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Dynamik der epiphytischen Mikroflora auf Griinlandpflanzen im
Zusammenhang mit verschiedenen Diingungsvarianten

Von A. AprLer und H. LEw
(Mit 7 Abbildungen)

Zusammenfassung

Auf einem Griinlandstandort mit unterschiedlichen Diingungsvarianten
sowie auf einer ungediingten Dauerwiesenflache wurden wihrend der Vegetati-
onsperioden 1991 bis 1994 bzw. 1991 bis 1992 die Verdnderungen des epiphyti-
schen Keimbesatzes untersucht.

Aerobe Bakterien, Schimmelpilze und Hefen sowie die Enterobakterien zeig-
ten im Verlauf der Vegetationsperioden eine von Witterung und Diingungsva-
rianten weitgehend unabhingige dynamische Entwicklung, ihre Keimzahlen
nahmen tendenziell mit dem Alter der jeweiligen Pflanzenbestdnde zu. Nur
Pflanzen von Parzellen mit intensiver mineralischer Diingung wiesen im Ver-
lauf des einer Diingung folgenden Aufwuchses einen geringfiigig hoheren Bak-
terienbesatz auf.

Wihrend sich der Mikroorganismenbesatz verschiedener Pflanzen innerhalb
eines Bestandes kaum unterschied, wiesen verschiedene Teile einzelner Pflan-
zen zumindest in einem friithen Entwicklungsstadium unterschiedlichen Keim-
besatz auf.

Nach Ausbringung von Wirtschaftsdiingern stiegen zunichst die Keimge-
halte an Clostridiensporen, Coliformen und E. coli auf dem Grinfutter an. Im
Laufe der einer Diingung folgenden Wochen reduzierten sich die Keimzahlen
dieser Bakteriengruppen wieder betrachtlich, sodal die Grinlandpflanzen zum
Schnittermin nur geringen Besatz mit Clostridiensporen, coliformen Keimen
und E. coli aufwiesen.

Mistreste und, dingungsunabhéngig, Griinlandbdden stellen eine nachhal-
tige Quelle gérschadlicher Keime dar, vor allem ihre Gehalte an Clostridienspo-
ren Ubertreffen den entsprechenden Besatz des Grinfutters um ein Vielfaches.

Keimdichte und Gattungsspektrum der Milchsdurebakterien zeigten deutli-
che Reaktionen auf verschiedene Witterungseinfliisse und Diingungsvarianten
sowie auf das unterschiedliche Vegetationsstadium der Griinlandpflanzen. Wel-
che 6kologischen EinfluBfaktoren allerdings im einzelnen die starken Schwan-
kungen insbesondere der Laktobazillen bewirken, bleibt noch durch weitere
Untersuchungen zu kléren.

Schliisselworte: Grinfutter, Wirtschaftsdinger, Mikroflora, Clostridium,
Milchsaurebakterien..
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Seasonal changes of epiphytic micro-organisms on manured, NPK-fertilised
and not fertilised forage

Summary

During the vegetation period of the years 1991-1994 and 1991-1992, respect-
ively, changes of epiphytic micro-organisms were closely monitored on
manured and NPK-fertilised forage and compared with a grassland plot with-
out any fertilisation.

Counts of aerobic bacteria, of yeasts and moulds as well as of enterobacteria
were apparently not affected by climatic factors or by manuring. Their numbers
increased with plant age. Only plants from intensively NPK-fertilised plots
showed slightly higher total counts of bacteria.

Numbers of bacteria and fungi on different plants of the same plot were quite
similar. Though enumeration of micro-organisms on different plant parts
showed varying counts at least in an early stage of their seasonal development.

As a result of manuring, the numbers of Clostridium spores, coliforms and
E. coli increased on standing crop. Their numbers reduced with time, so that
manured crops at the ensiling stage can be expected to show only small
numbers of Clostridium spores, coliforms and E. coli originating from manure.

Grassland soils, independent of manuring, are natural habitats of silage
spoilage organisms, especially the counts of Clostridium spores in soils exceed
those of standing crops by far.

The flora of lactic acid bacteria varied in quantity as well as in composition of
genera depending on different climatic factors and on manuring as well as on
part and age of plants. Further ecological studies will be necessary in order to
explain the high variability within the epiphytic lactic acid bacteria flora.

Key-words: Forage, manure, microflora, Clostridium, lactic acid bacteria.

1. Einleitung und Problemstellung

Der mikrobielle Keimbesatz ist ein wesentliches Kriterium fiir Qualitat und
Fiutterungstauglichkeit von Griinfutter und kann auch den Silierungsprozefl
beeinflussen. Fiir die Beurteilung des Keimbesatzes ist neben der Zahl der Mi-
kroorganismen vor allem die Artenzusammensetzung der Mikroflora von Be-
deutung.

Wahrend Vorkommen und Vermehrung von Milchséurebakterien (MS-Bakte-
rien) erwilinscht sind, da sie schlieBlich im Verlauf des Silierungsprozesses die
Garung tragen und rasch und nachhaltig konservierende Saure bilden sollen,
werden neben Hefen und Schimmelpilzen vor allem die endosporenbildenden
Bakterien der Gattungen Bazillus und Clostridium als garschadlich eingestuft
(Beck 1972, WooLrForD 1984, McDoNALD et al. 1991, MULLER et al. 1991, PaAHLOW
1991, ZmmMER 1993). Die heterogene Gruppe der Enterobakterien, die aufgrund
ihrer vielfdltigen biochemischen Reaktionsfahigkeiten beziiglich ihrer Wirkung
auf den Géarverlauf nicht generell als eindeutig vorteilhaft oder schédlich zu
klassifizieren ist, kann auf den Pflanzen verschiedentlich schon zu Beginn der
Vegetationsperiode Millionenzahlen erreichen (WeIsE 1969, FEERMANN und MUL-
LER 1990). Die Gehalte der Enterobakterien tibersteigen die Keimzahlen von
MS-Bakterien in vielen Fiallen um den Faktor 102, mit dem Altern des Pflanzen-
bestandes kann ein starkerer Anstieg der Keimzahlen von Enterobakterien ver-
bunden sein als bei allen anderen Keimgruppen (OstLiNG und LINDGREN 1991,
Panrow 1991). Bazillen und Clostridien zdhlen zwar nicht zur tiblichen epiphy-
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tischen Mikroflora frischer Griinlandpflanzen, sie kénnen aber bei der Ernte als
Kontaminanten vom Boden ins Futter gelangen (Wrise und WERMKE 1973,
WooLrorD 1984, LINDGREN 1991), auch der Einsatz von Wirtschaftsdiingern
kann die Zahl unerwiinschter und garschidlicher Mikroorganismen auf Futter-
pflanzen erhthen (McDonaLD et al. 1991, Osting und LinpGrEN 1991).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Mikroflora von Griinland-
pflanzen ohne bzw. mit Wirtschafts- und Mineraldiingung untersucht. Besonde-
res Augenmerk galt der Frage nach der Dynamik der Keimzahlen im Verlauf
der Vegetationsperiode, sowie am Versuchsstandort Scharfling dem Zusam-
menhang zwischen verschiedenen Diingungsvarianten und der entsprechenden
mikrobiellen Qualitidt des Grinfutters. Dazu wurden neben der Gesamtkeim-
zahl der Besatz mit Enterobakterien und die Dynamik von Keimdichte und
Gattungsspektrum der MS-Bakterien untersucht, von den girschadlichen Mi-
kroorganismen wurden die Keimzahlen von Hefen, Schimmelpilzen und Clo-
stridien ermittelt.

2. Material

Grundlage der Untersuchung stellen je eine Produktionsfliche im Grofiraum
Linz bzw. in Scharfling am Mondsee dar, der Beobachtungszeitraum erstreckte
sich {iber die Vegetationsperioden 1991 und 1992 (Linz) bzw. 1991 bis 1994
(Scharfling).

Die Versuchsfliche Scharfling befindet sich im Landschaftsraum der Jung-
morénen in extremer Nordstaulage mit durchschnittlichen Niederschlagsmen-
gen von 1500 bis mehr als 1800 mm pro Jahr und durch den Mondsee mitbeein-
fluBBter sehr hoher Luftfeuchtigkeit. Das Jahresmittel der Temperatur liegt bei 6
bis 8 °C. Der Bodentyp im zum See hin sehr flach verlaufenden Gebiet ist ein
entkalkter Typischer Gley aus feinem und grobem, teilweise bis an die Oberfla-
che reichendem Material. Der Boden ist als feucht mit kleinen Nafstellen zu be-~
schreiben, starker Grundwassereinflufl macht die Fliache schlecht befahrbar,
sodafl der Standort im Gesamteindruck als gering- bis mittelwertiges Dauer-
grinland erscheint.

Die Versuchsfliche Linz liegt im 06. Zentralraum. Die Lage ist als trocken
und warm bei, bedingt durch den Einflul des Stadtgebietes, verminderter Aus-
kithlung zu beschreiben. Das Jahresmittel der Temperatur liegt bei 8 bis 9 °C,
das langjahrige Jahresmittel der Niederschlagsmengen betrigt 800 bis 900 mm.
Die Versuchsfldche liegt auf der Hochterrasse der Traun, der Bodentyp ist eine
Lockersedimentbraunerde iiber Lo8 mit hoher Speicherkraft und méaBiger
Durchléssigkeit. Die Fliche ist als gut zu befahrendes hochwertiges Griinland
zu charakterisieren.

An beiden Standorten waren dichte, harmonische krauter- und leguminosen-
reiche Pflanzenbestinde entwickelt. Die Versuchsflache Linz verblieb wihrend
des Untersuchungszeitraumes ungediingt. In Scharfling wurde der Grinland-
versuch mit unterschiedlichen Diingungsvarianten angelegt, auf jeweils ein ha
bezogen erfuhren die Parzellen folgende Diingung:

1. ungediingt

2. Mineraldiinger, N/P/K entsprechend 100/100/150 kg/ha, ausgebracht in
Form von Nitramoncal, Hyperphosphat und Kali 60 %

3. Jauche entsprechend 45 hl/ha, dquivalent zu ca. 1,5 GVE/ha

4. Stallmist entsprechend 150 dt/ha, dquivalent zu ca. 1,56 GVE/ha

5. kombinierte Diingung mit Jauche entsprechend 45 hl/ha, Stallmist ent-
sprechend 150 dt/ha und Mineraldiinger, N/P/K entsprechend 100/100/
150 kg/ha.
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Tabelle 1

Probenahme und Schnittermine

Schnittermine, Griinlandversuch Linz:

1991: 27. Mai, 2. Juli, 13. August
1992: 21. Mai, 25. Juni, 11. August
Probenahme- und Schnittermine, Griinlandversuch Scharfling:
Auf- 1993 1994
wuchs Probe 1991 1992
1 *) —_— 13. 4. 13. 4. 11. 4
1 29. 4. 23. 4. — 27. 4.
2 13. 5. 5.5. 4. 5. 8. 5.
3 27. 5. 18. 5. 17. 5. ] 18. 5.
4 11. 6.(1.Schnitt) 26.5.(1.Schnitt) 1. 6.(1.Schnitt) 26. 5. ‘
5 — — — 6. 6.(1.Schnitt)
2 1 2.7 22. 6. 28. 6. 25. 7. ‘
2 18. 7. 6.7. 12, 7. 11. 8.(2. Schnitt)
3 31 7. 20. 7. 26. 7. ] —
4 6. 8.(2.Schnitt) 27.7.(2.Schnitt) 3. 8. (2.Schnitt) —-
3 1 2. 9. 25. 8. 31. 8. 15. 9.
2 23. 9. 15.9. 20. 9. 28. 9.
3 16.10. —_ 12.10. 16. 10.

*) Diese zusitzliche Probenahme erfolgte in den Jahren 1992, 1993 und 1994 jeweils un-
mittelbar vor Ausbringung der Wirtschaftsdiinger (1/*, Abb. 2). Vom ersten Aufwuchs
1993 wurden wegen Schlechtwetters nur drei Proben gezogen.

Im Jahr 1993 konnten Parzellen mit ausschlieBlicher Jauchediingung sowie
mit ausschlieflicher Stallmistdiingung nicht ausgewertet werden, an ihrer
Stelle wurden Parzellen mit kombinierter Diingung entsprechend 45 hl/ha Jau-
che und 150 dt/ha Stallmist untersucht.

Die Mineraldiinger wurden in Form einer Startdiingung im Mé4rz jeden Jah-
res ausgebracht, die Ausbringung der Wirtschaftsdiinger erfolgte Mitte April
mit praxistiblichen Geraten. Die Parzellen unterschiedlicher Diingung hatten
eine GrofBe von 10 x8 m und lagen in je drei Wiederholungen vor. Die Versuchs-
flichen wurden praxisiiblich zu drei (Linz) bzw. zwei (Scharfling) Schnittermi-
nen gemiht (vgl. Tab. 1), der dritte Aufwuchs in Scharfling wurde fiir eine lau-
fende Verfiitterung etappenweise gemiht. Zur Probenahme wurden aus dem
stehenden Bestand jeder Variante 5 bis 7 cm liber dem Erdboden jeweils zwei-
mal ca. 300 g Frischmaterial von Hand geschnitten und unverziiglich zur mi-
krobiologischen Untersuchung ins Labor transportiert. Die Bodenproben wur-
den, nachdem Pflanzenmaterial und -riickstidnde von der Oberfliche entfernt
worden sind, mittels eines Probenstechers aus der obersten Bodenschicht bis
maximal 5 cm Tiefe entnommen, je Parzelle erfolgten 12 bis 15 Einstiche. Die
Probenahme bei den Wirtschaftsdiingern erfolgte alljahrlich anlé8lich der Aus-
bringung entweder von verschiedenen Stellen des Diingerstreuers bzw. direkt
vom Jauchefafl. Jeweils zwei Mischproben, zusammengesetzt aus bis zu zehn
Einzelproben, wurden untersucht.

3. Methoden

Grundsétzlich wurden Standardmethoden fiir mikrobiologische Untersu-
chungen (Arva 1983) angewendet, im folgenden angefiihrte Ergebnisse beziehen
sich auf die Frischmasse der untersuchten Proben. Vor der Untersuchung der
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Grasproben wurden jeweils ca. 200 g des Materials auf 2 bis 5 cm Linge zer-
schnitten. Jeweils 40 g Probenmaterial wurden mit 360 ml gepufferter Pepton-
NaCl-Losung im Stomacher suspendiert, mit der gleichen Losung wurde die
Verdiinnungsreihe hergestellt.

Die zum Erfassen der unterschiedlichen Keimgruppen verwendeten Nihrme-
diensowiedieentsprechen KulturbedingungensindinTabelle 2 zusammengefaft.

Die untere Erfassungsgrenze lag fir die Keimzahl der aeroben Bakterien bei
105 KBE/g FM (KBE = kolonienbildende Einheit, FM = Frischmasse), fiir Ente-
robakterien bei 103 KBE/g FM sowie flir MS-Bakterien, Clostridien, Schimmel-
pilze und Hefen bei 102 KBE/g FM. Fiir gasbildende coliforme Keime und E.coli
wurde die MPN (= most probable number) anhand der von DEMan (1983) ange-
gebenen Tabellenwerte bestimmt.

- Auf IAG-Bakterienagar (ScuamipT et al. 1981) wurde eine Gesamtkeimzahl der
unter aeroben Bedingungen kolonienbildenden Bakterien ohne Berticksichti-
gungfakultativauftretender MS-Bakterien im Oberflichenverfahren ermittelt.

- Milchsgurebakterien wurden als Gruppe der verschiedenen homo- und hete-
rofermentativen Stibchen und Kokken erfaft. Nach der Keimzahlung wur-
den von einem Teil der Proben MS-Bakterienkulturen isoliert und durch
fraktionierten Ausstrich auf MRS-Agar als Reinkultur dargestellt, die Gas-
bildung wurde in MRS-Bouillon gepriift. Die Gattungszuordnung erfolgte
nach Bergey’s Manual (SneatH et al. 1986).

- Die Zahlung der Clostridiensporen wurde nach der in Tabelle 2 beschriebe-
nen, auf Jonsson (1990) basierenden, Untersuchungsmethodik durchgefiihrt.

— Die in Tabelle 2 angefithrte Untersuchungsmethode fiir coliforme Bakterien
und E. coli folgte dem Niahrbodenhandbuch von Merck (1992): Der Nachweis
der Anwesenheit von E. coli erfolgte mittels Fluoreszenz im UV-Licht, zur
Bestétigung des Befundes wurde eine positive Indolprobe herangezogen. Gas
im Gérréhrchen wies auf E. coli und/oder andere coliforme Bakterien hin.

— Die Pilzkeimzahlen wurden auf IAG-Pilzagar (ScumipT et al. 1981) im Ober-
flachenverfahren ermittelt (vgl. Tab. 2). Zum Teil erfolgte zur Bestimmung
eine Reinkultivierung der Schimmelpilze auf SNA-Medium (NIRENBERG
1976). Die Identifizierung der Fusarienisolate erfolgte nach NIRENBERG (1989).

Tabelle 2
Erfassung verschiedener Keimgruppen der mikrobiellen Epiphytenflora
Keimgruppen Nihrmedium Kulturbedingungen
1. Bakterien, aerob: IAG-Bakterienagar 4 Tage, 30 °C, aerob
2. Enterobakterien: Violet-Red Bile
Glucose Agar (Oxoid) 1Tag, 37 °C, aerob
3. MS-Bakterien: MRS-Agar (Merck) 5 Tage, 30 °C, anaerob
supplementiert mit BBL Gas Pack-System
0,5 g/1 gepulvertem Kalk
4. Clostridiensporen: RCM-Agar (Oxoid) Probenerhitzung: 20 min, 75 °C
supplementiert mit Inkubation: 5 Tage, 30 °C,
0,20 g/1 D-Cycloserin anaerob
0,05 g/1 Neutralrot BBL Gas Pack~System
5. Schimmelpilze und
6. Hefen: IAG-Pilzagar 7 Tage, 28 °C, aerob
7. Coliforme und
8. E. coli: Fluorocult BRILA~ 1 Tag, 37 °C, aerob
Bouillon (Merck) MPN-Ansatz mit Garrshrchen
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die quantitative Entwicklung der Bakterien- und Pilzkeimzahlen im Verlauf
der Vegetationsperioden 1991 und 1992 ist fiir den Standort Linz in Abbil-
dung 1 dargestellt.

Der Verlauf des Mikrobenbesatzes 148t eine deutliche Abhéngigkeit vom
Alter des jeweiligen Aufwuchses erkennen: Unbeeinflut von den hohen Keim-
gehalten in den iiberwinterten Horsten wies der junge Pflanzenbestand des er-
sten Aufwuchses zunichst nur geringen Besatz mit Mikroorganismen auf, in
der folgenden Wachstumsphase stiegen die Keimzahlen an.

In der einem Schnitt folgenden Wachstumsphase der Griinlandpflanzen
wiederholte sich jeweils die Vermehrung der Mikroorganismen auf teilweise
héherem Niveau. Gegen Ende der Vegetationsperioden erreichte der Keim-
besatz schlieBlich wieder nahezu die hohen Werte des alten {iberwinterten
Bestandes.

Die Bakterienflora sdmtlicher Proben wurde durchwegs von Gram-negativen
Keimgruppen wie Pseudomonaden und epiphytischen Enterobakterien, wie
etwa Erwinia, dominiert. Bei den Pilzen waren Coelomyceten, wie Phoma und
Ascochyta, vorherrschend.

In diesen Ergebnissen spiegelt sich die Schwichung der Pflanzen mit dem
Alter, aber vor allem der erhtchte Infektionsdruck seitens der Biosphire mit
fortschreitender Vegetationszeit wider. Wenn Grundfutter in einem relativ jun-
gen morphologischen und physiologischen Entwicklungszustand geerntet wird
(,Qualitatsreife®), ist der Grad der Bakterienkontamination oder der Verpil-
zung in der Regel noch eher gering (CampreLL 1985, PanLow 1991, LEw 1993,
BuUCHGRABER et al. 1994).
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Abb. 1: Epiphytischer Keimbesatz im Verlauf der Vegetationsperioden 1991 und 1992,
) Linz
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Neben dem Vegetationsstadium der Pflanzen hat auch die Zusammensetzung
des Pflanzenbestandes weitgehenden Einfluf auf den Mikroorganismenbesatz
des Griinfutters.

So bewirkt ein einseitiger Bestand an Obergrisern eine dichte Vegetations-
decke, mit der die Konvektionsstromungen abgedidmmt, Beschattung und rela-
tive Luftfeuchtigkeit unterhalb der Vegetationsdecke erhoht sowie die Ab-
wascheffekte verringert werden (CampPBELL 1985, LENGAUER 1993, BUCHGRABER
et al. 1994). Auch deshalb sollte im Griinland ein ausgewogenes Verhiltnis zwi-
schen Ober- und Untergrésern angestrebt werden.

Tabelle 3

Epiphytischer Keimbesatz auf Futtergrasern und Rotklee sowie auf verschiedenen Pflan-
zenteilen zum Rispenschieben bzw. zur Bliite, 1991

Mikroorganismen- Glatthafer Wiesenrispe Knaulgras Rotklee
Gruppe log KBE/g FM log KBE/g FM log KBE/g FM log KBE/g FM
Bakterien, aerob: 7,2 7,3 7,2 7,4
MS-Bakterien: 2,8 3,1 2,9 2,8
Pilze, gesamt: 4,5 4.9 43 4,7
Entwicklungsstadium
der Pflanzen:
Glatthafer Mikroorganismen- Rispenschieben Blute
Pflanzenteil Gruppe log KBE/g FM log KBE/g FM
obere Pflanzenteile Bakterien, aerob: 6,9 8,3
obere Halmteile, Blattscheiden, = MS-Bakterien: 2,7 4.4
Blatter, sowie ggf. Bliitenstéinde  Pilze, gesamt: 4,0 4.9
untere Pflanzenteile Bakterien, aerob: 7,8 8,1
untere Halmteile, Blattscheiden, MS-Bakterien: 3,2 49
abgestorbenes Pflanzenmaterial  Pilze, gesamt: 4.9 5,4

in Bodennéhe

1991 wurde am Standort Linz von drei Grisern, Glatthafer (Arrhenatherum
elatius), Wiesenrispe (Poa pratensis) und Knaulgras (Dactylis glomerata) und
von Rotklee (Trifolium pratense) der Bakterien- und Pilzbesatz zum Stadium
des Rispenschiebens bestimmt, desgleichen wurden verschiedene Teile von
Glatthaferpflanzen untersucht. Dabei unterschied sich der Mikroorganismen-
besatz der verschiedenen Pflanzen innerhalb eines gesunden, ausgewogenen
Bestandes kaum. Die verschiedene Teile einzelner Pflanzen dagegen wiesen zu-
mindest in einem frithen Entwicklungszustand unterschiedlichen Keimbesatz
auf (vgl. Tab. 3). Moran et al. (1991) untersuchten die Verteilung der MS-Bakte-
rienflora bei Lolium perenne und stellten bei generell héheren Keimzahlen die
meisten Bakterien am abgestorbenen Pflanzenmaterial an der Grasbasis, an
den unteren Stengelteilen sowie an den Bliitenstdnden fest, die Blatter wiesen
den geringsten Besatz auf.

Am Versuchsstandort Scharfling wurde in allen Vegetationsperioden tenden-
ziell dieselbe dynamische Entwicklung der Bakterienkeimzahlen am Griinfut-
ter festgestellt, wie sie fiir den Standort Linz beschrieben wurde (vgl. Abb. 2).

Der Pflanzenbestand von Parzellen mit (zusitzlicher) mineralischer Diingung
reagierte auf die intensive Versorgung mit (Ammoniak-)Stickstoff nicht nur mit
einem deutlichen Wachstumsschub, diese Varianten wiesen regelméfig im Ver-
lauf des der Diingung folgenden ersten Aufwuchses einen geringfiigig hoheren
Bakterienbesatz auf (vgl. Abb. 2).
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Vegetationsperiode 1992

Bakterien (log KBE/g)

Vegetationsperiode 1991

Bakterien (log KBE/Q)
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ischer Pilzbesatz von Griinfutter im Jahresverlauf im Zusammenhang

mzt verschiedenen Diingungsvarianten, Scharfling 1991 bis 1994

Abb. 3: Epiphyt
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Der massive Einsatz von unmittelbar wirksamem Stickstoff sorgt fiir eine (zu)
reichliche Ernghrung der Pflanzen und kann somit eine verstirkte Exsudation
ihrer Inhaltsstoffe bewirken (CampBELL 1985), wodurch diese dem mikrobiellen
Zugriff in erhéhtem MaBe preisgegeben werden und eine intensive Vermehrung
der Bakterien auf den Pflanzenoberflichen zur Folge haben.

Abbildung 3 zeigt die am Versuchsstandort Scharfling im Zusammenhang
mit den verschiedenen Diingungsvarianten ermittelten Pilzkeimzahlen als
Durchschnittswerte aus den Vegetationsperioden 1991 bis 1993. Die Entwick-
lung im Verlauf der von einem auBerordentlich heiflen und trockenen Sommer
geprégten Vegetationsperiode 1994 wurde gesondert dargestellt, um den unter-
schiedlichen Einflufl dieser Witterungsbedingungen auf Bakterien und Pilze
darstellen zu konnen. Im Gegensatz zu den Bakterien waren bei den Pilzen
weder jahrgangs- noch diingungsbedingte Einfliisse feststellbar, die bereits fiir
den Standort Linz beschriebene Dynamik der Keimzahlen war tendenziell wie-
der zu erkennen.

Unabhéngig von den pflanzenbaulichen EinfluBfaktoren wurde auf fast allen
Grasproben sowohl aus Scharfling als auch aus Linz eine ghnliche Gattungs-
und Artenzusammensetzung der Pilzflora festgestellt (vgl. Tab. 4).

Tabelle 4
Epiphytische Pilzflora auf Grinfutter
regelmaBiger
Pilzgruppe prozentualer Anteil
an der Pilzflora

Hefen bis 20 %
Hyphomyceten

Cladosporium spp. bis 30 %

Acremonium spp., Alternaria spp., Aureobasidium spp.,

Fusarium spp., Ulocladium spp., Verticillium spp., bis 15 %

andere Hyphomyceten bis 15 %
Coelomyceten

Phoma spp., Ascochyta spp. bis 90 %

andere Coelomyceten bis 40 %

Neben Hefen traten regelmafig Spezies aus verschiedenen Gattungen der
Hyphomyceten wie Acremonium, Aureobasidium, Cladosporium oder Verticil-
lium auf. Fusarien hatten einen regelmé#fBigen prozentualen Anteil von 1 bis
10 % (maximal etwa 15 %) an der gesamten Pilzflora, in Scharfling wurde fast
ausschlieBlich eine einzige Art, F avenaceum, nachgewiesen, am Standort Linz
kamen zusitzlich eine Reihe weitere Arten wie F equiseti, F. graminearum,
F. poae, F. culmorum, F. cerealis, F. oxysporum und andere vor.

Ungleich haufiger wurden Coelomyceten nachgewiesen, Phoma und Asco-
chyta erwiesen sich als wichtigste, die Schimmelpilzflora nahezu sdmtlicher
Grinlandbestinde dominierende Gattungen. Zwischen verschiedenen Probe-
nahmeterminen, Diingungsvarianten oder Pflanzenarten bestanden aber gerade
bei den Coelomyceten doch wesentliche Unterschiede auf Gattungs- und Artni-
veau, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht ndher untersucht
werden konnten.

Die nachgewiesenen Schimmelpilzgattungen leben auf den Pflanzen in un-
terschiedlichsten Sukzessionen durchwegs saprophytisch oder hdéchstens
schwach parasitisch, nur in Schwachephasen oder aufgrund von Wintersché-
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den koénnen sie im Zusammenhang mit der Besiedelung von alterndem oder
verletztem Gewebe auch die Wirtspflanzen infizieren (ArsvorLL 1975, DICKINSON
1976, CampBELL 1985).

Latca und McKEeNzZIE (1977) beschreiben eine saisonale Dynamik der Verpil-
zung von Raygrasbestédnden in Wales, wobei sie Phoma spp., gefolgt von Acre-
monium spp. und Cladosporium spp. als verbreitetste Pilzgattungen angeben,
jeweils mit hochsten Keimzahlen in Sommer und Herbst. CampBELL (1985) fin-
det die héchsten Pilzkeimzahlen auf alternden Pflanzen im Herbst und besti-
tigt diese alljahrliche Keimzahldynamik durch zusitzliche Untersuchungen des
Mycelwachstums. FEHRMANN und MULLER (1990) konnten einen nennenswerten
Besatz durch Hefen und Schimmelpilze erst in Grinfutter des zweiten und drit-
ten Aufwuchses feststellen, wo letztlich hohe und konstante Keimzahlen er-
reicht wurden.

Wie die Entwicklung der Gesamtkeimzahlen (vgl. Abb. 2 und 3) im Verlauf
der trockenen heilen Sommermonate des Jahres 1994 zeigt, verfiigen die Pilze,
verglichen mit den Bakterien, tiber bessere Méglichkeiten, unglinstige Umwelt-
faktoren aktiv zu tiberstehen:

Verschiedene Strategien, wie die Ausbildung von Mikrosklerotien oder von
dickwandigen Hyphen, erhohen die Widerstandsfahigkeit von Pilzen gegen-
tber Austrocknung, Nihrstoffmangel oder Temperaturstre3, dunkel pigmen-
tiertes Mycel - etwa bei Cladosporium, Alternaria, Phoma u. a. — bedeutet einen
zusétzlichen Schutz vor schidigender UV-Strahlung (DickinsoN 1976, Camp-
BELL 1985).

Die Gesamtkeimzahlen der aeroben Bakterien sowie der Hefen und Schim-
melpilze auf dem Grinfutter reagierten kaum auf den Keimgehalt der auf die
Versuchsflache ausgebrachten Wirtschaftsdiinger (vgl. Tab. 5):

Tabelle 5

Bakterien- und Pilzbesatz von Wirtschaftsdiinger, Durchschnittswerte Scharfling

Mikroorganismen-Gruppe l%%ﬁg/ g Fmssgcgﬁl;sissi
Bakterien, aerob: 7,4-8,3 8,1-9,3
Enterobakterien: 3,7-4,7 4,7-6,0
MS-Bakterien: 4,4-5,3 4,3-5,4
Clostridiensporen: 3,0-4,6 3,7-4,8
Coliforme (Jog MPN): 2,9-4,5 3,9-5,0
E. coli (log MPN): 2,9-3,3 3,4-4,1
Schimmelpilze, Hefen: 3,7-4,1 4,0-5,3

Obwohl beispielsweise mit der Stallmistdiingung Bakterien zum Teil in Mil-
liardenzahlen ausgebracht wurden, Uberstieg der Bakterienbesatz (Gesamt-
keimzahl) entsprechend gediingter Parzellen den der Mineraldiingervariante
zum Zeitpunkt der folgenden Probenahme nicht oder héchstens geringfiigig
(vgl. Abb. 2). HisLop (1976) berichtet dagegen neben drastischen Verschiebun-
gen im Gattungsspektrum der bakteriellen und pilzlichen Mikroflora von einem
rapiden Anstieg der Keimdichte auf Blattoberflichen als Folge einer Harnstoff-
ausbringung.

Im Gegensatz zu den ermittelten Gesamtkeimzahlen reagierten allerdings
einzelne Bakteriengruppen deutlich auf die unterschiedliche Art der Diingung,
ihre Keimzahlen zeigten in allen drei Untersuchungsperioden (1992 bis 1994)
eine tendenziell gleichlaufende Entwicklung. Anhand der Ergebnisse aus der
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Tabelle 6

Einfluf der Diingung auf das Vorkommen ausgewdihlter Bakteriengruppen auf Grinland-
pflanzen, Scharfling 1992

log KBE/g Frischmasse
: . " vor Wirtsch.- nach Ausbringen der
Bakteriengruppe Dingung®) Diingung Wirtschaftsd%inger
13. 4. 23. 4. 5.5. 19.5.  26.5.
Enterobakterien ungediingt <27 3,8 3,3 5,4 5,3
Mineraldiinger 3,4 3,3 4.4 5,1 6,6
Jauche 3,3 3,0 42 4,0 6,3
Stallmist <2,7 3,6 5,5 4,6 5,4
kombiniert 3,5 4,0 47 5,2 5,5
Clostridiensporen ungediingt <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7
Mineraldiinger <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7
Jauche <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7
Stallmist <1,7 3,0 2,7 2,0 1,7
kombiniert <1,7 3,0 2,7 2,2 <1,7
Coliforme log MPN ungediingt 0,9 1,6 <0,1 <0,1 <0,1
Mineraldunger 0,8 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Jauche 0,9 14 1,4 0,5 0,9
Stallmist 1,4 2,7 3,0 0,8 1,2
kombiniert 1,4 3,0 3.1 1,0 1,2
E. colilog MPN ungedingt <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Mineraldinger <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Jauche 0,6 1,3 <0,1 <0,1 <0,1
Stallmist <0,1 1,4 1,4 <0,1 0,9
kombiniert <0,1 1,3 1,2 0,5 0,4

*) Ausbringung der Wirtschaftsdiinger am 13. 4. unmittelbar nach der Probenahme
kombiniert: Parzellen mit Jauche-, Stallmist- und zuséitzlicher Mineraldiingung.

Vegetationsperiode 1992 wird im folgenden der EinfluB verschiedener Diin-
gungsvarianten auf das Vorkommen ausgewidhlter Bakteriengruppen von
Grinlandpflanzen und -béden aufgezeigt.

Aus Tabelle 5 ist abzulesen, daB} sich der Besatz der Pflanzen mit Enterobak-
terien nahezu unabhingig von der Diingung mit dem fortschreitenden Alter des
ersten Aufwuchses dynamisch entwickelt. Dagegen hatten Jauche- und Stall-
mistdiingung sowohl auf den Griinlandpflanzen als auch im Boden (vgl. Tab. 5
und 6) einen Anstieg der Keimgehalte an coliformen Keimen und E. coli zur
Folge, Stallmistdiingung bewirkte einen héheren Besatz der Futterpflanzen mit
Clostridiensporen. Im Laufe der einer Diingung folgenden Wochen reduzierten
sich die Zahlen dieser Keimgruppen wieder betrachtlich. Wahrscheinlich aus
dem Diinger stammende E. coli iberlebten jedoch zumindest teilweise sechs
Wochen auf den Pflanzen, ihr Anteil an der Gesamtzahl der Enterobakterien
verringerte sich gleichzeitig aber drastisch.

In den Griinlandboden von Scharfling waren etwa flinf Wochen nach der
Diingerausbringung keine nennenswerten Unterschiede mehr zwischen den Va-
rianten zu erkennen (vgl. Tab. 7).

Diingungsunabhingig stellen die Griinlandbdden eine nachhaltige, schier
unerschopfliche Quelle garschidlicher Keime dar, vor allem die Gehalte an Clo-
stridiensporen tibertreffen den entsprechenden Besatz des Griinfutters um ein
Vielfaches (vgl. Tab. 5 und 6).

Obwohl die Griinlandpflanzen zum Zeitpunkt der Einsilierung nur geringen
Besatz mit - aus den Wirtschaftsdiingern stammenden — Clostridiensporen, Co-
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Tabelle 7

EinfluB der Diingung auf das Vorkommen ausgewdihlter Bakteriengruppen in Grinland-
boden, Scharfling 1992

log KBE/g Frischmasse
. . vor Wirtsch.- nach Ausbringen der
Bakteriengruppe Dingung*) Diingung Wirtschaftsdinger
13.4. 23. 4 5. 5. 19.5.  26.5.
Enterobakterien ungedingt 4,2 4,0 4,3 4.6 5,3
Mineraldinger 4,1 3,8 4.8 5,1 5,4
Jauche 4,0 4,3 4.4 4.4 5,3
Stallmist 4,2 4,3 4.4 5,2 5,4
kombiniert 4,3 4,4 4,6 5,3 5,6
Clostridiensporen ungedingt 4,7 5,0 4,2 4,5 4,2
Mineraldiinger 3,6 4,9 4.4 4,6 4.4
Jauche 45 5,1 5,0 4.9 4,6
Stallmist 4.4 5,0 4.4 5,0 4.4
kombiniert 4,1 5,0 4,5 4.8 4,7
Coliforme log MPN ungediingt 2,0 2,4 2,1 2,0 2,0
Mineraldiinger 1,6 2,0 1,7 1,7 2,0
Jauche 2,4 3,0 2,4 1,7 2,1
Stallmist 2,2 4,2 3,1 2,4 2,6
kombiniert 2,6 4,4 3,0 3,2 2,5
E. coli log MPN ungediingt 0,8 14 0,9 1,4 1,6
Mineraldiinger 1,0 1,4 0,9 1,6 1,0
Jauche 1,1 1,6 0,9 0,9 1,6
Stallmist 1,3 2,9 1,2 1,6 1,6
kombiniert 1,9 3,4 2,6 1,2 1,7

*) Ausbringung der Wirtschaftsdiinger am 13. 4. unmittelbar nach der Probenahme
kombiniert: Parzellen mit Jauche-, Stallmist- und zusdtzlicher Mineraldingung.

liformen und E. coli aufweisen (vgl. Tab. 5), konnen beim Erntevorgang ent-
sprechende bodenbiirtige Bakterien in das Griinfutter eingebracht werden
(WooLForD 1984, OsTLING und LINDGREN 1991, LINDGREN 1991, McDoNALD et al.
1991, ZmMER 1993).

Zu der in ihren biochemischen Reaktionsfihigkeiten sehr differenzierten
Gruppe der Enterobakterien zdhlen auch heterofermentative Sdurebildner, die
laut WEIsE (1969) als nicht gérschadlich anzusehen sind. Nach schnellem Errei-
chen eines anaeroben Zustandes im Silo haben aber Enterobakterien ein-
schlieBlich der coliformen Keime unabhingig von ihrer Ausgangskeimzahl
letztlich nur wenig EinfluBl auf die Garfutterqualitat, wie MULLER et al. (1991)
feststellten.

Mit einer Verschmutzung des Futters beim Schnitt gelangen neben uner-
wiinschten Enterobakterien vor allem Clostridien in den Futterstock, stérkere
Verschmutzung des Futters fiihrt zu geringerer Energiedichte sowie zu ver-
mehrter Buttersiuregdrung in der Silage. Gelangen Clostridien in Késerei-
milch, kénnen sie spater ein groBes Problem bei der Kiasereifung darstellen.
Damit nicht verstirktes Verschmutzungsrisiko entsteht, sollte die Schnitthéhe
beim Griinland bei 5 bis 7 cm liegen, auch sollte das Haftwasser zur Mahd ab-
getrocknet sein (WiLaELM 1991, BUCHGRABER und RescH 1993, BUCHGRABER et al.
1994). Auch Vorwelken des Siliergutes trégt zu einer Verbesserung der Silage-
qualitét bei, die Vermehrung der auf Grinfutter ohnehin vorwiegend im Spo-
renstadium vorliegenden Clostridien wird aufgrund des hoheren osmotischen
Drucks gehemmt, und vor allem erhalten die wichtigen MS-Bakterien auf-
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MS-Bakterien Scharfling MS-Bakterien, Gattungen Scharfling
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Abb. 4 Keimzahlverlauf und Gattungsspektrum epiphytischer MS-Bakterien im Zusam-
menhang mit verschiedenen Diingungsvarianten, Scharfling 1992

grund ihrer etwas hdheren Trockenheitstoleranz einen Startvorteil fiir den fol-
genden Gérverlauf (Weise 1969, WoorLrorD 1984, McDonNaALD et al. 1991).

Scharfling 93, Parzellen ohne Wirtschaftsdiinger ~ Scharfling '93, Parzellen mit Wirtschaftsdiinger
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Abb. 5: Keimzahlverlouf und Gattungsspektrum epiphytischer MS-Bakterien im Zusam-
menhang mit verschiedenen Diingungsvarianten, Scharfling 1993
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Scharfling 94, Parzellen ohne Wirtschaftsdiinger ~ Scharfling *94, Parzellen mit Wirtschaftsdiinger
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Abb. 6: Keimzahlverlauf und Gattungsspektrum epiphytischer MS-Bakterien im Zusam-
menhang mit verschiedenen Diingungsvarianten, Scharfling 1993

Die epiphytische Milchsdurebakterien-Flora ist nattirlich in erster Linie im
Zusammenhang mit einer Silierung des Griinfutters von Interesse, da die Qua-
litat einer Silage schlieBlich sehr eng mit den im Siliergut eingebrachten MS-
Bakterien und deren Stoffwechselaktivitaten und -leistungen in Verbindung
steht (WooLrorD 1984, DELLAGLIO 1985, McDonNALD et al. 1991).

Die Keimzahldynamik der Milchs&urebakterien zeigte in allen drei Untersu-
chungsperioden grundsétzliche Ahnlichkeit: Aus den Abbildungen 4, 5 und 6
geht hervor, daf3 sich die Keimzahlen innerhalb kurzer Zeit nach Ausbringung
von Wirtschaftsdiingern mehr als verzehnfachten, wihrend Pflanzen von Par-
zellen ohne Wirtschaftsdiinger zunéchst nahezu unveridnderten Besatz aufwie-
sen. Nach der anfénglichen Verzégerung stiegen aber auch die Keimzahlen die-
ser Varianten stark an, sodall etwa zum Zeitpunkt des ersten Schnittes die Eta-
blierung einer stabilen Milchsaurebakterien-Population gewahrleistet und die
Unterschiede zwischen den Diingungsvarianten relativ ausgeglichen erschie-
nen. Ende Mai 1994 war allerdings im Vergleich zu den Vegetationsperioden
1992 und 1993, in deren Verlauf die Milchsdurebakterien etwa Ende Juli bis
Mitte August ihr Keimzahlmaximum erreichten, ein augenfilliger Bruch in der
bis zu diesem Zeitpunkt dynamischen Entwicklung der MS-Bakterien festzu-
stellen, der mit einem Kilteeinbruch und Tageshéchsttemperaturen von nur
7 °C zusammenfiel (vgl. Abb. 7). Mit dem in den folgenden Wochen einsetzenden
ungewohnlich heiflen und trockenen Sommerwetter kam ein dynamischer Ver-
mehrungsprozef nicht wieder in Schwung.

Diese offensichtlichen Witterungseinfliisse auf die Entwicklung der MS-Bak-
terien werden von Beobachtungen anderer Autoren bestatigt: WesE und
WERMKE (1973) fanden, dal MS-Bakterien maflig warmes, tberwiegend be-
decktes Wetter mit hoher Luftfeuchtigkeit, bevorzugen. FEErRMANN und MULLER
(1990) konnten in ihrer Untersuchung feststellen, dafl die Milchsidurebakterien-
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Populationen erst bedeutende Keimdichten erreichten, als die Tagestemperatur
wihrend mehrerer zusammenhéngender Tage 20 °C tiberschritt.

Auch im Rahmen der vorliegenden Untersuchung zeigte sich, dal einer mas-
siven Vermehrung der MS-Bakterien bei ausreichender Feuchtigkeit zumeist
mindestens drei wirmere Tage, deren Mittagstemperaturen eine Summe von
50 °C uberstieg, vorangingen.
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Abb. 7 Klimadaten von Scharfling, Vegetationsperioden 1991 bis 1994
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Dynamisch wie in ihrer Keimdichte zeigte sich die Gruppe der MS-Bakterien
in den untersuchten Vegetationsperioden auch in ihrer Gattungszusammenset-
zung (vgl. Abb. 4, 5 und 6): Vor allem zu Beginn und wahrend des ersten Auf-
wuchses scheinen mit dem Stallmist auf die Pflanzen gebrachte Enterokokken
die Streptokokken-Populationen gepragt zu haben. Wahrend der Vegetations-
periode 1994 wurde die Flora der MS-Bakterien schlieBlich iiberwiegend von
Laktobazillen bestimmt, in den Jahren 1992 und 1993 entwickelten sich dage-
gen vorwiegend von Kokken dominierte Populationen.

Der Besatz von Griinfutter mit girgiinstigen MS-Bakterien variiert auch
nach Angaben von WooLrorD (1984), FEHRMANN und MULLER (1990), MORAN et
al. (1991), MuLLER et al. (1991) oder von Parrow (1991) stark. Welche 6kologi-
schen EinfluBfaktoren allerdings im einzelnen bewirken, dafl Laktobazillen an
manchen Standorten das Gattungsspektrum der MS-Bakterien dominieren,
wihrend sie auf anderen Griinlandbesténden oder im Verlauf anderer Vegetati-
onsperioden nur auBerst geringe Bedeutung erreichen, bleibt noch durch wei-
tere Untersuchungen zu klaren.

Verschiedene Autoren messen dem EinfluBl der Keimzahl epiphytischer MS-
Bakterien auf den spateren Siliererfolg unterschiedliche Bedeutung zu: Wah-
rend WEISE (1969) weniger die Anzahl als vielmehr die Aktivitdt der epiphyti-
schen MS-Bakterien fiir ausschlaggebend hilt, besteht fiir WoorForp (1984)
auch ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der MS-Bakterien, ihrer Wachs-
tumsrate in der Startphase der Silierung und dem Siliererfolg. Auch MULLER et
al. (1991) konnten feststellen, daf der Fermentationsprozell durch Aktivitdten
gédrschadlicher Mikroorganismen gepriagt wird, wenn die Anzahl der MS-Bak-
terien im Siliergut zu gering ist.

Fir die Silierpraxis ist von grofter Bedeutung, dafl bereits im Zuge des Ern-
tevorganges am Grinfutter eine Vervielfachung der MS-Bakterien eintreten
kann, selbst wenn der stehende Futterbestand zuvor nur einen geringen Besatz
aufgewiesen hat (WoorLrorp 1984, FEnTON 1987, MORAN et al. 1991, PaHLOW
1991). Wie die Erfahrung zeigt, veréndert auch ein Vorwelken des Futters den
epiphytischen Keimbesatz sehr nachhaltig (Weise 1969, Beck et al. 1987, MUL-
LER et al. 1993).

Die MS-Bakterienpopulationen weisen in Abhangigkeit von verschiedenen
Witterungseinfliissen, Diingungsvarianten und dem unterschiedlichen Vegeta-
tionsstadium der Griinlandpflanzen, aber auch im Zusammenhang mit unter-
schiedlichen Ernteverfahren und -technik oder infolge einer Anwelkung eine
sich dynamisch &ndernde Keimdichte sowie ein stark wechselndes Gattungs-
spektrum auf.
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