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Zusammenfassung: Diese Studie befasst sich mit der Herausforderung, neue Wege zur Solubilisierung von Phosphor
und Zink fur landwirtschaftliche Zwecke zu finden. Ziel war es, PSMs (phosphorldsliche Mikroben) und ZnSMs
(zinkldsliche Mikroben) aus verschiedenen Umgebungen (z. B. Bodenverbesserungen, Landnutzungen und
Fruchtfolgesysteme) zu isolieren und ihre Féhigkeit zu bewerten, verschiedene unlésliche P-Quellen (z. B. y-
Tricalciumphosphat (y-TCP), Calciumphytat (CaP) und Rohphosphat (RP)) und Zn- Quellen (z. B. Zinkcarbonat (ZnC),
Zinkoxid (ZnO) und Zinkphosphat (ZnP)) zu solubilisieren. Hier wurden 25 Isolate isoliert, die entweder P- oder Zn-
Quellen solubilisieren konnten, und mithilfe von 16S-rRNA- und ITS-Region-Sequenzierung nach Art klassifiziert.
Insbesondere Aspergillus awamori, Fusarium circinatum, Fusarium longifundum und Mucor circinelloides, die aus
Kulturbéden und Bodenverbesserungsmitteln isoliert wurden, erwiesen sich als die wirksamsten PSMs und ZnSMs.
Mucor circinelloides zeigte die hdchste Solubilisierungsfahigkeit fir Brihen, die y-TCP, CaP, RP, ZnO und ZnP
enthielten , mit log2-fachen Veranderungen von 3,7, 1,8, 8,9, 7,8 bzw. 2,4 im Vergleich zur Kontrolle. Bei ZnC und
ZnO zeigte Aspergillus awamori die hochste Zn-Solubilisierung mit einer 2,1- bzw. 3,0-log2-fachen Veranderung. Die
Studie unterstreicht das Potenzial dieser Stdmme als Biofertilisatoren und unterstreicht die Rolle der Gattungen Mucor
und Fusarium bei der Zink-Solubilisierung.

Schlisselwdrter: P-solubilisierende Mikroorganismen; Zn-solubilisierende Mikroorganismen; Bodenverbesserungsmittel;

kultivierte Boden; Bakterien; Pilze

1. Einleitung

Phosphor (P) und Zink (Zn) sind wichtige Nahrstoffe fir die Pflanzenentwicklung, den Ernteertrag
und die Getreidequalitat [1]. Dennoch sind tber 30 % der weltweit kultivierten Boden alkalisch und
weisen einen hohen Gehalt an Kalziumkarbonat auf, was die Néhrstoffaufnahme behindert [2—-4].
Obwohl P- und Zn-Dungemittel diese Mangel beheben, fuhren Gber 80 % der Anwendungen zu schwer
I6slichen Nahrstoffen aufgrund der Bildung unléslicher Formen von P und Zn [5,6]. Dazu gehéren
Tricalciumphosphat (TCP) und Calciumphytat (CaP) fur P [5,7] und fur Zn-Verbindungen wie Smithsonit
(ZnC, Zinkcarbonat), Zinkit (ZnO, Zinkoxid) und Hopeit (ZnP, Zinkphosphat) [3]. Diese unldslichen
Verbindungen werden als P- und Zn-Erbgut im Boden bezeichnet [8-14].

Begrenzte und ungleichmagig verteilte Rohphosphatreserven (RP) fiihren zu einem weiteren Anstieg
der P-Diingemittelpreise [15,16]. Darliber hinaus weisen weltweit Giber 50 % der mit Getreide angebauten
Bdden einen Mangel an pflanzenverfigbarem Zn auf [2,4,5], was 30 % der Weltbevdlkerung betrifft [17,18].

Bemuhungen, den Zinkmangel durch agronomische Biofortifizierung in Getreide (z. B. Weizen und Mais) zu beheben,

stehen aufgrund der hohen Kosten fiir Zinkdiinger vor Herausforderungen [2,4].
Die Verwendung von P- und Zn-ldslichen Mikroorganismen (PSMs und ZnSMs) ist eine

umweltfreundliche und kostengilinstige Strategie zum Recycling von P- und Zn-N&hrstoffen im Boden.

(https:// creativecommons.org/licenses/by/ ZU dieser vielféltigen Gruppe gehoren verschiedene Bakterien (z. B. Bacillus, Pseudomonas,

4.0/).

Enterobacter und Burkholderia) und Pilze (z. B. Penicillium, Fusarium und Aspergillus) [5,19]. Ein Hauptproblem
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Isolierung ist die herkdmmliche Verwendung von Beta-Tricalciumphosphat (y-TCP) als einzige Phosphorquelle
zur ldentifizierung von PSMs [20,21]. Diese Methode ist umstritten, da Beta-Tricalciumphosphat die vielfaltigen
und komplexen Formen von nicht verfugbarem Phosphor in natiirlichen Béden nicht genau repréasentiert, was
zu Diskrepanzen und einer Uberbewertung der Wirksamkeit von PSMs unter Laborbedingungen im Vergleich
zu Feldbedingungen fihren kann. Daher wird empfohlen, eine Kombination aus unléslichen Phosphorquellen
wie Phytin, Rohphosphat (RP) und Zinkphosphat (ZnP) zur Isolierung von phosphatlslichen Mikroorganismen
(PSMs) zu verwenden [22,23]. Dies liegt daran, dass sich die Verwendung einer einzigen Quelle wie
Tricalciumphosphat (TCP) als begrenzt erwiesen hat, da viele auf diese Weise ausgewéahlte Stamme
gegenuber anderen unldslichen Phosphorverbindungen und unter landwirtschaftlichen Bedingungen
unwirksam sind . Die Verwendung mehrerer nicht verfligbarer Phosphorquellen erhéht die Wahrscheinlichkeit,
eine vielféltige und wirksame Palette von PSMs zu isolieren, die besser fir unterschiedliche Bodenbedingungen
geeignet sind [24-26]. Obwohl Einzelinokulierungsmethoden, die PSMs und ZnSMs integrieren, bereits
umfassend untersucht wurden, testen diese Methoden normalerweise nur eine Art unldslicher P- und Zn-
Quelle [27-30]. Es liegen nur begrenzte Informationen tiber PSM- und ZnSM-Konsortien vor, die ebenfalls
getestet wurden, allerdings mit einer einzigen unléslichen P- und Zn-Quelle [31]. Daher kdnnte sich die
Verwendung von PSM- und ZnSM-Konsortien oder einzelnen Stémmen mit der Féhigkeit, mehrere unlésliche
P- und Zn-Quellen zu solubilisieren, als effektivere Strategie zur Behebung von P- und Zn-Mangel unter
landwirtschaftlichen Bedingungen erweisen [31].

Das Verstandnis der Populationsdichte von P- und Zn-solubilisierenden Mikroorganismen (PSMs und
ZnSMs) in verschiedenen Umgebungen ist fur die effektive Untersuchung dieser Mikroben von entscheidender
Bedeutung. So wurde beispielsweise gezeigt, dass Bodenbewirtschaftungspraktiken, einschlieflich
Bodenverbesserungsmittel, Zwischenfruchtanbau oder Fruchtwechsel, die Vielfalt und Haufigkeit von PSM
und ZnSM erh6hen [32,33]. Li et al. [34] berichteten, dass PSMs und ZnSMs in der Rhizosphére, in
Schittbdden, im Kompost und in Pflanzenwurzeln dichter besiedelt sind als in Sedimenten oder Gewassern.
Auch die Landnutzung spielt eine Rolle, da unbebaute Béden (z. B. Waldbdden) eine gréRere Vielfalt an
Mikroben beherbergen als landwirtschaftliche Béden, Griinlandbéden und Bergbaubdden [20,34].

Umgekehrt berichteten Fernandez et al. [35] , dass die PSM-Gemeinschaftsstruktur in kultivierten Boéden um
81 % hoher war als in naturlichen Bdden (z. B. Grasland), und stellten Unterschiede zwischen verschiedenen
kultivierten Béden fest. Dieser Unterschied war in kultivierten Béden unter Fruchtfolgesystemen (Leguminosen-
Weizen) im Vergleich zu Monokultursystemen besonders ausgepragt [3]. Im Gegensatz zu chemischen
Dungemitteln, die sich negativ auf die Bodengesundheit auswirken kénnen, gewinnen abfallbasierte
Dingemittel wie Wurmkompost und Kompost an Beliebtheit [36]. Diese abfallbasierten Dungemittel sind fur
ihre reiche mikrobielle Vielfalt bekannt, darunter Gattungen, die P und Zn solubilisieren kénnen [37-39].

Daher ging die vorliegende Forschung davon aus, dass das Screening von Mikroben aus verschiedenen
Umgebungen bei der Auswahl von Elite-PSMs und ZnSMs hilfreich sein wird.

Die vorliegende Studie stellt einen neuartigen Ansatz zur Isolierung von PSMs und ZnSMs vor.
Um dies zu erreichen, bestanden unsere Ziele darin, (1) PSMs und ZnSMs aus verschiedenen Umgebungen
zu isolieren , darunter solche mit unterschiedlicher Landnutzung, Fruchtfolgesystemen und
Bodenverbesserungen , und (2) PSMs und ZnSMs quantitativ und qualitativ zu untersuchen, die in der Lage
sind , verschiedene schwerldsliche P-Quellen (d. h. TCP, CaP und RP) und Zn-Quellen (d. h. ZnC, ZnO und
ZnP) zu solubilisieren . Diese nitzlichen Mikroben kénnen potenziell in der landwirtschaftlichen Biodiingung eingesetzt

2. Materialien und Methoden

2.1. Bodenprobenentnahme und Bodenverbesserung

Im Mai 2023 wurden Oberbodenproben (5-15 cm tief) vom Agricultural Research, Development,
and Education Center (ARDEC) der Colorado State University in Fort Collins, CO (40y36y36.9yy N
und 104y59y38.2yy W) entnommen. Laut der World Reference Base for Soil Resources (WRB) wird
Waldboden (FS) als Luvisol klassifiziert, landwirtschaftliche Béden, darunter Weizen-Gersten-Boden
(WBS), Mais-Sorghum-Boden (CSS) und Pintobohnen-Kuherbsen-Boden (PCS), werden als
Schwarzerde klassifiziert. Diese Proben wurden aus landwirtschaftlichen Béden unter verschiedenen
Fruchtfolgesystemen entnommen, darunter Weizen-Gersten-Boden (WBS), Mais-Sorghum-Boden
(CSS) und Pintobohnen-Kuherbsen-Boden (PCS). Zusatzlich wurden Oberbodenproben (5-15 cm
tief) aus einem unkultivierten Waldboden (FS) im Poudre Canyon am Greyrock Mountain in Fort
Collins, CO, entnommen. Eine einzelne zusammengesetzte Probe von jedem Standort (d. h. landwirtschaftlict



Machine Translated by Google

Appl. Microbiol. 2024, 4

1044

und unkultivierten Béden) wurde aus sechs Proben gewonnen, die zufallig gesammelt wurden und
dann homogenisiert. Die Studie umfasste auch eine Untersuchung von zwei Bodenverbesserungsmitteln:
reiner Wurmkompost-Dinger (WSA, UNCO Industries, Inc., Union Grove, WI,

USA) und pro Schaf- und Torfkompost (CSA, Permagreen Organics, Co., Arvada, CO,

USA), beide von kommerziellen Lieferanten gekauft. Alle gesammelten Proben wurden bei

4 yC bis weitere biologische Analysen zur Beurteilung ihrer Auswirkungen auf die Isolierung potenzieller

PSMs und ZnSMs unter Beriicksichtigung unterschiedlicher Bodenbewirtschaftungspraktiken. Die physikochemischen
Die Charakterisierung der Bodenproben und Bodenverbesserungsmittel (Tabelle 1) erfolgte mit
Die folgenden Methoden: ein 1:1 Boden-Wasser-Verhéltnis fir die pH-Messung, die DTPA-extrahierbare
Zn-Methode zur Zinkanalyse, Glihverlustmethode zur Bestimmung organischer Stoffe,

und die Menlich-3-Methode zur Phosphorbestimmung. Diese Analysen wurden von Ward durchgefiihrt.

Die Umwandlung von Phosphor in eine Form, die zuganglich ist

fur Pflanzen wird maf3geblich von den Bodeneigenschaften beeinflusst, insbesondere vom pH-Wert und Eisengehalt. Diese
Faktoren beeinflussen die Verfugbarkeit von Phosphor durch die Bildung l6slicher oder unléslicher Komplexe.
Isolierung effektiver phosphorléslicher Mikroorganismen (PSMs) ist es von entscheidender Bedeutung,
Wahlen Sie Substrate, die diese natiirlichen Bodenbedingungen genau nachahmen. Dieser Ansatz stellt sicher
dass die isolierten Mikroorganismen nicht nur unter Laborbedingungen wirksam sind, sondern

kdnnen auBerdem die Phosphorverfligbarkeit in zahlreichen landwirtschaftlichen Umgebungen erhéhen.
Daher wurde unsere Substratauswahl von diesen Uberlegungen geleitet, um die praktische

Anwendbarkeit der isolierten PSMs.

Tabelle 1. Physikochemische Eigenschaften der zur Isolierung von PSMs und ZnSMs ausgewéhlten Umgebungen.

Parameter FS Css PCS WBS CSA WSA
e ces Badens 7.1 8,3 8.6 8.4 8,9 7.2
15 91 73 65 1746 786

Verfiigbares P (mg kgy1 )
1,62 146 1,83 1,36 1335 119.9

4.3 2.7 2.6 3.0 19.2 43,5

Verfugbares Zn (mg kgy1)
Organische Substanz (%)

FS: Waldboden; CCS: Mais-Mais-Boden; PCS: Pintobohnen-Augenbohnen; WBS: Weizen-Gersten-Boden; CSA: Kompost-
Bodenverbesserung ; WSA: Wurmkompost-Bodenverbesserung.

2.2. Vorabprifung und Isolierung von PSMs und ZnSMs

Fur die Isolierung von PSMs und ZnSMs im Mai 2023 1 g jedes Bodens oder Zusatzes
Die Probe wurde in 9 ml steriler 0,85%iger Kochsalzlésung homogenisiert, gefolgt von einer 10-fachen seriellen
Verdiinnung (10y1 bis 10y10) nach einer modifizierten Methode [40]. Die resultierenden Suspensionen wurden
in dreifacher Ausfertigung auf Plate Count Agar (PCA, EM Industries, Inc., Darmstadt, Deutschland) ausplattiert
und Uber Nacht bei 30 °C inkubiert, um die Verdinnung zu ermitteln, aus der es mdglich war,

Zahlen Sie koloniebildende Einheiten (CFUs) fur weitere Studien.

Fir PSMs wird ein 100-ml-Aliquot der Serienverdiinnung mit der Anzahl lebender Kolonien jedes
Suspension wurde auf dem Phosphat des National Botanical Research Institute (NBRIP) verteilt
Medium Agar [41] erganzt mit y-Tricalciumphosphat (y-TCP) (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA), Calciumphytat (CaP) (TCI America, Portland, OR, USA) oder Gestein

Phosphat (RP). Das NBRIP-Medium fiir RP wurde durch Zugabe von Bromphenolblau modifiziert.
Farbstoff in der von Li et al. [42] angegebenen Konzentration zur Verbesserung der Visualisierung. Nach sieben
Tage Inkubation bei 30 yC, PSMs mit klaren Halos (d. h. fur y-TCP und CaP) oder gelben Halos

(d. h. for RP) wurden durch finfmaliges Ausstreichen auf NBRIP-Medienplatten gereinigt, um reine
Stamme. Die gereinigten Stamme wurden bei y80 yC in Kartoffeldextrosebriihe (PDB, Difco

Laboratories, Sparks, MD, USA) erganzt mit 50% (v/v) Glycerin (Sigma-Aldrich,

MO) zur weiteren Analyse.

Ebenso wurde ein 100 mL Aliquot der Serienverdinnung mit der Anzahl lebender Kolonien
evaluiert fir ZnSMs auf modifiziertem Pikovskaya-Medium [41] erganzt mit 0,1%

ZnO (Spectrum Chemical MFG, New Brunswick, NJ, USA), ZnP (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) oder ZnC (MP Biomedicals, LLC, Solon, OH, USA). Modifizierte Pikovskaya
Das Medium wird als das effizienteste Medium fir das Screening von ZnSMs angesehen [29] .

Auf ZnSMs wurde die gleiche Speichermethode wie fir PSMs angewendet.
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2.3. Taxonomische Charakterisierung isolierter Stamme

Im Juni 2023 wurden wahrend der Voruntersuchung insgesamt 25 Isolate aus verschiedenen
Umgebungen gewonnen, die entweder P- oder Zn-solubilisierende Eigenschaften aufwiesen. Unter diesen
Isolaten wurden 7 Bakterienstdmme durch 16S-rDNA-Analyse identifiziert, wahrend 18 Pilzstdmme einer ITS-
rDNA-Gensequenzanalyse unterzogen wurden. Zur ldentifizierung der Bakterien und Pilze wurden einzelne
Kolonien jedes Stammes auf PDA-Platten aufgebracht und iber Nacht bei 30 °C inkubiert , um frische Kulturen
zu erhalten. AnschlieRend wurden die PDA-Platten zur DNA-Extraktion und -Analyse verschickt, wobei die
Sanger-DNA-Sequenzierungsdienste von Azenta Life Sciences-Genewiz, Inc. (South Plainfield, NJ, USA)
genutzt wurden.

2.4. Abschliel3ende Prifung von PSMs und

ZnSMs Das experimentelle Verfahren folgte genau dem der Vorpriifung, mit der Ausnahme, dass nur
Stamme, die in verschiedenen P- und Zn-Medien durchweg gute Ergebnisse zeigten, fiir die weitere Analyse
ausgewahlt wurden. Von den anfanglich 25 Stammen, die bei der Vorprifung isoliert wurden, wurden
insgesamt sechs Stamme fir die weitere Analyse zuriickbehalten. Diese sechs Stamme wurden zusétzlichen
Tests in festem und flissigem NBRIP und modifiziertem Pikovskaya-Medium unterzogen, um diejenigen zu
identifizieren , die in der Lage sind, zwei oder mehr unlésliche P- und Zn-Quellen zu solubilisieren.

Die qualitative Abschatzung der P- und Zn-Solubilisierung durch die Bakterienisolate umfasste die
Inokulation von 10 pl einer logarithmischen Bakterienkultur (Inokulum eingestellt auf eine optische Dichte
(OD)600 = 0,4 — 2,9 x 108 KBE /mL ) in die Mitte von NBRIP und modifiziertem Pikovskaya-Medium,
wobei die gleichen Bedingungen wie im Vorscreening-Experiment eingehalten wurden. Zur qualitativen
Abschatzung der P- und Zn-Solubilisierung durch Pilzisolate wurde eine 7-mm-Scheibe in die Mitte von
NBRIP und modifiziertem Pikovskaya-Medium inokuliert. Nicht inokuliertes NBRIP und modifiziertes
Pikovskaya- Medium dienten als Kontrollen. Die P-Solubilisierungseffizienz und die Zn-
Solubilisierungseffizienz wurden nach der von Nguyen et al. [43] beschriebenen Standardformel berechnet .

Zur quantitativen Bestimmung der P- und Zn-Solubilisierung durch Bakterienisolate wurden 10 ml NBRIP
und modifizierte Pikovskaya-Brihe (d. h. durch Ersetzen von y-TCP durch Zn-Quellen) mit 100 pl einer
Bakterienkultur in der Log-Phase beimpft [41]. Diese Kulturen wurden sieben Tage lang bei 30 °C in einem
Inkubator-Schiittler bei 200 U/min aufbewahrt . Zur quantitativen Bestimmung der P- und Zn-Solubilisierung
durch Pilzisolate wurde die von Mittal et al. [44] beschriebene Methode angewendet. Kurz gesagt wurde eine
7-mm-Scheibe mit 10 ml NBRIP und modifizierter Pikovskaya-Brithe beimpft. Nach der Inkubation wurde das
Uberstand durch Zentrifugation bei 10.000 U/min fiir 5 Minuten erhalten und mit Whatman 1-Filterpapier
gefiltert [44]. AnschlieRend wurde der Grad der Phosphor-Solubilisierung mit einer modifizierten Ascorbinsaure-
Methode bei 882 nm [40,45] bestimmt und der pH-Wert mit einem pH-Meter (HQ40d-Multimeter, Hach,
Loveland, CO, USA) gemessen. Die Zink-Solubilisierung wurde von Ward Laboratories, Inc. (Kearney, NE,
USA) analysiert.

2.5. Statistische Analyse Ein

phylogenetischer Baum wurde mithilfe der Mega-Software Version 11 mithilfe der Neighbor-Joining-Methode mit 100 Bootstrap-
Replikaten erstellt. Der phylogenetische Baum wurde mithilfe des ggtree-Pakets [46] visualisiert . Die Daten wurden mithilfe von
RStudio Team 2023 Version 4.2.3 (PBC, Boston, MA, USA) analysiert. Es wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefiihrt, gefolgt von einem post-hoc Tukey-HSD-Test. Unterschiede wurden bei p < 0,05 als signifikant angesehen.
Modellannahmen, einschlielich der Homogenitét der Varianz und der Normalitat der Residuen, wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-
Tests und Homoskedastizitat mithilfe des Levene-Tests bewertet. Daten, die die Annahmen nicht erflilliten (d. h. p < 0,05), wurden
mithilfe von sqrt- oder logarithmischen Transformationen transformiert . Zusétzlich wurden Korrelationen zwischen pH-Anderungen
und P- oder Zn-Solubilisierung in den Brihen mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson (p < 0,05) fir normalverteilte Datensatze

getestet. Fur nicht normalverteilte Daten wurden die Korrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet.
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Datensatze. Fur nicht normalverteilte Daten wurden Spearmans Korrelationskoeffizienten berechnet.
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Badrmaiesserunas mitainjephedwHidgsHtEeROBRatE fazadyanenr agydenaeas eiemprBlRbHB s frsripntazs
URdSRsReraaReHeTRdUCENl AM B30 2l INRIIeRSEEIS B M Absher eiaiesds utirbBdaR A A PriarYgsaasserungsmitteln isoliert wurd
BodrRAVREPESSRRINGRIN el Yot EBlienverbesserungsmitteln.



Machine Translated by Google

44, ZUR PEERRIAEMUNG Appl. Microbiol. 2024, 4 ° 1047

Pseudomonas entomophila L48: 108

Pseudomonas koreensisPs 9-14: 2.

Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162: 3.

" WBS: 6
Bacteria: 78 £y sarium longifundum: 3I
Pseudomonas nitroreducens |AM 1439: 118 pCS: 3
Cultivated soil: 14
Mucor circinelloides: 2 l
/ 5 r WSA: 6
Microorganisms: 25 Fusarium circinatum: 2.
Purpureacillium lilacinum: 1
FUI"IgiZ 18 CSS: 5 _
Fusarium fujikuroi: 1 1 Soil amendments: 10

Galactomyces pseudocandidus: 11

Neocosmospora rubicola: 1

CSA: 4I

Penicillium hordei: 3 I

Aspergillus awamori: 2

Circinella chinensis: 118
Penicillium chalabudae: 11 FS: 1 Uncultivated soil: 1m

Abbildung 2. Sankey-Diagramim, 425 de Rl g Bl el 3 aA LaRia R AN S BASRHIG YRIARRS OIS ung veranschauiicht,
Der Durchmesser der Linjgn 5t BroRottiona! 21 AQza0) S85 &iNZIgIgs 10 6L geMRIN SR G B IRLMS: SigAYS IRARS9&Ter isoliert werden
sechs verschiedenen Umdetratgendsaligrdenerde mgabB e siddi-Beizteit-BoterB RIES: AGAtdhiolohenadtfidrybeerBiadien, WS Wurm

Bodenverbesserungsmittel fur Giel3ereien, CSS: Mais-Sorghum-Erde, CSA: Kompost-Bodenverbesserungsmittel und FS: Walderde.
Wurmkot-Bodenverbesserung, CSS: Mais-Sorghum-Erde, CSA: Kompost-Bodenverbesserung und FS: Walderde.

Die phylogenetische Analyse ergab auch zwei Aspergillus awamori-Stamme und zwei Mucor
circinelloides-Stamme mit 100% Bootstrap-Unterstiitzung (Abbildung 1). Ahnliche Bootstrap-Werte wurden
Die phylogenetischB?&ﬁXY&ééEé‘UﬁEu‘%ﬂé/%ﬁPﬁﬁEPﬂgﬁEFdﬂ%@%%H%‘i’éﬁ%rﬁ@mm‘%wgm&'éﬁ?@HEﬂw'&ﬂﬂH&?dum beobachtet.
_Stamme mit 100 % Bootdt AP URRLAAAS, PAAGIEM SIS BeRAlwaLRREISISIEMME S e Kiade mita@ierabighkeit, mit
circinatum und fir drei StEMTe SaY Fad G R RS SR IB RS M 4000 BRA IR BRI iz 4Rg- Insgesamt
18 Pilzstamme wurden in 11 verschiedene Arten eingeteilt, was ihre Assoziationen widerspiegelt
-Stamme ebenfalls eine Kiage; it 56X Ngishsihgumhe 86 BUIMERGIDS. RISHBSHeRIREKRgSTIIRRD S0VBARSH 3Purpureocillium
Unterstitzung bildeten. Infigesgamhwirdedidied BaRitzisténsizevinidevessiseldibeglisHeukdbegiisienh esse ineghssit@tiswiert.
mit ihren jeweiligen UmgeblsgéiunidrsgiyadmpifuagriyimuikurabrErlastanmypseginsetidacandidiipuaddir@cosmospora
lilacinum und Circinella cHiHBIFG@ AV AUERANIR LB fo AKEIRD RRLRRRARNGgs MRS BB eNEBRIABRMCILL M, Ahalabudae nur

lonaifund ium in unI_(u(I_Jtivlierten Bdden na%hgewide_sen. Im Gegensatz dazu sind Mucor circinelloides, Fusarium circinatum und
ongifundum, Fusarium ujfkéjr{l%lﬂlun%i ﬁ‘SFSgP Cueraé)ggyvoﬂfsgﬂs Eggénverbesserungsmitteln als auch aus kultivierten Béden isoliert.
Diese Studie beleuchtet die Verbreitung von PSMs und ZnSMs in verschiedenen Umgebungen.
und Neocosmospora rubjgoif il B SssBESR ihddetibvicsite BdaR aRhaaw@2m) ViR enicilum haufiger in
chalabudae wurde nur inunkukividriendstBedaraCiwagwiaseyewie Seeg enseiziditiiomard 8 dtieroistidiinktoldse imr\dengteion PSMs
Fusarium circinatum undvRemwierlimBiateieinit (Betnesdefaint s (Rodeny SRS {4 B %Y simitt€ld Ssbéetiadhtatich ZnSMs
kultivierte Boden. (36 %), im Gegensatz zu Leguminosen-Fruchtfolgen wie PCS (21 %).
) ) Von den 15 Bakterien- und Pilzarten zeiqten_G die Fahigkeit zur Solubilisier n%
Diese Studie beleuchtet die V _,rbregunlg von PSJVIS unc(ngn Ms in ve schaadenen U 3% un%er] und FEIgI, ,(gas
o o ) mehrere unlosliche P- und/oder Zn-Quellen. Insbesondere Pseu onas plecoglossicida NBRC 103162
sie in kultivierten Boden Q8 iB)ic-RePS R IRSSSAIYERCRAASS-F0:tR M ANART EXBr KRB IIRINAIS FE HBKHHMATLP R ROHR T longifun-
(4 %). Unter den kultivierten Boden wurde die héchste Haufigkeit von PSMs und ZnSMs in Boden mit Getreidefruchtfolgen
wie WBS (43 %) beobachtet.
und CSS (36 %), im Gegensatz zu Leguminosen-Fruchtfolgen wie PCS (21 %).

Unter den 15 Bakterien- und Pilzarten zeigten 6 die Fahigkeit, mitl nsibl P ndr Zn srcs zu solubilisieren. Ntbl Psdmns
Iclsscd NBRC 103162



Machine TranslatesleRydxoo@leme, die bei der ersten Untersuchung eine Solubilisierung mehrerer unléslicher P- und/oder Zn-
Quellen zeigten (Abbildung 3), wurden einer weiteren Untersuchung unterzogen, um ihre Fahigkeit zur Solubilisierung
aller getesteten unléslichen P- und Zn-Quellen in NBRIP und modifiziertem Pikovskaya-Medium zu beurteilen.

Appl. Microﬁ’iﬂal?tgaﬁntersuchungen zeigten, dass Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162, Aspergillus awamori und Penicillum 1048

hordei alle drei getesteten unléslichen P-Quellen mit unterschiedlicher Effizienz solubilisierten (Abbildung 4). Penicillum

hordei zeigte eine hohe Effizienz bei der RP-Solubilisierung, wahrend Pseudomonas plecoglossicida NBRC bei der CaP-
dum solubilisierte unter den Pilzstdmmen zwei oder drei unldsliche Zn-Quellen (Abbildung 3).

Mineralisierung hervorragig Baide G amm S A e AR G ML AR OIS R LAl RInSs AGRUghe Y-TCP-
Solubilisierung. Insbesong@shRuassikAz iIngundimhkdnalenaininiersnresipafiRartrpladss digimi: Spkiiligiatngcreening
sein, obwohl es die beidenterdgeenuye testEtaimd AidS athislis R rQusitdigketensoiteb lisieremilomaler unldslichen P- und Zn-Quellen zu bewerten.

Zn-Quellen.
Pseudomonas entomophila L48: 118

Pseudomonas koreensis Ps 9-14: 2 .

Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162: 3. I
CaP: 4

eocosmospora rubicola: 11
Bacteria: 7
Purpureocillium lilacinum: 188 B-TCP: 6 P media: 14
Pseudomonas nitroreducens 1AM 1439: 118
Penicillium chalabudae: 1M RP: 4I

Circinella chinensis: 1

Microorganisms: 25
Aspergillus awamori: 2 l

Fungi: 18 Penicillium hordei: 3.
Muceor circinelloides: 2} e 4I
Fusarium fujikuroi : 118 :
ZnC: 3. Zn media: 11

Fusarium longifundum: 3 I

Fusarium circinatum: 2 [

Galactomyces pseudocandidus : 11l

Abbildung 3. Sankey-Ploxbiauramgns dearikey Prat ke i UndsBaktaneaisclrierilt jadaB dastrmisiatseaydigbin Knoten veranschaulicht.
basierend auf ihrer FahigkeitrSanidedniPy wifsern wahbesd desretsidriSs reennos cRenPyshDwsber caneiyendmsiameaufst

proportional zur Anzahl einzigentight edeigsetiyEnseiaeyisnbartenSiinolie et dams cnsardéslisbensQuidisic mo @uidisat

CaP: Calciumphytat, CalcRmyphytatciumpRogphatak RnRdtgspbet hRP ZRo rhGsqithaf 30 ZArEakid, ZnC: Zn

Carbonat und ZnP: Zn-Pregptminat und ZnP: Zn-Phosphat.

3.2. Screening von PSMs und ZnSMs mit mehreren nicht verfligbaren P- und Zn-Quellen

Die sechs Stamme, die mehrere unldsliche P- und/oder Zn-Quellen solubilisieren
im ersten Screening (Abbildung 3) wurden einer weiteren Bewertung unterzogen, um ihre Féhigkeit zu beurteilen
zur Solubilisierung aller getesteten unléslichen P- und Zn-Quellen in NBRIP und modifiziertem Pikovskaya
Medien. Plattenuntersuchungen zeigten, dass Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162, Aspergillus
awamori und Penicillum hordei solubilisierten alle drei getesteten unlgslichen P-Quellen mit unterschiedlichem
Effizienz (Abbildung 4). Penicillum hordei zeigte eine hohe Effizienz bei der RP-Solubilisierung, wahrend
Pseudomonas plecoglossicida NBRC war hervorragend bei der CaP-Mineralisierung. Beide Stamme, zusammen mit
Aspergillus awamori zeigte eine &hnliche y-TCP-Solubilisierung. Insbesondere Fusarium longifundum

kénnte ein vielversprechendes Isolat fir die RP-Solubilisierung sein, obwohl es nicht in der Lage war,
Die anderen beiden getesteten unldslichen P-Quellen waren.
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Die Ergebnisse stellen den Mlttelwert von drel Replikaten dar wobe| die Fehlerbalken die Standardfehler darstellen
(n = 3). Die unterschiedlichen Kleinbuchstaben Uiber den Spalten zeigen einen signifikanten Unterschied an (p < 0,05).

Formation. gemal dem ANOVA-Test, gefolgt von Tukeys HSD-Test. Die Daten fir RP wurden mit quadratischen
Wourzeltransformation.

i EraRhiR drs ZnSabinrmnasesis igiem, drss Asqrsg)lives anmest Raidinm
W%u%%&%ﬂ%@%@%ﬂlmm@@%@%ﬂmﬁmm fillig8yvamori, Penicillum
Renisiivenigerdeliors i eReipEpidsraliaiiosn it A A RaiR S pZARcRei e Ryellen (Abbildung 5).

ZStRIM WahERN MBS S RBRG IR AGRERR M AR R ARSI BE R PDs, Bffizienz fur ZnP
Pseudomonas plet siREPRENES 892605 Eite BapICHHM horighiisiea0ribsgoterias . ZnO effizient. Insbeso

RS RAFIR WS PR 1SS fo AR MRS RS R RS USRI e P QU RURE LSRR RS

Dies weist auf die Fahigkeit hin, verschiedene unlésliche P-Quellen zu solubilisieren.
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Strains &

mmz%ﬁé%%@#ﬁ%mﬁ%ﬁ%%@i uI f%%mhmmﬁ%ner Pikovskaya. Mittel

) gl Lgetelyi

m&%ﬁﬁgé A @fﬁ‘? %ﬁmﬁg d gf)_héir darstellen (n = 3). Die verschiedenen
dgeéf&a%ﬁﬁgmp&%“ﬁ@?é?@%@ﬁﬁf m@wm@mwmﬁa l LSRR

e WMR%H%}%WWWWWMW mit der Quadratwurzel und dem Logarithmus normalisiert.

Transformationen vor der ANOVA-Analyse.
33%'S&g%%%%@m@m@ﬁmmwmﬂmﬁndemngen o
fﬁ’ﬁﬁ%’%Wﬁﬁ%ﬁ?ﬂ@%ﬁ@é@%@@%@éﬁﬁﬁ%@%ﬂ?f%@ﬁmaichen P-

Quellen zeigten.

Isse reprasentieren

der inokulierte Stamm. Aspergillus awamori, Fusarium circinatum, Fusarium longifundum und
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und-der inokutierteStamm. Aspergittus awarort, FusarionT circimatar, FusarionT fongifurnduon,
und Mucor circinelloides zeigten signifikante Solubilisierungs- und Mineralisierungsfahigkeiten in NBRIP-Briihen, die y-
TCP, CaP und RP enthipitennbrafSeHigsaiidienteslle (Abbildung Mucor circinelloides zeigte signifikante Solubilisierungs-
6). Bemerkenswerterweiss, zsigte,NIRgs eliginaloiden die s or HERALRS QAKIGEIF TR INNBRYNBidRBisde V-
NBRIP-Briihen, die y-HiehhdehBtebRIAtrHtiolicm e imnpP/eigiesRi pus fipetiolle mit log2-fachem Mucor circinelloides
Veranderungen von 3fnd Ribanifickein, GeuansritcHaa keigtasl & eiclipHovitwad Rsgedoroaray . tig, y-TCP, CaP
plecoglossicida NBRCG&gdfzakoaatenieneiihire sitieiniisiihentiQuelirisaidhiisipresdglobsicrid BRE,9). Im
und y-TCP) im VEgEsehkaumkeo jevedlids wasahte beigidictte PaDigheitsalubitisisngrbastéitigtaP bzw. y-TCP).
verschiedene unloslichegrlictienmnitiieder Kontrolle, was ihre begrenzte Fahigkeit bestéatigt, verschiedene unlésliche

P-Quellen.
(32 (b) (e)
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Abbildung 6. Konzentrationdgelt')sten Phosphors fiir sechs ausgewahlte Stdmme und die Kontrolle in NBRIP-Briihe enthalten
X N . _ . Abbil un%6. Konzentration geldsten Phosphors fiir sechs ausgewahlte Stdmme und die Kontrolle in NBRIP-Briihe enthalten
ing (a) y-TCP: y-Tricalciumphosphat, (b) CaP: Calciumphytat und Pc) RP: Rohphosphat nach (a) y-TCP: y-Tricalciumphosphat,

sieben Tage Inkubatior@b%agfg%%lﬁligg]ep srw?énuﬂgr{%iﬁaw%%h@gr? %‘r)g?ﬁg%ﬁ?aten dar, mit Fehlerbalken sieben Tage
Standardfehler (n = 3) {ation. i freebainssiRicdRkAsAVItRIMEE Y BB S aER eikrisr A e mitifeh'eaalERifehler (n =
signifikanter Unterschisd garste!ss). IRig ANerspedichefolgeintirapendberden Spalten zeigen einen

signifikanter Unterschied (p < 0,05) laut ANOVA-Test, gefolgt von Tukeys HSD-Test.

Die beobachtete P-Solubilisierung fiel mit e!qgr pH—Vgrsch!ebgng in den sauren Ber(_eich zusammen nagh Die
sieben Tage Inkubation (TabBE RIS PeRQBIiSIFELAdIE L hosr SERRIHUSRING INASn SREH PeEFhcsmen nach
Reduktion fur y-TEEEIEAPH F s ipe tylerereASP REHIONES GRS WY 3 und y1,0 log2-fach
; 'Reduktion fir X-T_CP, CaP und RP im Veﬁﬂlﬁ'(ﬁh zur'Kontrolle” (yO 5,,2/0,3 und y1,0 log2-fach
Anderungen bzw.). Dieser Stamm wies dén niedrigsten pH-Wert zusammen niit hohen Konzentrationen von I3slichem P

koénnte, was auf die Pr%tcjifﬂl%%%?/Ltj)fndtljerg%rr%gghg?%ggpeoﬁﬁg%sg g?lrsc ahuergeunq}deckfe {Erﬂg'r?ggnqgaﬁi'(\)ﬂr? \d/gann (?s é%%trw 1'50n von loslichem P hindeuten
indeuten konnt
Versauerung. Korrelatponcsigﬁaﬁyse% un?ermauerten diese Beziehung zwischen dem pH-Wert und der Versauerung des
. Mediums. g_rrelationsana ysen unterrir]a,uerten diese Beziehun% zwischen gem H-Wert und der Versauerung des Mediums.
pH- Abnahme in den Bruhen und die Zunahme der P-Solubilisierung. Negative Korrelationen wurden beobachtet. pH-
. . _Abnahme in den Bruhen und die Zunahme der P;Solubilisierung. Negative Korrelationen wurden beobachtet.
diente fur NBRIP-Briihen mit y-TCP (r = y0,71; p < 0,001) und RP (r = y0,94; p < beobachtéet fur NBRIP-Brihen mit y-TCP
r=y0,71; p <0,001) und RP (r = y0,94; .
0,0001) geméaR dem nichtparametrischen KorrelationsteSt nach Spearman. Allerdings wurde fir CaP gemaB Pearson L
. eine nichtsignifikante Korrelation (r = y0,38; p > 0,05 ) beobachtet. Gemé&R Pearson wurde jedoch eine nichtsignifikante
Korrelation (r = §0,38; p > 0,05) beobachtet. GemaR Pearson wurde jedoch’ eine nichtsignifikante Korrelation (r = y0,38;
lationstest p > 0,05) beobachtet.

Korrelationstest.

Tabelle 2. Mitterer pHlig f1es NGRIEREY PrPiATT 35168 R ALK RZER S IIBRCFRG SR RIBSAPARY RYEH G488 s ausgewahiten Stamme.

Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Fehlerstandard (n = 3). Die unterschiedlichen Buchstaben in denqgi!eichen Spalten bedeuten Signifikanz. o
Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Fehlerstandard (n = 3). Die unterschiedlichen Buchstaben in den gleichen Spalten bedeuten Signifikanz.

signifikanter Unterschied (p < 0,05) laut ANOVA-Test, gefolgt von Tukeys HSD-Test.
signifikanter Unterschied (p < 0,05) laut ANOVA-Test, gefolgt von Tukeys HSD-Test.

Daalkal RP
Stamme yTer §-TCP o Deckel RP
Stamme pH pH pH
Aspergill \d Asporgills 530+007d PH 601+003°C PHi1+005°C PH
longifundum 5,25 + 0,02 Mmcwﬂ%aﬁgﬁgggéggggmﬁaﬁgggé)gfsgrfﬁr?g%rz +0,03d ﬁ,’@é‘ "_t @,’pg d ¢ 5,11+0,05 ¢
4,87 + 0,03 Penicillum hordei 6,37 + 0,01 b 5,88 + 0,08 b b Penicillum5v7§ £0,04 DioptrigﬁsA + 49)% + O,D].G D 4,65+ 0,12 D

hordei 5,88 + 0,08 Pseudomonas plecoglossicida NBRC
D 5,78 £ 0,04 4,52 +0,16 D
5,?1 +0,08e

d369+013e
551+0,08 ! 369+013b ¢
be,37 &9 £ 0.09b 6,27 + 0,09
d514+0,02 d5,:83+0,02 509+001 ¢©

103162
Steuerung 6,77+0,14 A 6,75+0,07 A 753+0,16 A
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Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 5,14 £ 0,02 Dioptrien 583+0,02d5,09 + 001 c
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Kontrolle 6,77+014a 6,75+0,07a 753+016a

Unter den sechs Stammen, die auf ihre Fahigkeit, alle getesteten unldslichen Zn zu solubilisieren, untersuch
wurden Unter den sechs Stammen, die auf ihre Fahigkett, alle getesteten unloslichen Zn zu solubilisieren, untersucht wurden

Quellen: Aspergillus awamon Fusarium circinatum und Fusarium longifundum nachgewiesen. Quellen:
Aspergillis awamori, Fusarium circinatum und Fusarium longifuhdum nachgewiesen

Fahigkeit, alle van "ﬁﬁﬂ@kéﬁ’duaﬂé'%ﬂ ﬁﬁH@W'ﬁ'ﬂPs@ldﬁ“%lgl%??'ﬂmmds?f%ﬂ@plﬁi@&@m%ﬂammen ist Aspergillus awamori

zeigte die hochste ZnC- und ZnO -Solubilisierung im Vergleich zur Kontrolle und wies eine zelgte die hochste

nO-Solubilisierung im Vergleich zur Kontrolle und wie
2,1 bzw. 3,0 log2- fac%le Veran erung. Mucor C|r0|%e||0|de waes (Z:IEJe hochste bzw. 3,0 fo ?ache Veranderung

ot circinelloides wies die hochste
héchste Fahigkeit zurlgoMH%sEerung von Znin u?’nen m(it %no und ZnP im Vergleich zur Kontrolle, Fahigkeit

mit log2-fachen Andern%%'r‘#Q'c')'ﬁ"?rH’qu""%“ |ns%£:%%%’&g?é ARSI AR5, 4 Verpleieh gy Kol mi

Monas plecoglossmld dfg /% trlzn\fv d%sr esonder gmcllﬂusrglngr eialrjnrﬁjgss?g?{“n{}o pp
Fecoglosa 162 ware mc t|n age, me| n zu solubilisiere éjls cﬁ'e Kontrollgruppe.
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Abbildung 7. Solubilisierte Zn-Konzentration fiir die sechs ausgewahlten Stamme und die Kontrolle in modifizierter

Pikovskaya-Briihe, dif PO F-K0PERAIALPR HISS ARWRIE N Er Aip SeehshBesAgVEHiligR Stamme und die Kontrolle in modifiziertem

Die Ergebnisse stelleP hea\wsikayarBitis heiemtadltdalgén G Zivisatiboaad tdKed BiosEruixétiemnd (¢) ZnP: Zn-Phosphat.
darstellen (n = 3). DiinErseiielichendlleintechmitsinéhevcien pateplieigen dnifising diotFesihissksieen(die Gemdardfehler darstellen
gemals ANOVA-Test, gefolgt pop JHie hie@idiesh RisifteRdE I unErdsavapdreAYAY AV EAMI S RHHR &N Unterschied an (p < 0,05).

Transformationen nomé%%?fdem ANOVA-Test, gefolgt von Tukeys HSD-Test. Die Daten fiir ZnO wurden mit log normalisiert

Transformationen vor der ANOVA-Analyse.
Die Zn-Solubilisierung ging mit einer deutlichen Verschiebung des pH-Werts in den sauren Bereich nach

sieben Tagen Inkubaton e, Tabell 3), MyRgr Siaeliag aag'n T S

signifikanter pH Abfaslh%ﬁrz und leéligi % l@ %gntrollﬁ un§1!¥ 7Io Zfa({!%rgl?er |c|£nach
Veranderungen)SIQn '_W% %m@é %2{1 15 rgI ! ?ﬁ%nﬁoH'ét@B 1 und y0,7 log2-fach

im Vergleich zur Kontrollbehandlung (yO 1 lo 2 -fache Veranderun ) Dlese Stamme zelgten die Veranderungen

héchste Konzentrafifi'sh % ﬁ”‘ﬁ%ﬁ“ﬁﬂ; 8@ @s\fEH fB d%" r%I
zur Kontr ung nahelegen konnte (y og2-fache Veran erung). Diese Stamme présentierten die
Produktion organischer Sauren und anschlleGende Versauerung des Medlums Korrelatlonsana se weiter

hdchste Konzentration an |6slichem Zn zusammen mit dem niedrigsten ert, was darauf hindeuten kénnte
unterstitzte die inverse Beziehung zwischen dem pH-Abfall in den Bruhen und der Menhge al organlsche

uktion und der anschlieRen Medienyers. ueru Korrelatjonsanalyse weiter
von léslichem Zn, Wcﬁ)el nggagl ‘gorre atl%nen ur l|e mo ?Elerten B\{(OVS ‘hen entl qt 'Xﬁ

loslichem Zn , wobel Fegatve %'rerél‘a"t%ﬁSnBﬁfr"éh“%é"%"zﬁ%'r‘t%’ﬁ ‘i?>e&£’vsé1t§/%ahg‘ fedshBrunen und cer Menge

ing zum nichtparameyischen KartpIREonStesl PSR = 0,60; p < 0,01) und ZnP (r = §0,93; p < 0,0001) gemaR
Tabelle 3. Mittlerer pH»We?rHEE' HISMEQ\EWEEQQ}%Fﬁﬂé@%@&?&‘?ﬁ&%ﬁkﬁﬂﬁﬂmﬁ&em der sechs ausgewahlten Stamme.

Die Daten stellen Mittelwert + Fehlerstandard dar (n = 3). Die unterschiedlichen Buchstaben in denselben Spalten bedeuten einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05) gerhatbedhe BidMittiese ppblstVertrdesymastificierten Pikovskaya-Briihe nach sieben Tagen Inkubation mit jedem der

sechs ausgewahlte Stamme. Die Daten reprasentieren Mittelwert + Fehlerstandard (n = 3). Die verschiedenen Buchstaben in derselben

Spalten bezeichnen signifikante Unterschiede (p < OQ@_geméB dem ANOVA-Test, gefolgt von Tukeys

Pebitamme .
pH pH-Wert pH-Wert
Aspergillus awamori 6,77+0,02b 6,73 + (Zihkodl1 + 0,06 ¢ znP
Stamme
pH pH pH

Aspergillus awamori b 6,77 £ 0,02 673+007 5,11 + 0,06 Dioptrier?
Fusarium circinatum 7,16 +0,14 A b 7,06 +0,03b 4,71+ 0,11 5,00
Fusarium longifundum 7,18+0,04 ~ 7,01+ 0,00 d +0,06440+ ©
Mucor circinelloides 7,18 +0,05 A +0,06 b 6,867498 0,01b t
Penicillum hordei 7,26 £0,04 A 0,09 5,96 + 0,09
Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 7,22+0,06 * b 6,99 £ 0,08 6,74+0,06 *
Kontrolle 7,29+0,056 A 7,26 + 0,05 A 6,94+0,09 A
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4. Diskussion

Angesichts der vielfaltigen chemischen Zusammensetzung von Béden ist die Verwendung von y-
TCP als universelle unlésliche P-Quelle zur Isolierung von PSMs nicht zuverlassig [24]. Daher wurden
verschiedene unlésliche P- Quellen (y-TCP, CaP und RP) oder Zn-Quellen (ZnC, ZnO und ZnP) verwendet,
um wahrend der ersten Untersuchung in Medien 25 Bakterien- und Pilzstamme mit entweder P- oder Zn-
solubilisierenden Fahigkeiten zu isolieren . Unter den 25 isolierten mikrobiellen Stammen wurde festgestellt,
dass 6 Stamme der Gattungen Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillum und Pseudomonas die Fahigkeit
besitzen, mehrere unldsliche P- und/oder Zn-Quellen in Medien zu solubilisieren. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit friheren Studien, in denen Mikroben der Gattungen Aspergillus, Penicillum und
Pseudomonas als dominante PSMs und ZnSMs in landwirtschaftlichen Boden festgestellt wurden [32—-34,44,47-52].

Um ein effektives Verfahren zur Auswahl von PSMs und ZnSMs zu etablieren, wurden die sechs
Arten aus der ersten Untersuchung unter verschiedenen Bedingungen an allen unléslichen P- und Zn-
Quellen getestet . Dabei zeigten sich Unterschiede zwischen den Medien und den Brithen. Mucor
circinelloides, Fusarium circinatum und Fusarium longifundum zeigten beispielsweise bei allen unldslichen
P-Quellen in den Medien keine Halos, konnten aber alle unlslichen P-Quellen in den Briihen solubilisieren.
Pseudomonas plecoglossicida zeigte bei allen unlgslichen P-Quellen in den Medien Halos, solubilisierte
aber nur y-TCP in den Briihen. Dies steht im Einklang mit friiheren Berichten, denen zufolge die Gattung
Pseudomonas eine schlechte Solubilisierung und Mineralisierung von P aufweist [53].

Ahnliche Tendenzen wurden bei Zn-Medien beobachtet. Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162
zeigte einen Halo in Medien, aber keine Zn-Solubilisierung in Brilhen. Im Gegensatz dazu zeigte Aspergillus
awamori die hochste prozentuale Zn-Solubilisierungseffizienz in Medien mit ZnC, ahnlich seiner Fahigkeit, die
gréRte Menge Zn in Briihe mit derselben unloslichen Quelle zu solubilisieren. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir
Mucor circinelloides in Medien und Briihen mit ZnP gefunden. Diese Tendenz wurde jedoch nicht bei Medien
oder Briihen mit ZnO beobachtet. In Ubereinstimmung mit diesen Erkenntnissen haben andere Forscher eine
schlechte Korrelation zwischen Medien und Brithen fiir PSMs aufgrund von Variationen in den Diffusionsraten
verschiedener organischer Sauren, die in Medien abgesondert werden, festgestellt [24,47].

Die Briihen, die PSMs und ZnSMs enthielten, zeigten eine inverse Beziehung zwischen I6slichem P
oder Zn und dem pH-Wert. Diese Tendenz war besonders deutlich bei Aspergillus awamori und Mucor
circinelloides, was die mdgliche Rolle der Produktion organischer Sauren bei der Solubilisierung von P
und Zn unterstreicht, wie bereits von anderen Autoren berichtet [24,47,49,54]. Obwohl Pilze mehr
organische Sauren produzieren als Bakterien [49,53], kdnnen Art und Menge der produzierten organischen
Sauren je nach Inkubationszeit und Temperatur sowie der unléslichen Quelle variieren [47,55]. Dies kdnnte
moglicherweise erklaren, warum Pilze in dieser Studie eine grof3ere Fahigkeit zur Solubilisierung von P
und Zn zeigten als Bakterien, sowie die Unterschiede in der Solubilisierungskapazitéat der Isolate. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit anderen Studien, in denen Pilze im Vergleich zu Bakterien eine hohere
Wirksamkeit bei der Solubilisierung unldslicher P-Quellen wie y -TCP und RP [56] sowie Zn-Quellen wie
Zn0O, ZnP und Zn-Sulfat [29] zeigten. Bei Aspergillus awamori, Fusarium circinatum, Fusarium longifundum
und Mucor circinelloides, die ebenfalls die Fahigkeit zeigten, unldsliche organische P-Quellen zu
mineralisieren, konnte diese Fahigkeit auf Enzyme wie Phosphatasen und Phytasen zuriickgefiihrt werden
[24,47,53].

Wahrend in einigen Studien auch tGber die Fahigkeit der Gattungen Mucor und Fusarium berichtet wurde,
P zu solubilisieren [47,55,57—-60], liegen keine Informationen tber ihre Fahigkeit vor, Zn zu solubilisieren.
Diese Forschung hat jedoch zum ersten Mal gezeigt, dass Stémme der Gattungen Mucor und Fusarium
Zn solubilisieren kdnnen.

Diese Studie enthdillte, dass Pilze in landwirtschaftlichen Bdden unter Fruchtfolgesystemen und
Bodenverbesserungsmitteln eine groRere potenzielle Effizienz als PSMs und ZnSMs zeigten als Bakterien.
Fusarium circinatum und Fusarium longifundum wurden aus kultivierten Bdden unter Fruchtfolgesystemen
isoliert. Mucor circinelloides wurde auch in kultivierten Béden und Bodenverbesserungsmitteln identifiziert,
wahrend Aspergillus awamori in Bodenverbesserungsmitteln gefunden wurde. Die unterschiedlichen
Bodenbedingungen in unkultivierten Béden und Bodenverbesserungsmitteln stellten jedoch Herausforderungen
bei der Bestimmung dar, wie diese Bedingungen das Vorhandensein und die Effizienz verschiedener
mikrobieller Arten beeinflussen. Ahnliche Ergebnisse wurden in Studien gezeigt, die zeigten, dass effiziente
PSMs und ZnSMs in Fruchtfolgesystemen haufiger vorkommen als in unkultivierten Umgebungen aufgrund
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an die Wurzeln von Nutzpflanzen, indem sie spezifische Néahrstoffe liefern, die ein unterschiedliches mikrobielles

Wachstum foérdern, was wiederum die Zusammensetzung und Dichte der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden beeinflusst [35].
In einer anderen Studie wurden die Populationsdichte und biogeografische Verteilung von PSMs an 40
verschiedenen Standorten in ganz China verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass PSMs in
landwirtschaftlichen Boden haufiger vorkommen als in Wisten-, Wald-, Grasland- und Bergbaubdden [34].

In einer friiheren Studie wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die Landnutzung (z. B. unbebaute und

kultivierte Boden) einen deutlichen Einfluss auf die Solubilisierungsfahigkeit zwischen Stammen haben

kann, sogar zwischen denen derselben Gattung [20,61,62]. In dieser Studie berichteten die Autoren, dass
unbebaute Boden effizientere PSMs als kultivierte Béden aufwiesen. Dies liegt an der geringen Fahigkeit

von PSMs in kultivierten Boden aufgrund intensiver landwirtschatftlicher Praktiken. Zur Férderung effizienter
PSMs wurde in der Studie die Einflihrung nachhaltiger landwirtschaftlicher Praktiken und organischer Diingemittel €
Diese Studie zeigt also, dass organische Bodenverbesserungen und gute landwirtschaftliche Praktiken

wie Fruchtwechsel die Wirksamkeit von PSMs und ZnSMs fordern kdnnen. Die Bewertung der Beziehung
zwischen ihrer Verbreitung und Parametern wie verfiigbaren P- und Zn-Werten sowie dem Anteil

organischer Stoffe erwies sich jedoch aufgrund von Schwankungen dieser Parameter als schwierig, da
Bodenverbesserungen im Vergleich zu kultivierten Béden héhere Werte aufwiesen.

Die vorliegende Studie hat auch hervorgehoben, dass es zwar wichtig ist, PSMs und ZnSMs durch
Verwendung verschiedener unléslicher P- und Zn-Quellen in Medien zu screenen, das qualitative
Screening jedoch durch ein quantitatives Screening in Briilhen ergénzt werden sollte, um effiziente PSMs
und ZnSMs zu identifizieren. Diese Studie unterstreicht auch das Potenzial der Verwendung mikrobieller
Konsortien zur Solubilisierung/Mineralisierung verschiedener unldslicher Bodenquellen, was die
Ernteertrage und -qualitat deutlich verbessern kénnte. Die Einbeziehung spezifischer Pilze wie Fusarium
circinatum und Fusarium longifundum sowie Mucor circinelloides und Aspergillus awamori bereichert
dieses Potenzial. Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung verschiedener mikrobieller Arten flr
eine verbesserte Bodenbiofortifizierung und damit fir eine hdhere landwirtschaftliche Produktivitat.

5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein effizienterer Ansatz zur Identifizierung effizienter PSMs und
ZnSMs darin besteht, Stamme aus verschiedenen Béden oder Bodenbewirtschaftungspraktiken wie
Fruchtfolgesystemen oder Bodenverbesserungsmitteln zu isolieren. Unsere Ergebnisse zeigten, dass einige
Pilzstamme keine Halozonen auf Agarplatten produzierten, aber eine Solubilisierung in flissigen Medien zeigten,
wahrend Bakterienstdmme Halozonen produzierten, aber eine geringere Solubilisierung in flissigen Medien
zeigten als die Pilzstamme. Dies unterstreicht, dass die Solubilisierung von P und Zn je nach unldslichen Quellen
und den inokulierten Stammen variiert. Wahrend Tests in Medien mit verschiedenen unldslichen P- und Zn-Quellen
gleichzeitig als wertvolle Vorscreeningmethode zur Eingrenzung der Stamme dienen, sind zusétzliche Tests in
Briihen ratsam, um einen akzeptablen Hinweis auf die Solubilisierungsfahigkeit von P und Zn zu erhalten und
effiziente PSMs und ZnSMs zu identifizieren. Von den 25 Isolaten wurden Aspergillus awamori, Fusarium
circinatum, Fusarium longifundum und Mucor circinelloides als die effizientesten Stdmme zur Solubilisierung von P
und Zn ausgewabhlt. Diese Studie zeigte auch, dass Stamme der Gattungen Mucor und Fusarium Zn solubilisieren
kénnen. Trotz ihrer Fahigkeit, P sowohl aus organischen als auch aus anorganischen Quellen sowie Zn aus
verschiedenen Quellen freizusetzen, sollten angesichts der Komplexitét der Bodenbedingungen im Vergleich zu In-
vitro- Umgebungen weitere Studien zu ihren Wechselwirkungen durchgefiihrt werden, bevor tiber Anwendungen
nachgedacht wird. Weitere Studien sollten auch die kombinierten Auswirkungen dieser PSMs und ZnSMs aus
verschiedenen Umgebungen untersuchen, mit dem Ziel, einen zusammengesetzten Biodlinger mit hochwertigeren
und multifunktionalen Eigenschaften zu entwickeln. Dies kénnte die Bioverfligbarkeit von P und Zn steigern und
ihre Wirksamkeit unter Feldbedingungen verbessern, trotz herausfordernder Faktoren wie Bodeneigenschaften,
Umweltbedingungen und Konkurrenz mit einheimischen Bodenmikroorganismen.

Beitréage der Autoren: Konzeptualisierung, SI-V., AA und JMV; Methodik, SI-V. und AA; formale Analyse, SI-
V.; Schreiben — Vorbereitung des Originalentwurfs, SI-V.; Schreiben — Uberpriifung und Bearbeitung, SI-V.,
AA, BR und JMV; Visualisierung, SI-V.; Uberwachung, JMV; Mittelbeschaffung, JMV. Alle Autoren haben die
veroffentlichte Version des Manuskripts gelesen und stimmen ihr zu.
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