkapazitidt, pH-Wert) bestimmen das
Mal} der Auswirkungen auf die Aktivitdten und Leistun-
gen der Bodenmikroorganismen.

Andererseits wurden den Béden keine Mikroorganis-
men zugesetzt. Es wurde nur mit den in den Bdden
vorhandenen Populationen getestet. Diese Populationen
hatten z.T. 50 Jahre und langer Zeit, sich den steigenden
Cu-Gehalten anzupassen.

WANG et al. (2007a) beschrieben dagegen eine nega-
tive Korrelation zwischen mikrobieller Biomasse und er-
hohtem Cu-Gehalt.

Weiter lassen sich die Effekte ohnehin nicht nur mit
einer erhohten Kupferkonzentration beschreiben. Unter-
suchungen ergaben, dass auch andere Metalle in durch-
aus hohen Konzentrationen im Boden bestimmt wurden
und bioverfiigbar waren (STEINDL et al., 2011). So wurde
zum Beispiel ein erhohter Gehalt von Zink durch das Nut-
zen von Zn-Stickeln fiir die Befestigung der Weinreben
erklart. Weitere bestimmte Elemente wurden wahrschein-
lich mit den friiher iiblicherweise eingesetzten wasserlos-
lichen Holzschutzmitteln auf Salzbasis (Arsen-, Chrom-
verbindungen) und Pflanzenschutzmitteln (z.B. Schwein-
furter Griin) eingebracht. Ob aber eine Einzelwirkung
durch Kombinationseffekte mehrerer Elemente iiber-
troffen wird, ist in der Literatur nicht eindeutig belegt
(MALKOMES, 2010a).

Die Herkunft und Heterogenitdt der Béden macht es
schwierig, nur die Effekte von Kupfer auf die jeweiligen

kurz- oder langerfristigen Endpunkte der Priifverfahren
zu bestimmen. Es ist bei der Probenahme in den aus-
gewahlten Winzerbetrieben nicht immer gelungen, eine
geeignete Kontrolle mit vergleichbaren Bodeneigenschaf-
ten und Bodenleben zu finden. Das lag daran, dass die
Probenahme gezielt fiir das Regenwurmmonitoring durch-
gefiihrt wurde. In den Tests kamen deshalb auch immer
sogenannte Kontroll- oder Referenzboden (K_73 und
LAGD) aus dem Dahlemer Versuchsfeld mit langjéhriger
Erfahrung iiber deren Wirkverhalten zum Einsatz, u.a.
um zu iiberpriifen, wie sich die Testorganismen wihrend
der Priifungen verhalten. Bei Durchfiithrung der Labor-
versuche zu den unterschiedlichen Zeitpunkten waren
die bestimmten Parameter der mikrobiellen Aktivitdten
in diesen Boden vergleichbar.

Der Vergleich der Béden von den untersuchten Priif-
flachen und den Kontrollen ist in Tab. 4 dargestellt. Zum
besseren Verstdndnis und Vergleich enthélt die Tabelle
auch die fiir den jeweiligen Boden bestimmten Gesamt-
gehalte an Kupfer und den Gehalt an organischer Sub-
stanz.

Die im Vergleich zum Kontrollboden signifikanten
Unterschiede (DUNNETTS einseitige t-Test mit p < 0,05)
lassen sich keiner erh6hten Konzentration an Gesamt-Cu
im Boden zuordnen. Eine gesicherte Korrelation mit
anderen (Boden-)Parametern lasst sich z.Zt. auf Grund
der bisher gepriiften 8 Betriebe noch nicht durchfiihren.
Die Situation kann sich verbessern, wenn - wie geplant -
noch weitere Betriebe beprobt werden.

Eine zum Teil {iber Jahrzehnte adaptierte Mikroflora
kann ebenfalls eine allgemeine Aussage erschweren. Das
Problem bei der Bestimmung der Metall-Toxizitdt gegen-
iiber Mikroorganismen im Boden ist, dass nachhaltige
Auswirkungen auf Stimme einer bestimmten Art, oder
auf andere Arten oder Gattungen von Mikroorganismen,
die eine bestimmte Funktion im Habitat ausiiben, leicht
iibersehen werden, wenn eine Spezies ersetzt oder deren
Funktion von anderen ibernommen wird.

Auch die Qualitit des vorhandenen oder zugegebenen
Substrates zur C-Mineralisierung ist mitentscheidend fiir
die Sensibilitdt gegeniiber einer Kupferkontamination
(GILLER et al., 1998).

GE und ZHaNG (2011) fanden durch Analyse der mikro-
biellen Populationen mittels Profile und Indikatoren der
Phospholipidfettsduren (PLFA) und Multiplex-termi-
nalen Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismus
(M-TRFLP) Fingerprinting-Verfahren bei gleichzeitiger
Analyse der Vielfalt und Community-Struktur, dass Pilze
eher und deutlicher auf Kupfer reagieren als Bakterien
und Archaeen. Dabei sanken die PLFA-Indikatoren fiir
Gram-positive Bakterien (16:0i, 15:0i) und Pilze (18:
2w6,9) mit steigender Cu-Konzentration, wahrend die
Indikatoren fiir Gram-negative Bakterien (19:0cy, 16:1w7)
anstiegen. Die pilzliche Gemeinschaft war sensibler als
Bakterien und Archaeen. RaNJARD et al. (2006) fanden,
dass eine Cu-Konzentration von weniger als 20-60 pg g1
die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft
schon verdndern kann. Eine hohere Cu-Konzentration
(1000 pg g71) wurde als ein Schwellenwert fiir toxische

Journal fiir Kulturpflanzen 65. 2013



DIETER FELGENTREU, Einfluss von Kupfer auf die Aktivitit von Bodenmikroorganismen ...

Tab. 4. Mittelwertvergleich mikrobieller Parameter in Priifbdden von Qualititsweinbaubetrieben mit den Kontrollen, geordnet

nach Kupfer-Gesamtgehalten

Betriebe BA_0O1 MO_03 RH_06 PF_02
Gesamt-Gehalt PF1 28 29 38 74
[mg Cu/kg T™] PF2

KO 88 20 26 48
org. Substanz PF1 8,4 3,9 5,2 12,1

[%] PF2

KO 8,7 4,8 6,7 8,6
Priifverfahren
Basalatmung 128 265 97 97
Substratinduzierte 66** 52%% 133 98
Kurzzeitatmung
Metabolische Quotient 198 209 77 98
Cmik/Corg-VerhéiItnis 60 33%* 96 101
Dehydrogenase-Aktivitit 94 38** 99 152
Mikrobielle Biomasse 64%** 43%% 124 98
Potentielle Nitrifikation 9** 102 69** 107

* Signifikanzen grau unterlegt; n.b. = nicht bestimmt

Wirkungen auf der Grundlage von PLFA Profile (BAATH et
al., 1998) beschrieben. Aufgrund der PLFA und bakterielle
TRFLP Ergebnisse wurden Grenzwerte fiir die Toxizitét
im Boden vorgeschlagen, die zwischen 351-708 pg g1
total Cu oder 126-184 pg war g1 verfligbares Cu lagen.
Setzte man die pilzlichen TRFLP Profile als Maf3stab, wur-
den niedrigere Schwellenwerte gefunden (170-351 pg g1
total Cu oder 50-126 ug g1 verfiigbares Cu).

In dieser Arbeit wurde bisher auf die im Zulassungs-
verfahren geforderten Parameter eingegangen. Fiir eine
bessere Erkldrung der Phéinome miissen aber auch Me-
thoden gewahlt werden, die z.B. eine Verschiebung der
Biodiversitét der Populationen von Mikroorganismen er-
fassen konnen.

DELL 'AMico et al. (2008) bestitigten diesen Effekt in
ihren Untersuchungen von zwei Weingérten im Piemont,
Nord-Italien. Zwar war an beiden Standorten der Anteil
Cu-toleranter Bakterien hoch, doch herrschten im gerin-
ger mit Cu belasteten Boden gram-positive Bakterien vor,
im hoher belasteten dagegen gram-negative.

Ein Problem vieler Untersuchungen iiber den Einfluss
von Kupfer ist, das der Boden vor Beginn der Unter-
suchungen erst mit Kupfer oder Gemischen von Schwer-
metallen versetzt wurde. (CHANDLER et al., 1995; WILKE et
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RH_04 PF.03 BA_02 Mo_03 Ba_.01 MO_06
133 179 186 228
212 225
18 29 25 20 88 23
10,2 51 8,1 6,6
6,4 8,6
9,4 7,7 5,1 4,8 8,7 4,2
Statistisch signifikanter Unterschied zur
Kontrolle: ** p < 0,05
Dunnetts einseitige t-Test
% zur Kontrolle
159 93 113 77%% 120 96
120 91 95 120 23%% 132
127 93 115 66%* 176 74*%*
136 64%* 172 159 38 206
90%** 103 122 119 98 123
125 103 98 119 52%% 130
107 108 50%* 32%% 8** n. b.

al., 2005). Zu dieser Zeit ist die Bioverfiigbarkeit relativ
hoch und damit verbunden die toxische Wirkung. Fiir die
Zulassung von Pflanzenschutzmitteln ist dieser ,,worst
case“ gut geeignet, mit dem Wissen, dass es im Freiland
solche Bedingungen nicht gibt und hier eine Art Sicher-
heitsfaktor eingebaut wird. Nach Ausbringen kupferhal-
tiger Praparate wird das Schwermetall relativ schnell an
Tonminerale oder organische Substanz gebunden und ist
nicht mehr im hohen Maf3e bioverfiigbar.

So untersuchten WiGHTWICK et al. (2013) Weinbergs-
boden in Mikrokosmosanlagen im Labor. Der Boden
stammte aus den oberen 5 cm. Die Kontrollen wurden
ganz in der Ndhe genommen mit geringem oder keinem
zusétzlichen Kupfer. Die untersuchten Parameter waren
Phosphomonoesterase-, Arylsulfatase-, Urease- und Phe-
noloxidase-Aktivitdt. Nur bei der Phosphomonoesterase-
Aktivitat fanden sie eine geringe Abhingigkeit zum Cu-
Gehalt.

Aus den gemessenen Werten, z.B. der Bodenatmung
(LZA und SIR), lassen sich weitere 6kophysiologische Para-
meter zur Beurteilung der Effekte auf die Bodenmikroorga-
nismen ableiten. Diese sind zum Teil weniger durch Ein-
fliisse der Bodenbewirtschaftung oder Zusatzbepflanzung
beeinflusst als die ihnen zugrunde liegenden Einzelpara-
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meter. Trotzdem kann man mit ihnen die Qualitit und
Quantitat von Umsetzungsprozessen beschreiben.

In der Abb. 1 sind die Verhéltnisse bei den untersuch-
ten Priif- und Kontrollflichen grafisch dargestellt. Ein
hoheres Cpix/Corg-Verhéltnis verdeutlicht eine effektivere
Ausnutzung der organischen Substanz zum Aufbau mikro-
bieller Biomasse. Neben verschiedenen Eigenschaften der
Mikroorganismen und den sie beeinflussenden Umwelt-
bedingungen ist hierfiir die Qualitédt der organischen
Substanz wichtig (z.B. leicht oder schwer abbaubar,
N-Gehalt). Die organische Substanz der Priifflichen
wurde aber nicht in ihrer speziellen Zusammensetzung
untersucht.

Eine leicht verfiigbare Nahrungsquelle kann die Ent-
wicklung der mikrobiellen Biomasse steigern, wohingegen
die Zufuhr bereits humifizierten organischen Materials
(z.B. gealterter Kompost oder Stallmist) eher den Humus-
gehalt des Bodens férdert und somit das Cpik/Corg-Ver-
haltnis tendenziell erniedrigt (REUTER, 1999; REUTER und
Kusiak, 2001). Laut Aussage der Winzer wurden kurz vor
dem Zeitpunkt der Probenahme keine dieser Mafdnahmen
in den Weinbergen durchgefiihrt. Eine deutliche Stérung
der mikrobiellen Umsetzungsprozesse konnte nicht beo-
bachtet werden. Bei den Priifbéden BA_01 und MO_03
mit den jeweils unterschiedlich hohen Kupfer-Gesamt-
gehalten wurden keine Unterschiede des Cpik/Corg-Ver-
haltnisses festgestellt.

Im Gegensatz dazu beschrieben BAATH et al. (1991) und
FLIESSBACH et al. (1994), dass Metallkontaminationen die
Ratio senken. Bei anderen Untersuchungen (INsam et al.,
1996) konnten keine Unterschiede zwischen kontami-
nierten und unkontaminierten Boden festgestellt werden.
Threr Meinung nach {iberdeckten andere Parameter wie
unterschiedliche Bodeneigenschaften, Textur, pH-Wert und
Corg-Gehalt die Auspragung. Wie schon bei den Modell-
boden gezeigt, ist auch bei den Priifb6den der Cu-Gehalt
nicht entscheidend.

Auch der metabolische Quotient (qCO3) als indirektes
MaR fiir die energetische Effizienz einer Mikroorganis-
mengesellschaft kann bei einer Erhohung als Hinweis
z.B. auf Stresswirkungen gesehen werden (ANDERSON und
DowmscH, 1986b). Unter Stress wird ein héherer Anteil
der umgesetzten Energie fiir lebenserhaltende Prozesse
benotigt, so dass Wachstumsprozesse eine Reduzierung
erleiden konnen. AuBer dem - lange Zeit trocken ge-
lagerten - Kontroll- und Referenzboden LAGD sind die
Kohlenstoff-Verluste der Modellbéden durch Veratmung
der organischen Bodensubstanz gering. Es ist keine
Storung der Substrateinlagerung in die mikrobielle Bio-
masse zu beobachten.

Die berechneten metabolischen Quotienten der Priif-
boden (Tab. 3) zeigen ein indifferentes Bild. Sie geben
keine Hinweise auf eine negative Auswirkung bzw. eine
Stresswirkung bedingt durch einen erhéhten Gesamt-
gehalt an Kupfer. Die unterschiedlichen Niveaus der
einzelnen Weinbauregionen bringen nur zum Ausdruck,
dass die jeweiligen Standorte ganz spezifische Boden-
charakteristika, Klima und Habitate aufweisen, die alle
auf die Diversitdt und Abundanz der Populationen von
Mikroorganismen einwirken.

FLIESSBACH et al. (1994) und MoRENoO et al. (1999) beo-
bachteten eine Erhohung des metabolischen Quotienten
in Béden, die mit Schwermetallen kontaminiert wurden.
Diese gesteigerten Metabolismusraten erklédrten sie mit
einer unspezifischen Reaktion auf die verdnderten Um-
weltbedingungen und als Stressantwort (SELYE, 1950).
Die Situation in den Weinbergsbdden ist insofern anders,
als hier die sukzessive Belastung mit Kupfer iiber einen
langen Zeitraum erfolgte, das Kupfer zum Teil festgelegt
wurde und eine Toleranz bzw. Adaption durch die Mikro-
organismen aufgebaut werden konnte. Das zeigt sich
darin, dass Bodenenzyme durch eine moderate Anwen-
dung von Kupfer nicht oder kaum beeintrachtigt werden
(MACDONALD et al., 2007).

Crnik/Corg-Verhéiltnis in den Kontroll- (KO) und Prufbéden (PF)
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Kontrolle.
Cmic/Corgratio in the test soils
compared to controls.
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Auch die durch Gt und ZHaNG (2011) gemessene Phos-
phatase-Aktivitat war nicht signifikant durch Schwerme-
tallkontamination beeinflusst.

Bei einigen mikrobiellen Aktivitdten lagen die ECso-
Werte fiir Cu im Boden meistens deutlich hoher als der
erlaubte jahrliche Cu-Eintrag und betrugen z.B. 259 mg/kg
(Basalatmung), von 95 bis 850 mg/kg (SIR), von 95 bis
825 mg/kg (Abbau von Maisriickstinden), von 73,4 bis
2060 mg/kg (potenzielle Nitrifikation), 150 mg/kg (De-
hydrogenaseaktivitéit), 285 mg/kg (Abbau organischer
Substanz). Doch sollten diese Angaben wegen zahlreicher
ebenfalls vorliegender niedrigerer Werte aus anderen
Untersuchungen zunéchst nicht verallgemeinert werden
(MALKOMES, 2010b).

Andererseits gibt es auch geniigend Beweise, die doku-
mentieren, dass eine Abnahme der Enzymaktivitédt im Bo-
den ein Ergebnis der langfristigen Exposition gegeniiber
Schwermetallbelastung ist (WANG et al., 2007b; SPEIR et
al., 2007). An 99 unterschiedlich stark mit Schwerme-
tallen einschlieBlich Cu (6,4-497 mg/kg TM) belasteten
Schweizer Freilandboden, darunter 61 Acker- und 9 Wein-
bergsboden, ermittelten CELARDIN und CHATENOUX (2003)
u.a. die mikrobielle Biomasse (ATP-Gehalt) und die Basal-
atmung (CO»-Bildung iiber 15 d). Sowohl die Biomasse
als auch besonders die Atmung nahmen dosisabhidngig
mit dem Cu-Gehalt im Boden ab, wobei die ECsp-Werte
fiir die Atmung bei etwa 259 mg Cu/kg Boden TM lagen.
Ein von WILKE et al. (2005) durchgefiihrter Vergleich von
SIR-Atmungskurven nach Glucosezugabe ergab ab etwa
190 mg Cu/kg Boden TM eine deutlich empfindlichere
Reaktionen in den frisch mit CuCl, versetzten Boden als
in den die entsprechenden Mengen gealterter Cu-Riick-
stinde enthaltenden Boden.

OorTs et al., 2006b verglichen die Wirkung auf die SIR
in frisch mit Cu-Salzen (Carbonat, Chlorid, Sulfat) ver-
setzten Boden mit der Aktivitét in entlang eines Cu-Kon-
zentrationsgradienten entnommenen ,gealterten® Pro-
ben. Es ergaben sich ECsp-Werte im Bereich von 95 bis
> 850 mg Cu/kg Boden TM. Dabei erwiesen sich je nach
Boden teilweise die frisch kontaminierten Proben als
empfindlicher, teilweise aber auch die anhand eines Cu-
Gradienten im Feld entnommenen gealterten.

In einigen Féllen scheint eine lang anhaltende und
langsam in der Konzentration steigende Cu-Belastung in
Boden zusitzlich die Entstehung Cu-toleranterer mikro-
bieller Populationen zu ermoglichen (Kamitani et al.,
2006).

Seit langerem ist bekannt (BEHLAU et al., 2012; LEE et
al., 1994; Cooksey und Azap, 1992), dass bei Anwen-
dung von Kupfer-haltigen Bakteriziden sich Cu-resistente
Stdamme entwickeln kénnen. Dies konnen Spezies sein
von Pseudomonaden (BENDER und COOKSEY, 1986), Pan-
toea (NiscHWITZ et al., 2007), Erwinia (AL-DAOUDE et al.,
2009) und Xanthomonaden (Marco und StaLL, 1983).
Der Mechanismus der Resistenz wird erklért durch die
Akkumulation und Festlegung von Kupfer in den Bak-
terienzellen mit Hilfe von Proteinen. Der horizontale
Transfer ist hauptsédchlich verantwortlich fiir die Weiter-
gabe dieser Eigenschaft an andere Bakterien. Eine Spon-
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tanmutation kann fast ausgeschlossen werden, da die
Regulierung der Kupferresistenz iiber mehrere Gene im
Organismus erfolgt (Cooksty, 1990). Auch die Mecha-
nismen der Toleranz in Bakterien und Pilzen sind sehr
vielféltig. Hierbei wird der Begriff Toleranz nach den
Empfehlungen von Gapp (1992) genutzt fiir Fille, wo ein
Entgiftungsmechanismus die Féhigkeit verleiht, unter
Bedingungen des Schwermetall-Stresses zu {iberleben.
Diese Mechanismen konnen sein: Bindung des Metalls
durch Proteine, extrazelluldre Polymere oder die Zell-
wand, Kompartimentierung innerhalb der Zelle, Bildung
unloslicher Metallsulfide, verminderte Aufnahme, ver-
besserte Freisetzung aus Zellen und Volatilation (SILVER
und Misra, 1988; FLEMMING und TREVORS, 1989; COOKSEY,
1993; Ross, 1993).

Die Priifung des Einflusses von Kupfer auf Parameter der
Bodenmikroorganismen weist auf einen ungestorten Ein-
und Umbau der mikrobiellen Biomasse hin. Entweder
tolerieren die Bodenmikroorganismen den hohen Kup-
fergehalt und haben sich an die Bedingungen adaptiert
oder die Diversitét ist gro genug, dass die Funktionen
und Enzymaktivitiaten der von Kupfer beeinflussten Mikro-
organismen durch andere Arten oder Gattungen ersetzt
werden konnen. Methodisch hat es sich als problema-
tisch erwiesen, dass die am Standort zur Verfiigung ste-
henden Kontrollflichen z.T. nicht immer mit den in
Nutzung stehenden Priifflachen vergleichbar waren (fiir
die mikrobiologischen Untersuchungen). Hier ist schwer
zu interpretieren, welche anderen Parameter die Effekte
am stérksten beeinflussen.

Ein weiteres Problem bei Freilanduntersuchungen ist
die Mehrfachbelastung z.B. mit anderen Schwermetallen
(STrRUMPF et al., 2011). Hier war — methodisch - keine
saubere Trennung der Effekte moglich. Vereinzelt sind in
den Weinbergsboden Gesamt-Konzentrationen anderer
Metalle gemessen worden, die ebenfalls toxische Effekte
bei den Mikroorganismen hervorrufen konnen. Auch aus
der Literatur ist diese Schwierigkeit bekannt. Freiland-
untersuchungen nur mit einzelnen Schwermetallbelas-
tungen gibt es kaum.

In dieser Arbeit nicht nédher untersucht wurden Ein-
fliisse auf die Diversitdt der Bodenmikroorganismen.
Funktions- und Summenparameter kdnnen nicht immer
eindeutig zeigen, ob es zu nachhaltigen Auswirkungen
gekommen ist. Zum Teil iiberlagern sich positive und
negative Effekte.

Bei einem langfristigen und langsamen Anstieg der
Gesamtkonzentration nach Anwendung kupferhaltiger
PSM muss damit gerechnet werden, dass sich Cu-resis-
tente Populationen von Mikroorganismen entwickeln und
aufbauen konnen (BRANDT et al., 2010). Dieses wiirde
auch die groRe Differenz bei den Angaben iiber schadi-
gende Cu-Konzentrationen erkldren.

Bei der Priifung der Boden wurde von den gesetzlich
geforderten Untersuchungen bei der Bewertung im Rah-
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men der Zulassung von PSM ausgegangen und die gefor-
derten Priifungen zur Beeinflussung der Mikroorganis-
men im Boden durchgefiihrt. Nachhaltige Effekte durch
hohe Kupferkonzentration auf die bestimmten mikro-
biellen Aktivitdtsparameter konnten hierbei nicht festge-
stellt werden. Dies bedeutet aber nicht, dass die Mikro-
organismengesellschaften im Boden nicht auf die erh6h-
ten Schwermetallgehalte reagieren. Hierzu sind weitere
Untersuchungen notwendig.
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