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Hans-Peter Malkomes

Einfluss Kupfer-haltiger anthropogener Eintrige auf
Bodenmikroorganismen - eine Ubersicht.

I. Mikrobielle Populationen

Influence of anthropogenic copper pollution on soil microorganisms — an overview.

I. Microbial populations

Zusammenfassung

Kupfer ist ein essentielles Spurenelement, jedoch wirkt
es in hoheren Konzentrationen oft toxisch gegeniiber
verschiedenen Organismen. Eine Kontamination von Bo-
den mit diesem Schwermetall kann verschiedene Ursa-
chen haben (z. B. Emissionen, Kldrschlammapplikation,
Cu-haltige Pflanzenschutz- und Diingemittel) und - ne-
ben den seltenen Féllen hoher natiirlicher Cu-Gehalte -
zu sehr hohen Cu-Konzentrationen im Boden fiithren, die
sich zudem viele Jahre erhalten oder sogar noch akku-
mulieren kénnen. Speziell in land- und forstwirtschaft-
lich sowie gartenbaulich genutzten Béden, aber auch in
natiirlichen Okosystemen, sollte jedoch trotz der Cu-Be-
lastungen eine funktionsfahige Biozonose mit hoher Bio-
diversitdt erhalten bleiben, wobei dem Mikroorganis-
menanteil wegen seiner grof3en Biomasse und Diversitét
sowie seinen vielféltigen Umsatzleistungen eine wichtige
Rolle zukommt. Da inzwischen viele hundert Veroffentli-
chungen - besonders aus den letzten drei Jahrzehnten -
zum Einfluss von Kupfer und seinen Verbindungen auf
Bodenmikroorganismen vorliegen, wird hier zunéchst
nur auf mikrobielle Populationen eingegangen, wahrend
mikrobielle Aktivititen in einer nachfolgenden Uber-
sichtsarbeit dargestellt werden.

In einzelnen Kapiteln wird der Einfluss von Kupfer auf
die mikrobielle Diversitdt und Biomasse, auf allgemeine
mikrobielle Populationen sowie auf ausgewéhlte Mikro-
organismengruppen behandelt. Diese sind Stickstoff-bin-
dende Mikroorganismen, die Mykorrhiza, nematophage

Pilze und gegeniiber Phytopathogenen antagonistische
sowie gegen Schadinsekten entomopathogene boden-
biirtige Mikroorganismen. Der Beeinflussung der
Cu-Wirkung durch andere Umweltchemikalien ist eben-
falls ein Kapitel gewidmet. Entsprechend der Vielzahl an
Veroffentlichungen ist die Bandbreite der beobachteten
Cu-Wirkungen sehr gro3. Aus nahezu allen Bereichen lie-
gen sowohl deutliche Wirkungen niedriger — durchaus
praxisnaher oder sogar geringerer — Cu-Dosierungen ge-
geniiber Bodenmikroorganismen vor als auch kaum fest-
stellbare Effekte sehr hoher Cu-Gehalte. Hinzu kommen
mehr oder weniger ausgepragte direkte Effekte der ein-
gesetzten Cu-haltigen Pflanzenschutzmittel. Einige Mi-
kroorganismen bilden offensichtlich bei hohen bis sehr
hohen Cu-Belastungen tolerante Populationen, aller-
dings oft zu Lasten der mikrobiellen Diversitit. Da einer-
seits Cu-Gehalte im Boden im Allgemeinen sehr lange er-
halten bleiben und andererseits anhand der vorliegenden
Literatur Wirkungen auf essentielle Bodenmikroorganis-
men kaum auszuschlieRen sind, ist zumindest Zuriick-
haltung beim Einsatz Cu-haltiger Pflanzenschutz- und
Diingemittel zu empfehlen. Eine abschlieende Diskussi-
on und Beurteilung von anthropogenen Cu-Belastungen
auf Bodenmikroorganismen ist in der nachfolgenden
zweiten Ubersichtsarbeit unter Einbeziehung mikrobiel-
ler Aktivitaten vorgesehen.
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Abstract

The heavy metal copper is an essential trace element, but
at higher concentrations it may be toxic to several organ-
isms. Soil contaminations by copper may be due to sever-
al sources, e.g. emissions, application of sludge, cop-
per-containing pesticides and fertilizers. Besides few cas-
es where high natural copper contents exist these pollu-
tions may contribute to very high Cu concentrations in
soils which persist or even accumulate during many
years. In soils used for agriculture, forestry or horticul-
ture - but also in natural ecosystems - the copper pollu-
tion nevertheless should guarantee a functional bioceno-
sis and high biodiversity. This especially applies to micro-
organisms which mainly contribute to biomass, diversity
and turnover rates in soil. Until now several hundreds of
publications - especially from the last three decades - are
available on effects of copper including its chemical sub-
stances on soil microorganisms. Therefore, the review
presented here concentrates on microbial populations,
whereas effects of copper on microbial activities will be
presented in a succeeding overview.

In several chapters the influence of copper on the soil
microbial biomass and diversity, on common microbial
populations, nitrogen-fixing microorganisms and the my-
corrhiza, on nematophagous fungi and soil-borne micro-
organisms antagonistic to phytopathogens as well as en-
tomopathogens against phytophagous insects will be pre-
sented by several examples. An additional chapter de-
scribes some effects of copper in combination with fur-
ther pollutants on soil microorganisms. Depending on
the multitude of publications great amplitudes of the ob-
served effects of copper exist. Nearly from all presented
areas significant influences of low copper concentrations
- at practical or even lower dosages - are reported as well
as very low effects of very high ones. In addition more or
less direct effects of copper-containing pesticides are re-
ported. Obviously some microorganisms may be able to
build up copper-tolerant populations due to high or very
high copper pollution, which often are accompanied by a
decreased microbial diversity in soil. Because the copper
content in soil normally persists over a long time and
from literature data effects of copper on microbial popu-
lations in soil cannot be avoided in many cases we sug-
gest a restrained application of copper-containing pesti-
cides and fertilizers. A final discussion and evaluation of
the effects of copper on soil microorganisms should also
include microbial activities and, therefore, will be done
in a succeeding second part of the review.

Key words: Copper, pesticides, soil, bacteria, fungi, algae,
antagonists, biomass, biodiversity, populations
Einleitung

Das Schwermetall Kupfer ist in der Natur weit verbreitet.

Als essentielles Spurenelement ist es am Stoffwechsel
von Organismen beteiligt, doch wirken hohere Konzent-

rationen oft toxisch. Kratz et al. (2009) nennen in ihrer
Ubersichtsarbeit typische Kupfer-Gehalte in unbelasteten
Boden von 2 bis 100 mg/kg, es werden aber auch Werte
von 142 und 276 mg/kg erwdhnt. Der austauschbare An-
teil des Kupfers betrdgt dabei oberhalb eines pH-Werts
von 5 weniger als 1%, darunter nimmt er merklich zu.
Wegen seiner geringen Mobilitdt im Boden kann sich
Kupfer bei langjdhriger Einwirkung anreichern, beson-
ders wenn die Aufnahme durch Pflanzen und die Auswa-
schung geringer sind als der Eintrag. Vor allem im Be-
reich industrieller Emissionen konnen sehr hohe Kupfer-
gehalte - oft begleitet von weiteren Schwermetallbelas-
tungen - im Boden auftreten. Aber auch in landwirt-
schaftlich genutzten Boden kann der Kupfergehalt z. B.
durch Mineral- und Wirtschaftsdiinger, Kompost, Klér-
schlamm und Kupfer-haltige Pflanzenschutzmittel, spezi-
ell Fungizide angehoben werden. Besonders im Obst-,
Wein- und Hopfenbau wurden - u. a. nach dem langjah-
rigen und héaufigen Einsatz Kupfer-haltiger Pflanzen-
schutzmittel - in verschiedenen Lindern teilweise hohe
Bodenbelastungen von iiber 1500 mg Cu/kg gemessen
(STrumPF et al., 2009). Von den zahlreichen Kupfer-halti-
gen Pflanzenschutzmitteln diirften vor allem anorgani-
sche Mittel mit hohem Cu-Gehalt wie z.B. die Bor-
deaux-Mischung (Kupfersulfat + Calciumhydroxid), Kup-
ferhydroxid, Kupferoxid, Kupferoxychlorid und Kupfer-
sulfat beteiligt gewesen sein, die neben einer fungiziden
teilweise auch eine herbizide Wirkung aufweisen.

Bei derartig hohen und lang anhaltenden Belastungen
des Bodens mit Kupfer stellt sich naturgemaf’ die Frage
nach einer moglichen Beeintrdchtigung der fiir den Er-
halt der Bodenfruchtbarkeit wichtigen Mikroorganis-
men. Leider gibt es nur sehr wenige Ubersichtsarbeiten,
die sich ausschlieRlich auf die Okotoxikologie von Kupfer
hinsichtlich Bodenmikroorganismen beziehen und dar-
aus eine Beurteilung der hier behandelten Situation er-
méglichen. Allerdings ist die Zahl derjenigen Ubersichts-
arbeiten grof3, die 6kotoxikologische Fragestellungen des
Kupfers neben denen anderer Schwermetalle oder Pflan-
zenschutzmittel behandeln. Fast uniibersehbar ist dage-
gen die Anzahl an Originalveroffentlichungen, in denen
der Einfluss von Kupfer in Ionen- oder Metallform, in
Emissionen, als Umweltschadstoff, in Diingern oder
Pflanzenschutzmitteln auf Bodenmikroorganismen - mit
einem Schwerpunkt etwa zwischen den Jahren 1990 und
2000 - untersucht wurde.

Da Kupfer-haltige Verbindungen bereits seit langem
auch als Pflanzenschutzmittel eingesetzt wurden, sollte
man bereits ein Minimum an standardisierten mikrobio-
logisch-okotoxikologischen Daten zur C- und N-Minerali-
sierung aus Zulassungsverfahren oder vergleichbaren
Untersuchungen erwarten kdnnen. Aber selbst wenn die-
se vorlagen, erfordert eine ausreichende 6kotoxikologi-
sche Beurteilung - besonders im Hinblick auf die Wir-
kung der Kupferanreicherung (auch aus anderen Quel-
len) im Boden - weitaus umfangreichere Untersuchun-
gen, wie sie nachfolgend und im zweiten Teil der Arbeit
(MaLkoMES, 2010) beriicksichtigt werden. Soweit wie
moglich werden neuere Untersuchungen bevorzugt. Da
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die zitierten Untersuchungen sehr heterogen sind und
sich teilweise auf die Cu-Gehalte im Boden beziehen, teil-
weise aber auch auf eine direkte Kontamination mit ver-
schiedenen Cu-Verbindungen, die wiederum unter-
schiedliche chemische Eigenschaften (z.B. Wasserlos-
lichkeit) aufweisen, wird eine Beurteilung zusatzlich er-
schwert. Die zahlreichen Verdffentlichungen zur beson-
deren Situation industrieller Emissionen werden - auch
wegen der hdufigen Mischkontamination - hier nur am
Rande beriicksichtigt.

Einfluss von Kupfer auf die mikrobielle Biomasse und
Diversitit

Angaben zum Einfluss einer Cu-Belastung des Bodens
auf die mikrobielle Biomasse als Summe aller Bodenmik-
roorganismen liegen vor allem aus Untersuchungen mit
mehreren Schwermetallen vor, so dass sich die Wirkun-
gen teilweise nur schwer zuordnen lassen. Hinzu kom-
men Interpretationsunterschiede je nach verwandter Me-
thode zur Biomassebestimmung (z. B. ATP-Gehalt, ver-
schiedene Atmungsmethoden). Wang et al. (2002) fan-
den in einem durch Immissionen belasteten Boden eine
negative Korrelation zwischen dem verfiigbaren Cu- und
Zn-Gehalt und dem mikrobiellen Biomasse-Kohlenstoff
und -Stickstoff. Auch BrRookes und McGRATH (1984) be-
obachteten selbst 20 Jahre nach einer letzten Klér-
schlammdiingung noch negative Effekte der enthaltenen
Schwermetalle (z. B. etwa 8 - 90 mg/kg extrahierbares
Kupfer) auf die mikrobielle Biomasse (ATP- und Bega-
sungsmethode). Spétere Untersuchungen zeigten, dass
die mikrobielle Biomasse im Boden anfangs offensicht-
lich kaum grof3e Unterschiede zwischen stark und gering
mit Schwermetallen (u.a. Kupfer) belastete Klér-
schlammgaben aufwies (CHANDER et al., 1995). Aber nach
64 Wochen verursachte die zweifach {iber dem damali-
gen EU-Limit (300 mg Cu/kg) liegende Cu-Gabe den-
noch eine 20%-ige Hemmung des Biomasse-C. Ergdnzen-
de Laborversuche mit verschiedenen Schwermetallen als
Sulfate (140 mg Cu/kg) iiber 50 Tage zeigten schlieflich
nur relativ geringe Verdnderungen der mikrobiellen Bio-
masse und bewiesen, dass solche Kurzzeitbebriitungsver-
suche nur bedingt als Modell fiir chronische Schwerme-
tallbelastungen geeignet sind (RENELLA et al., 2002). Das
Fungizid Kupferoxychlorid (als Miedzian 50WP) selbst
erhohte die mikrobielle Biomasse (SIR-Methode) mit der
niedrigsten Dosierung (1 mg/kg), hemmte sie jedoch mit
100 mg/kg (Nowak und Braszak, 2004). Die Anwendung
des Fungizids Bordeaux-Mischung mit 16 und 48 kg
Cu/ha ergab im Feld keinen signifikanten Einfluss auf
den mikrobiellen Biomasse-C, wahrend dieser im Gefal3-
versuch (20 und 60 mg Cu/kg) in einem Boden abnahm
(RaNJARD et al., 2006a). WiLke (1987) fand nach langjdh-
riger Anwendung von Kupfersulfat (jahrlich 10 und 20,
insgesamt 140 und 280 mg Cu/kg) zur Simulation einer
Kupferbelastung im Boden von Betonparzellen sogar 10
Jahre nach der letzten Applikation und vorhandenen
Cu-Auswaschungsverlusten von etwa 13% noch eine ver-
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ringerte mikrobielle Biomasse (ATP-Gehalt, Atmungsme-
thode).

Wihrend frither mikrobielle Diversititsuntersuchun-
gen im Boden vor allem auf ,klassischen Populationsme-
thoden® beruhten, haben moderne Nachweismethoden
(z. B. Phospholipidfettsdureprofile PLFA, Denaturie-
rungsgradienten-Gelelektrophorese DGGE, Substratnut-
zungsmuster BIOLOG) in den letzten Jahren zu einem In-
formationsgewinn gefithrt. Dementsprechend konzent-
riert sich die hierzu verfiigbare Literatur vorwiegend auf
die letzten 15 Jahre, wobei auch hier oft gemischte
Schwermetallbelastungen durch Emissionen usw. im Vor-
dergrund stehen. Bereits frithzeitig wiesen ZELLES et al.
(1994) darauf hin, dass es durch den langjahrigen Einsatz
Cu-haltiger Fungizide in Hopfenboden zu einem erhohten
Cu-Gehalt (150 mg/kg) und damit verbunden zu einer
Verdnderung der Mikroorganismengemeinschaft (z. B.
Anstieg gram-positiver Bakterien) kommen kann. Auch in
Boden von Obstanlagen und Weinbergen verursachte die
langjéhrige Applikation Cu-haltiger Fungizide erhohte
Cu-Gehalte (z.B. 145,5-296,7 mg/kg), die wiederum
toxisch gegeniiber der Bakteriengemeinschaft sein kon-
nen (ViTI et al., 2008). In einem {iber 30 Jahre jdhrlich
viermal mit Kupfersulfat belasteten Weinbergsboden und
daraus resultierenden unterschiedlich hohen Cu-Gehalten
(215 und 372 mg/kg) in zwei Anbaulagen lieRen sich an-
hand des DGGE-Profils und von Bakterienisolaten eben-
falls Verschiebungen der Bakteriengemeinschaft feststel-
len (DELL’AMICO et al., 2008). Zwar war an beiden Stand-
orten der Anteil Cu-toleranter Bakterien hoch, doch
herrschten im geringer mit Cu belasteten Boden gram-po-
sitive Bakterien vor, im hoher belasteten dagegen
gram-negative. Auch in einem dreijahrigen Feldversuch
verursachte die jéhrliche Applikation des Fungizids Bor-
deaux-Mischung (16 und 48 kg Cu/ha) erhéhte Cu-Ge-
halte im Boden (RANJARD et al., 2008). Wihrend die wie-
derholte Anwendung der niedrigeren Dosierung zu einer
erhohten Stabilitdt der Mikrobengemeinschaft gegeniiber
dem Metallstress fiihrte, induzierte die hohere eine verin-
derte, aber danach ebenfalls stabile Struktur der Bakteri-
enpopulation. Zusétzlicher Klimastress kann diese Reak-
tionen beeinflussen. Aus ihrem Mikrokosmenexperiment
mit einem unbelasteten (29,3 mg Cu/kg) und einem be-
lasteten Boden (214 mg Cu/kg) schlossen BERNARD et al.
(2009), dass einige Bakterienpopulationen (z.B.
Gammaproteobacteria) durch Kupfer gehemmt werden,
wiahrend andere langsam wachsende dagegen gefordert
werden. Ebenfalls in Mikrokosmen mit verschiedenen
sandigen Boden applizierten pu PrLEssis et al. (2005) in
abgestufter Dosierung das Fungizid Kupferoxychlorid (0,
30, 100, 1000 mg Cu/kg) und erzielten damit EDTA-ex-
trahierbare Cu-Gehalte von 0,83 - 1008,15 mg/kg. Bei
der hochsten Dosierung war die mittels BIOLOG ermittel-
te Anzahl der von Mikroorganismen im Test verwerteten
C-Quellen verringert. Wahrend Bakterienpopulationen
differenziert auf die Cu-Belastung reagierten, waren Pro-
tisten - speziell aus nicht kultivierten Fldchen - generell
empfindlich. In Vergleichsuntersuchungen mittels
PLFA-Methoden von einem frisch mit Kupferchlorid (50,
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200, 2000 mg Cu/kg) behandelten und einem friither in
einer Holzschutzanlage mit Kupfer kontaminierten
(3392 mg Cu/kg) und fiir die Versuche gemischten Boden
wurden vorwiegend aerobe Bakterien dosisabhingig ver-
ringert (WILKE et al., 2005). Dieser Effekt war im Boden
mit gealterten Cu-Riickstinden ab der mittleren Dosie-
rung ausgepragter. Versuche mit gestaffelten Gaben von
Kupfersulfat zu zwei Boden zeigten ebenfalls, dass sich
die PLFA-Muster und damit die Struktur der Mikroorga-
nismengemeinschaft im Boden mit steigender Dosierung
(ab 75 mg Cu/kg) dnderte (Yao et al. 2006). So erhohte
sich z. B. der Anteil gram-negativer Bakterien und die mi-
krobielle Diversitat nahm ab. Im Laborversuch applizierte
PECIULYTE (2001) Kupfersulfat (65 mg Cu/kg) zu Garten-
boden und isolierte danach 378 Pilzkolonien, die 15 Gat-
tungen und 29 Arten angehdrten. Durch Kupfer wurden
potenziell phytopathogene Pilze der Gattung Acremoni-
um, Cylindrocarpon und Nigrospora und Antagonisten der
Gattung Gliocladium stimuliert, andere jedoch verringert.
Unter Laborbedingungen mischten Moreno et al. (2003)
Kupfersulfat (3 g Cu/kg) in einen Boden, wovon bereits
nach 24 h ein Grofteil des Cu sorbiert war. Die Anzahl
Bakterien und Pilze wurde zwar nicht beeintréchtigt, doch
wurde die mikrobielle Diversitit verringert und gram-po-
sitive Stdbchen-Bakterien und Pilze geférdert. Davon wa-
ren 140 Stdmme gegeniiber hohen Cu-Konzentrationen
(50, 140 und 310 mg/L) tolerant, darunter besonders Ba-
cillus und Penicillium. In GefédBversuchen mit vier austra-
lischen Boden verursachten gestaffelte Dosierungen von
Kupfernitrat (60 - 1500 mg Cu/kg) ebenfalls eine dosis-
abhéngige Beeintrdchtigung der funktionalen mikrobiel-
len Diversitiat (BIOLOG) und Biomasse, wobei nach 45 Ta-
gen die Wirkung erst ab 300 mg Cu/kg auftrat, nach 270
Tagen jedoch bei allen Dosierungen (Banu et al., 2004).

Einfluss von Kupfer auf die Hauptgruppen mikrobielle
Populationen

Die Anzahl vorhandener Veroffentlichungen iiber den
Einfluss von Kupfer und dessen Verbindungen auf mikro-
bielle Populationen ist so grof3, dass hier nur ein repré-
sentativer Querschnitt vorgestellt werden kann. Beson-
deres Gewicht wurde dabei auf Arbeiten gelegt, die eine
moglichst breite Palette mikrobieller Populationen er-
fasst haben. Etwa zwischen den Jahren 1980 und 2000 -
mit Schwerpunkt in den 90er Jahren - wurden offen-
sichtlich die meisten dieser 6kotoxikologischen Untersu-
chungen durchgefiihrt. Da einige Mikroorganismengrup-
pen nachfolgend separat behandelt werden, kann an die-
ser Stelle auf sie verzichtet werden.

Einige Veroffentlichungen zur Situation von Wein-
bergs- und &hnlichen - oft langjahrig mit Kupfer kontami-
nierten - Boden weisen auf die Cu-Gefahrdung hin. So
wuchsen in einem Gefiaf3versuch mit Boden, der 13 Jahre
zuvor u. a. einer Cu-Belastung (750 kg/ha) ausgesetzt
war, Testpflanzen (Agrostis capillaris) zwar schwécher,
doch wurde die Bakterien- und Protozoenanzahl nicht be-
einflusst (BooN et al., 1998). In einem mit verschiedenen

Dosierungen von Kupfersulfat kontaminierten Boden wa-
ren nach 6 Jahren noch 42,3 bzw. 189,6 mg Cu/kg vor-
handen (SziLi-Kovacs, 2008). Hier war jedoch bereits beim
niedrigen Cu-Gehalt die Anzahl Aktinomyzeten sowie copi-
otropher und oligotropher Bakterien leicht reduziert, wah-
rend die Pilzzahl unbeeinflusst blieb. Eine mehr als 50-jéh-
rige Cu-Kontamination verschiedener Boden (12—
3000 mg Cu/kg) beeintréchtigte sowohl Pilze, Bakterien
und Aktinomyzeten im Boden (DUMESTRE et al., 1999). Da-
bei trat mit steigenden Cu-Gehalten eine Tendenz zu gro-
RBeren Populationen Cu-toleranten Bakterien, Aktinomy-
zeten und Pilze auf. ESSWEIN und ScHWARTZ (1939) hatten
bereits sehr friih festgestellt, dass nach der Anwendung
von Bordeaux-Brithe und Kupfersulfat die Anzahl Algen
und heterotropher Bakterien in Weinbergsboden reduziert
war. Dagegen wurde in Obstanbaubdden auf der Krim, in
denen der Cu-Gehalt durch 10-jahrige Anwendung von
Cu-Fungiziden auf 40 - 180 mg/kg angestiegen war, eine
Tendenz zu erhohten Bodenpilzzahlen beobachtet (Ivano-
VA, 1987). Die Anwendung von Kupferoxychlorid zu Kar-
toffeln (Solanum tuberosum) verursachte — dhnlich wie
andere Fungizide - eine Verringerung der Pilz- und Bakte-
rienpopulation, wobei der Effekt in der Rhizosphére deut-
licher ausfiel als im Boden (SHuktLA et al., 1987). In japani-
schen Weinbergsboden wurde eine positive Korrelation
zwischen den Cu-Gehalten und der Isolierungshéufigkeit
Cu-resistenter Streptomyceten gefunden (HAayAkawa et al.,
1982). Zur Simulation einer Cu-Belastung von Weinbergs-
boden applizierten CourpE et al. (1998) 4 Jahre lang je-
weils 12 bzw. 50 kg Kupfersulfat pro ha und erzielten
Cu-Gehalte im Boden zwischen 12 und 90 mg/kg. Hier-
durch wurden Bakterien- und Pilzpopulationen verringert.
Einzelne Bakteriengruppen wurden unterschiedlich durch
50 kg/ha beeinflusst: Arthrobacter, Nitrosococcus, Bacillus
und Variovorax wurden mehr oder weniger deutlich sti-
muliert, Pseudomonas, Rhizobium und Alcaligenes dage-
gen gehemmt. Die langjdhrige Anwendung Cu-haltiger
Fungizide hatte in spanischen Weinbergbdden zu Cu-Ge-
halten von 35 bis 550 mg/kg gefiihrt (Diaz-RaviNa et al.,
2007). Parallel dazu mittels ,, Thymidin- und Leucin-Incor-
poration-Technique® durchgefiihrte Untersuchungen zeig-
ten in Boden mit mehr als 100 mg Cu/kg eine Beeintréch-
tigung anhand der erhohten Cu-Toleranz der Bakterien.
ZANcaAN et al. (2006) fanden in Weinbergsbdden, die infol-
ge der frilheren Anwendung von Cu-Fungiziden (z.B.
Kupferoxychlorid) gegeniiber den anderen Standorten ei-
nen erhohten Cu-Gehalt von 53 mg/kg aufwiesen, weni-
ger Algen (z. B. Chlamydophyceen, Chlorophyceen) und
Cyanobacteria als in weniger belasteten Boden. Allerdings
ist anhand der Versuchsanordnung der Einfluss weiterer
Faktoren nicht auszuschlief3en.

In zahlreichen Labor- und Feldversuchen wurde weiter-
hin der Einfluss verschiedener anorganischer Cu-Verbin-
dungen - darunter sehr hdufig Kupfersulfat - auf zahlrei-
che Bodenmikroorganismen untersucht. Die Anwendung
hoher Dosierungen von Kupfersulfat (200 und 2000 mg
Cu/kg) reduzierte die Populationen von Pilzen, Bakterien
und Aktinomyzeten in einem Tonboden, wihrend diese in
einem Sandboden teilweise stimuliert wurden (HEMIDA et
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al., 1997). In einem Geféaliversuch mit Ackerbohnen (Vi-
cia faba) testeten KucHARSKI et al. (2000) die Reaktion
zahlreicher Mikroorganismengruppen gegeniiber ver-
schiedenen Dosierungen (20 - 100 mg Cu/kg) von Kup-
fersulfat. Dabei kam es — meistens deutlicher im mit Nit-
ragin beimpften Boden - teilweise zu dosisabhingigen
Verdnderungen mikrobieller Populationen: Tendenziell
stimuliert durch Kupfersulfat wurden im Nitragin-Boden
Pilze, Aktinomyzeten, oligotrophe Bakterien, copiotrophe
Bakterien mit und ohne Sporen sowie Ammonifikanten,
wiahrend N-Immobilisierer und Azotobacter ab 100 mg
Cu/kg verringert wurden. In einem weiteren Gefal3ver-
such mit einem lehmigen Sandboden und Sommergerste
wurde ebenfalls Kupfersulfat (400 - 1200 mg Cu/kg) so-
wohl mit als auch ohne eine Beimpfung mit Streptomyces
viridis bzw. S. odorifer appliziert (KucHarRski und Wysz-
KOowska, 2004). Wie Tab. 1 am nicht beimpften Boden
zeigt, wurden alle untersuchten mikrobiellen Populatio-
nen - darunter auch Bodenpilze - durch Kupfersulfat
dosisabhéngig verringert, wobei oligotrophe Bakterien am
starksten reagierten. Die beimpften Boden verhielten sich
weitgehend &dhnlich. RacuoTis (1999) behandelte einen
podsolierten Sandboden mit Kupfersulfat (50 bis
10000 mg Cu/kg) und untersuchte 2 Monate danach zahl-
reiche mikrobielle Populationen. Bakterien auf verschie-
denen Nahrbéden wurden durch 50 und 100 mg Cu/kg
stimuliert, ab 500 mg/kg dagegen — wie Aktinomyzeten
insgesamt — dosisabhéngig reduziert. Pilze wurden indes-
sen weniger beeinflusst und waren ab 5000 mg Cu/kg so-
gar zahlreicher. Cellulolyten, Clostridium pasteurianum,
Nitrifikanten und Denitrifikanten wurden meistens erst ab
1000 mg Cu/kg stéarker verringert. Kostov und vaN CLEEM-
pUT (2001) behandelten einen sandigen Lehm- und einen
Sandboden mit hohen Dosierungen von Kupfersulfat

(500, 1500 und 3000 mg Cu/kg) und beobachteten eben-
falls unterschiedliche mikrobielle Reaktionen: Wahrend
Bakterien ab 500 mg Cu/kg je nach Boden um 31,3% bzw.
26,3% und Streptomyceten um 41,4% bzw. 70% verrin-
gert wurden, waren Pilze toleranter und wurden sogar vo-
ritbergehend um 10,6% bzw. 200% stimuliert. Durch ho-
here Dosierungen (ab 1500 mg Cu/kg) wurden jedoch die
Pilze ebenfalls - allerdings nur im Sandboden - dosisab-
héngig verringert. Auch die Behandlung eines Alfisols mit
Kupfersulfat (87 - 676 mg Cu/kg) verdnderte mikrobielle
Populationen (Oravinka und BaBarora, 2001). Bakterien
wurden bereits ab 87 mg Cu/kg um 87,1% und Nitrifikan-
ten um 5,5% reduziert, Pilze dagegen um 75,2% gefor-
dert. Die hoheren Dosierungen ab 348 mg Cu/kg wirkten
hier ebenfalls bei Pilzen stark stimulierend. Dadurch ver-
dnderte sich auch das Verhéltnis von Bakterien zu Pilzen
von 2352:1 im Kontrollboden zu 2,5:1 bei der hochsten
Cu-Belastung. LEVINSKAITE (2001) beobachtete die Reakti-
on von 32 Isolaten von Penicillium-Arten gegeniiber Kup-
fersulfat (0,2 - 10 mM Cu) in vitro und fand eine unter-
schiedliche Toleranz. Am empfindlichsten gegeniiber 0,2
mM Cu waren P. implicatum (30,7% Hemmung), P. atra-
mentosum (28,6%) und P. chermesinum (26,5%), wih-
rend P. ochrochloron (92,8% Hemmung), P. expansum
(94,3%) und P. humuli (94,7%) am tolerantesten gegenii-
ber 5 mM Cu waren. In anderen Untersuchungen wurde
kurz nach der Applikation hoher Dosierungen von Kupfer-
chlorid (1500 und 2500 mg Cu/kg) zum Boden die Anzahl
kultivierbarer Bakterien deutlich verringert, doch stieg sie
wahrend der nachfolgenden Bebriitung wieder an (Pio-
TROWSKA-SEGET und Kozpros, 2008). Kurz nach der
Cu-Kontamination dominierten gram-positive Bakterien.
Es scheint, dass eine oder wenige Metall-tolerante Popula-
tionen die Bakteriengemeinschaft dominieren konnen.

Tab. 1. Einfluss von Kupfersulfat im Gefifdversuch auf verschiedene Mikroorganismengruppen (Kolonien-bildende Einheiten)
im lehmigen Sandboden (verdndert nach KucHarski and Wyszkowska, 2004)
Influence of copper sulphate in a pot trial on several microbial populations (colony forming units) in a loamy sand soil (mod-

ified after KUCHARSKI and Wyszkowsk4, 2004)

(Ddosieru)ng
osage i o i
meone OB WS
0 143,75 26,66 76,11
(100,0%) (100,0%) (100,0%)
400 103,48 21,62 69,01
(72,0%) (81,1%) (90,7%)
800 48,02 16,36 57,75
(33,4%) (61,4%) (75,9%)
1200 40,53 15,90 31,59
(28,2%) (59,6%) (41,5%)
r -0,97 -0,96 -0,96

Mikrobielle Populationen (microbial populations)

Copio-S Cellul Aktino Pilze
(x 107) (x 108) (x 108) (x 108)
44,96 19,94 106,31 38,65

(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
35,74 18,16 91,86 31,91
(79,5%) (91,1%) (86,4%) (82,6%)
32,46 14,39 86,18 23,40
(72,2%) (72,2%) (81,1%) (60,5%)
15,51 13,17 60,36 14,01
(34,5%) (66,0%) (56,8%) (36,2%)
-0,96 -0,98 -0,97 -1,00

Oligo = oligotrophe Bakterien (oligotrophic bacteria); Oligo-S = oligotrophe Endosporen-bildende Bakterien (oligotrophic en-

dosporous bacteria); Copio = copiotrophe Bakterien (copiotrophic bacteria); Copio-S = copiotrophe Endosporen-bildende Bakterien
(copiotrophic endosporous bacteria); Cellu = zellulolytische Bakterien (cellulolytic bacteria); Aktino = Aktinomyzeten (actinomycet-
es); Pilze (fungi); r = Korrelationskoeffizient (correlation coefficient)
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Auch anhand der Differenzierung des Einflusses verschie-
dener Cu-Bindungsformen in einem in der Nadhe einer
Kupferhiitte entnommenen Boden stellten Sun et al.
(2006) fest, dass die Toleranz einer Bakteriengemein-
schaft im belasteten Boden anstieg, wahrend empfindliche
Bakterien abnahmen. Dabei scheint der Einfluss des aus-
tauschbaren Kupfers auf die Toxizitdt grofer zu sein als
der anderer Bindungsformen.

Einfluss von Kupfer auf Stickstoff-bindende Mikroorga-
nismen

Die vorhandene Literatur iiber den Einfluss von Kupfer auf
Stickstoff-bindende Mikroorganismen bezieht sich im We-
sentlichen auf freilebende Bakterien (z.B. Azotobacter),
potenziell assoziativ symbiontische freilebende Bakterien
(Azospirillum) sowie mit Leguminosen symbiontisch le-
bende Knoéllchenbakterien (z. B. Rhizobium), wobei hier
Art und Verhalten der Wirtspflanzen mit zu beriicksichtigen
sind. Der alleinige Einfluss hoher Kupfergehalte im Boden
auf diese Organismengruppen wurde - im Gegensatz zu
Schwermetall-Mischbelastungen - vergleichsweise wenig
untersucht. Doch gestatten auch Veroffentlichungen, in de-
nen z. B. Kupfersulfat zur Simulierung einer Kupferbelas-
tung des Bodens verwendet wurde, gewisse Riickschliisse.

In ihren Untersuchungen mit vier bakteriologischen
Toxizitatstests fanden HORVATH et al. (1997) bei Cu-kon-
taminierten Boden- und Sedimentproben (16 bis
6140 mg/kg) eine ausgepragte Empfindlichkeit des frei-
lebenden Azotobacter agile. In Gefédl3versuchen reduzier-
te Kupferchlorid ab 367,7 mg Cu/kg Azotobacter chroo-
coccum dosisabhéngig (ATHAR und AHMAD, 2002). Die
Stickstoffbindung durch heterotrophe freilebende Bakte-
rien wurde in vitro durch 50 mg Cu/kg (als Chlorid) ge-
hemmt, die der etwas resistenteren Stickstoff-bindenden
Cyanobacteria dagegen erst durch 125 mg Cu/kg (MAR-
TENSSON, 1993). Auch Kupfer in Acetatform erwies sich
mit 0,05 - 50 mM/kg als hemmend (bis 20%) gegeniiber
Azotobacter spp. (NowaK et al., 2001).

Dias-JUNIOR et al. (1998) fanden kein Azospirillum spp.
in mit Schwermetallen, darunter 8 bis 887 mg Cu/kg, be-

lasteten Boden. Dagegen hatte eine fungizide Bor-
deaux-Mischung in vitro keinen negativen Einfluss auf
Agzospirillum sp. (Rayt und Piirai, 2000). Kupfersulfat zur
Simulierung einer Cu-Belastung hemmte indessen ein-
zelne Stimme von Azospirillum sp. — einem potenziellen
Bestandteil von Biodiingern - in vitro bereits ab 25 mM
Cu/L dosisabhéngig, andere dagegen erst ab 200 (BIro et
al,, 1995). Auch in Acetatform hemmte Kupfer ab
10 mg/kg Azospirillum sp. (STRzELCZYK et al., 1997).

In Gefdliversuchen, in denen Kupfer iiber Ionenaus-
tauscher appliziert wurde, fanden KorITTkE et al. (2007)
bereits ab 0,2 uM eine 10%-ige Hemmung der Knéllchen-
bildung durch Rhizobium, beim Wachstum der Legumi-
nose Vigna unguiculata (Cowpea) aber erst ab 1,0 uM.
Dem steht die relativ geringe Empfindlichkeit von Rhizo-
bium gegeniiber Kupfer aus einem langjahrig mit Klér-
schlamm versetzten Boden in einem Lumineszenz-Bio-
sensortest entgegen (CHAUDRI et al., 2000). Dort hatte ein
Cu-Gehalt von 620 pg/L in der Bodenldsung, was etwa
349 mg Cu/kg im Boden entspricht, keinen signifikanten
Einfluss. Die Samenbeizung mit dem Fungizid Kupfero-
xychlorid gegen phytopathogene Pilze hemmte die Knoll-
chenbildung durch Rhizobien bei den Leguminosen Lab-
lab purpureus, Phaseolus vulgaris und Vigna radiata
(MutHowt et al., 2007). Eine Bodenapplikation des Fun-
gizids (als Copperthom) reduzierte die Knollchenanzahl
nur zeitweise bei den Leguminosen Dolichos biflorus und
Vigna mungo, aber nicht bei Cajanus cajan und V. ungui-
culata (Uparivan et al., 1995). Ein anderes Fungizid, ndm-
lich die Bordeaux-Mischung, hemmte das symbiontische
Bakterium Bradyrhizobium sowohl unter Laborbedingun-
gen als auch zeitweise im Freiland in der Rhizosphére
von Vigna unguiculata (Raji und PiLLAI, 1996). MATSUDA et
al. (2002) fithrten Laborversuche mit Kupfersulfat zur
Ermittlung der Cu-Toleranz zahlreicher Isolate verschie-
dener Rhizobien (Azorhizobium, Bradyrhizobium, Meso-
rhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium) von mehreren
Wirtspflanzen und unterschiedlich mit Schwermetallen
belasteten Orten durch. Es zeigte sich, dass die Herkunft
keinen Einfluss auf die Cu-Toleranz der Bakterien hatte.
Die entsprechenden DTso-Werte sind in Tab. 2 zusam-
mengestellt. In einem Feldversuch applizierten LAGUERRE

Tab. 2. Schwankungsbereiche der Kupfer-Toleranz (DTsp) von Rhizobien-Isolaten verschiedener Wirtspflanzen und Wuchsorte
gegeniiber Kupfersulfat im Nihrmedium (verindert nach Marsupa et al., 2002)
Copper tolerance (DTsg) of rhizobia isolated from several host plants and locations when growing on nutrient media contain-

ing copper sulphate (modified after MaTsUDA et al., 2002)

Rhizobien (rhizobia)

DTsp (Mg Cu/L)

Caesalpinoideae

Papilionideae Mimosoideae

Azorhizobium

Bradyrhizobium 6,0 -30,3 (n=16)

Mesorhizobium 7,8(n=1)
Rhizobium 10,7-12,3(n=2)
Sinorhizobium 10,7 (n=1)

2,8(n=2)

9,4-38,5 (n=13) 9,4 - 60,0 (n = 16)

7,0-13,0(n=5) 7,5(n=5)

n = Anzahl Isolate (number of isolates)
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et al. (2006) 8 Jahre lang 12,5 und 50 kg Kupfersulfat
pro ha und untersuchten Rhizobien-Populationen. Am
Versuchsende 3 Jahre nach der letzten Applikation wie-
sen die Boden 14,0 bzw. 91,0 mg Cu/kg auf. Die Rhizobi-
en an Vicia sativa wurden durch den hoheren Cu-Gehalt
verringert, nicht aber die an Phaseolus vulgaris. Die Di-
versitdt der Rhizobien-Genotypen wurde durch die
Cu-Anwendung nicht verdndert. In einem Feldversuch
mit Rhizobium-Beimpfung zu ,greengram* (Vigna radia-
ta) erhohten 2,5 mg Cu/kg als Kupfersulfat zwar die
Knollchenbildung, bereits 5 mg/kg hemmten jedoch
(Prasap und Ram, 1988). Auch bei Sojapflanzen (Glycine
max) verringerte Kupfersulfat die Knollchenbildung
durch Rhizobium japonicum zeitweise (KM, 1976). MAR-
TENSSON (1992) beobachtete in vitro bei Rhizobium spp.
von kleinsamigen Leguminosen bereits eine Hemmung
durch 10 mg Cu/L, wobei die einzelnen Stimme unter-
schiedlich empfindlich waren. Die Rhizobien reagierten
teilweise sensibler als die nicht beimpfte Wirtspflanze
Rotklee (Trifolium pratense).

Einfluss von Kupfer auf die Mykorrhiza

Von den beiden Mykorrhizaformen diirfte die vesikula-
re-arbuskuldre (VA) Mykorrhiza in landwirtschaftlichen
Boden eine groflere Bedeutung besitzen als die Ektomy-
korrhiza, die vor allem in Forstboden wichtig ist. Verof-
fentlichungen iiber den alleinigen Einfluss hoher Cu-Ge-
halte im Boden auf die Mykorrhiza sind - im Gegensatz
zu denen industrieller Schwermetall-Mischemissionen -
nicht sehr zahlreich. Der VA-Mykorrhizapilz Glomus mos-
seae erwies sich als hoch empfindlich gegeniiber Kupfer
und anderen Schwermetallen, doch wurde in belasteten
Boden auch ein resistenter Stamm nachgewiesen (GILDON
und TINKER, 1981). In einem Kiivetten-Testsystem wurde
das Hyphenwachstum dieses Pilzes bereits durch 50 und
500 mg Cu/kg gehemmt (ScHUEPP und BODMER, 1989). In
einem vorwiegend mit Kupfer (0,009 - 38 mmol/kg)
kontaminierten Boden wurde wéhrend einer fiinfjahri-
gen Beobachtungszeit eine dosisabhédngige Verringerung
der mit VA-Mykorrhizapilzen infizierten Pflanzen (Agros-
tis capillaris) beobachtet, obwohl der Pilz im Boden vor-
handen war (GRIFFIOEN et al., 1994).

Einige Cu-Fungizide wurden ebenfalls hinsichtlich ih-
rer Wirkung auf die Mykorrhiza untersucht. Kupferoxy-
chlorid (35,3 kg AS/ha) beeinflusste die Ektomykorrhiza
(u.a. Suillus- und Cenococcum-Typen) an ,,Scots pine“ (Pi-
nus sylvestris) nicht signifikant (MANNINEN et al., 1998).
Aber in vitro wurden die meisten von 64 getesteten Ekto-
mykorrhizapilzen (z. B. Cantharellus cibarius, Corticium
bicolor, Paxillus involutus, Suillus spp.) durch 1 und
10 mg/L des Fungizids gehemmt (LAATIKAINEN und HEIN-
ONEN-TANskI, 2002). Unter Freilandbedingungen wurde
auch die VA-Mykorrhiza (Glomus spp.) an verschiedenen
Leguminosen durch das Fungizid (als Copperthom; 4
L/m?2) verringert (UDAIYAN et al., 1995).

Ergebnisse aus Versuchen, in denen Kupfersulfat zur
Simulation erhoéhter Cu-Gehalte im Boden eingesetzt
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wurde, lassen ebenfalls gewisse Riickschliisse auf die
Wirkung einer Cu-Belastung des Bodens zu. In Gefal3-
versuchen verringerte das als Fungizid eingesetzte Kup-
fersulfat (333,3 g/m3 blue copper) die Entwicklung der
Ektomykorrhiza an Sdmlingen von Pinus patula und P.
caribaea, ohne jedoch die Lebensfihigkeit des Inoku-
lums zu reduzieren (SINGH et al., 1987). In vitro reagier-
ten einige Ektomykorrhizapilze unterschiedlich emp-
findlich auf Kupfer in Sulfatform (JoNEs und MUEHLCHEN,
1994): Wahrend auf Nahrboden Laccaria laccata bereits
durch 10 mg Cu/L und Suillus variegatus durch 100 mg
Cu/L gehemmt wurden, tolerierte Thelephora terrestris
100 und 500 mg Cu/L. Ebenfalls in vitro wurden 39 Iso-
late der Ektomykorrhizapilze Paxillus involutus, Pisoli-
thus tinctorius, Suillus bovinus, S. luteus und S. variegatus
gegeniiber Kupfersulfat getestet (BLAUDEZ et al., 2000).
Auch hier reagierten die einzelnen Arten unterschied-
lich: S. bovinus wuchs selbst bei 10 mg Cu/L nicht mehr,
wahrend P. tinctorius und S. luteus noch 30 mg Cu/L to-
lerierten. Dabei war es nicht ausschlaggebend, ob das
Pilzisolat aus einem kontaminierten oder unkontami-
nierten Standort kam. Ebenfalls in Ndhrmedien mit Zu-
satz von Kupfersulfat wurden Isolate der Ektomykorrhi-
zapilze Pisolithus tinctorius (ECso 1,18 mmol/L) und
Scleroderma bovinus (ECso 0,12 mmol/L) mit steigender
Cu-Konzentration gechemmt (GrazzioTTI et al., 2001). Al-
lerdings wurde das Wachstum von P. tinctorius sogar
durch niedrige Cu-Konzentrationen (ca. 0,5 mmol/L)
begiinstigt. Ein anderer Ektomykorrhizapilz (Xerocomus
chrysenteron) wurde in vitro mit Cu-Konzentrationen
von 10 bis 80 mg/L kontaminiert und danach sein
Wachstum sowie die Proteinausscheidungen erfasst
(ZHENG et al., 2009). Der Pilz wuchs bei allen Dosierun-
gen etwa gleich gut, lediglich seine APase-Aktivitit
nahm ab 30 mg Cu/L dosisabhéngig ab. Damit erwies er
sich als moglicher Kandidat zur Phytoremediation von
mit Cu belasteten Boden.

Als Fungizid appliziert verringerte Kupfersulfat mit
112 und 224 kg Cu/ha zwar das Wachstum von ,,Sour
orange“ (Citrus aurantium), aber nicht die Infektion und
Sporulation des Endomykorrhizapilzes Glomus etunica-
tus (NEMEC, 1980). Normalerweise ist zu erwarten, dass
eine Mykorrhizainfektion zu einer verstérkten Aufnahme
mineralischer Elemente durch die Pflanze fiihrt. Von ver-
schiedenen Ericaceen (Calluna vulgaris, Rhododendron
ponticum, Vaccinium macrocarpon) isolierte endophyti-
sche Mykorrhizapilze wuchsen noch in einer Nahrlésung
mit bis zu 75 mg Cu/L (als Kupfersulfat), doch wiesen die
Pflanzen in den Sprossen — nicht jedoch in den Wurzeln
- geringere Metallkonzentrationen auf (BRADLEY et al.,
1982). Auch bei den tropischen bzw. subtropischen
Pflanzen Capsicum annuum, Eupatorium odoratum und
Stylosanthes guianensis wurde weder die VA-Mykorrhiza-
infektion mit Glomus macrocarpus noch dessen Entwick-
lung durch niedrige Cu-Konzentrationen (als Kupfersul-
fat) von 0,2 bis 25 mg/kg verringert (FaBiG, 1982). Die
bei beimpften Pflanzen meist bessere P-Versorgung wur-
de nur durch die héchsten toxischen Elementgaben be-
eintrdchtigt. In weiteren Untersuchungen reduzierte ba-

(=
=3
o
q
2'
n
¥
~
w
%)
q
=32
20
-+




(=
o
)
L
El
n
>
-+
w
V)
-
o
2.
-+

H.-P. MALKOMES, Einfluss Kupfer-haltiger anthropogener Eintridge auf Bodenmikroorganismen ...

sisches Kupfersulfat [CuSO4-3 Cu(OH)2'H20] ab 19 bis
34 mg Cu/kg mit steigender Konzentrationen das Saim-
lingswachstum von ,,Carrizo citrange“ (Poncirus trifoliata
x Citrus sinensis) und die Besiedlung mit dem VA-Mykor-
rhizapilz Glomus intraradices logarithmisch (GRaHAM et
al., 1986). Bei Zwiebeln (Allium cepa) fiihrte Kupfersulfat
nach Inokulation mit Glomus deserticola ab 320 mg
Cu/kg bzw. mit G. fasciculatum bereits ab 240 mg Cu/kg
zu verringertem Wachstum (TALEvA und DjoNova, 1998).
WaN et al. (1998) beobachteten in ihrem Testsystem Dau-
cus carota und dem VA-Mykorrhizapilz Glomus intraradi-
ces sogar bereits bei 6,25 mg/kg Kupfersulfat ein redu-
ziertes Wachstum.

Einfluss von Kupfer auf Antagonisten von phytopatho-
genen Mikroorganismen sowie auf nematophage Pilze

Uber den Einfluss anthropogener Cu-Gehalte im Boden
auf antagonistische Bodenmikroorganismen liegen kaum
Untersuchungen vor, so dass eine endgiiltige Aussage
schwierig sein diirfte. Allerdings beobachtete Gray
(1988), dass nematophage Pilze offensichtlich empfind-
lich gegeniiber Kupfer im Boden reagieren. Dabei traten
jedoch zwischen den einzelnen Parasitierungsarten der
verschiedenen Pilze (z. B. Endoparasiten, Encystierung,
Fallensteller) Unterschiede auf. So war der Endoparasit
Meria coniospora teilweise tolerant gegeniiber Kupfer.

Auch einige Cu-haltige Pflanzenschutzmittel wurden
hinsichtlich ihrer Wirkung auf antagonistische Boden-
mikroorganismen untersucht. Wahrend MacHOWICZ-STE-
FANIAK et al. (1998) bis 100 mg/L des Fungizids Kupfero-
xychlorid (Miedzian 50 WP) keinen Einfluss auf den Pilz
Trichoderma hargianum sowie das Bakterium Pseudomo-
nas fluorescens beobachteten, wurde der Pilz Gliocladium
catenulatum dosisabhéngig sowie das antagonistische
Bakterium Bacillus sp. generell gehemmt. Auch in ande-
ren Untersuchungen scheinen offensichtlich antagonisti-
sche Trichoderma-Arten durch das Fungizid kaum beein-
trachtigt zu werden (KoLASE et al., 2001).

Jedoch hemmte das als Mikrondhrstoff eingesetzte
Kupfersulfat das Wachstum eines Stamms von Trichoder-
ma viride in vitro bereits ab 10 mg/L dosisabhéngig (Gao
et al., 2008). Dagegen wurden in einem unter Laborbe-
dingungen mit 65 mg Cu/kg als Kupfersulfat versetzten
Gartenboden mehr gegen verschiedene Phytopathogene
antagonistische Pilzarten (z.B. Gliocladium) gefunden
(PecruLyTE und Lucauskas, 2001). Auch beobachteten
VaGvoLGYI et al. (2009) beim Test mit Kupfersulfat in vitro
eine hohe Cu-Toleranz (bis etwa 300 mg Cu/L) von 20
aus dem Boden isolierten und gegen phytopathogene Pil-
ze (z.B. Alternaria, Fusarium, Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia, Sclerotium) antagonistischen Bakterien. Da-
bei erhéhten Cu-Konzentrationen bis iiber 100 mg/L so-
gar den antagonistischen Effekt. Gegen Kupfer empfind-
liche Mutanten von Pseudomonas fluorescens, die gegen
Phytophthora parasitica antagonistisch waren, wurden
jedoch bereits durch 10 bis 15 mg Kupfersulfat pro kg Bo-
den stark verringert (YANG et al., 1993).

Einfluss von Kupfer auf entomopathogene Mikroorga-
nismen

Uber diesen Themenbereich liegen nur wenige Untersu-
chungen - oft sogar nur fiir bestimmte Cu-Verbindungen
bei direkter Kontamination - vor. Die nachfolgend zitier-
ten Verodffentlichungen erlauben daher nur eine erste
Einschitzung und gewidhren nur bedingt (z. B. bei Kup-
fersulfat und -hydroxid) Riickschliisse auf den Einfluss
von erhohten Cu-Riickstdnden im Boden.

Das Fungizid Kupferoxychlorid verringerte zeitweise
die Atmung von Metarhizium anisopliae im Boden
(MocHrI et al., 2005). Auch in Reinkultur wurde dieser
Pilz durch eine praxisnahe Dosierung des Mittels deutlich
reduziert (RACHAPPA et al., 2007). Ebenso kann die Ver-
traglichkeit des Fungizids mit dem Bakterium Bacillus
thuringiensis verringert werden (BHATTACHARYYA et al.,
1998). Auch die multifunktionelle Verbindung Kupfer-
sulfat im Boden beeintrichtigte die Entomopathogenitit
des Pilzes Paecilomyces fumoso-roseus (JAWORSKA et al.,
1998). In vitro hemmte das mit 200 mg/L als Fungizid
eingesetzte Kupfersulfat den Pilz Metarhizium anisopliae
- dhnlich wie andere entomopathogene Pilze - kaum und
lag damit etwa im Bereich verschiedener konventioneller
Mittel (Luz et al., 2007). Verglichen mit anderen aus mit
Kupfer belasteten Forstboden isolierten Pilzen wies Beau-
veria bassiana unter in vitro-Bedingungen eine relativ
hohe Toleranz (EDsg 250 mg Cu/L) gegeniiber Kupfer-
sulfat auf (ARNEBRANT et al., 1987). Andererseits beein-
trachtigte das in vitro als Fungizid mit 2,5 g/L eingesetz-
te ,,Kosoide WP* (Kupferhydroxid) die entomopathoge-
nen Pilze Beauveria bassiana und Metarhizium anisopliae
stark (AHMED et al., 2001).

Beeinflussung der Kupferwirkungen auf Bodenmikroor-
ganismen durch andere Umweltchemikalien

In vielen Fallen werden Boden nicht nur mit Kupfer ver-
schiedener Form und Herkunft belastet, sondern im Fall
von Emissionen kommen oft weitere Schwermetalle hin-
zu. Aber auch im landwirtschaftlichen und gartenbauli-
chen Bereich werden neben kupferhaltigen auch weitere
Pflanzenschutzmittel eingesetzt. Oft ist nichts iiber derar-
tige Kombinationswirkungen auf Bodenmikroorganismen
bekannt. In einigen Féllen — besonders im Emissionsbe-
reich - liegen allerdings bereits Untersuchungen iiber die
Wirkung kombinierter Umweltchemikalien vor, die nach-
folgend ebenfalls exemplarisch herangezogen werden.

In ihren Untersuchungen hatten RENELLA et al. (2002)
keine starken Effekte von frisch zugesetztem Kupfersulfat
(140 mg Cu/kg) auf die mikrobielle Biomasse gefunden.
Auch die Kombination mit Cd (12 mg/kg) und/oder Zn
(300 mg/kg) in Sulfatform &dnderte wenig an diesem Ver-
halten. XiE et al. (2009) untersuchten die funktionale mi-
krobielle Diversitdt anhand von Substratnutzungsmus-
tern in unterschiedlich gediingtem und mit Kupferchlorid
(100 mg Cu/kg) sowie dem Insektizid Cypermethrin
(10 mg/kg) versetztem Boden. Kupferchlorid war nur ge-
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ring wirksam. Dies wurde auch durch die Kombination
mit dem in dieser Dosierung allein ebenfalls kaum wirk-
samen Insektizid nicht verdndert. Weiterhin wurde die
Kombination von Kupferoxid (128 mg/kg) mit dem Fun-
gizid Mefenoxam (4 mg/kg) in Labormikrokosmen mi-
krobiell (Biomasse mittels Atmung, DGGE) untersucht
(DEMANOU et al., 2006). Einzeln angewandt erh6hten bei-
de Mittel voriibergehend den mikrobiellen Biomas-
se-Kohlenstoff, aber auch ihre Kombination wirkte dhn-
lich. Kupferoxid hemmte dabei auch nicht den mikrobiel-
len Abbau von Mefenoxam. Beide Mittel verringerten
zwar den Anteil empfindlicher Pilze und scheinen neue
Bakteriengemeinschaften zu férdern, jedoch ohne deutli-
chen additiven Effekt. In vitro untersuchten ZHANG et al.
(2003) den Einfluss von Kupfersulfat, dem Herbizid Ace-
tochlor und dem Insektizid Methamidophos bzw. deren
Kombinationen auf die indigene Mikrobenpopulation im
Boden. Ab 62,5 mg Acetochlor/L und 3,75 mg Cu/L
hemmten beide Mittel sehr stark. Darunter nahm die
Wirkung der Kombination zwar ab, aber es traten teilwei-
se stiarkere Effekte auf als bei den Einzelmitteln. Die ICs
lag dann fiir Acetochlor bei 13,26 mg/1, fiir Kupfer bei
0,58 mg/L. Auch die Kombination von Methamidophos
und Kupfer erhohte teilweise die Wirkung gegeniiber den
Einzelmitteln. Die ICsg lag fiir das Insektizid bei 26,18
und fiir Kupfer bei 1,54 mg/L.

In vitro-Tests mit nicht bodenbiirtigen Mikroorganis-
men wie Photobacterium phosphoricum (Microtox) und
dem Protozoen Colpidium campylum ergaben bei beiden
eine starke synergistische Wirkung zwischen Kupfersul-
fat und den Fungiziden Zineb und Maneb, wihrend die
Einzelmittel weniger toxisch waren (VassEur et al.,
1988). Im Microtox-Test begannen die wirksamen Kon-
zentrationen bereits bei 20 ug Cu/L und 9 pg/L bei den
beiden Fungiziden, im Protozoentest dagegen erst bei 63
pg Cu/L und 50 pg Zineb/L bzw. 400 ng Maneb/L. Das
Insektizid Carbaryl wies dagegen nur bei héheren Kon-
zentrationen (0,2 mg Cu/L, 8 mg Carbaryl/L) geringe In-
teraktionen mit Kupfer auf. Auch die im Holzschutzbe-
reich verwendete Kombination von Kupfersulfat mit Pen-
tachlorphenol (PCP) wurde mittels Bakterientest (Esche-
richia coli) untersucht (ZHu et al., 2001). Gegeniiber den
Einzelmitteln wurde der cytotoxische Effekt durch nicht
(5,0 uM Cu) und subtoxische Konzentrationen (0,2 mM
PCP) der kombinierten Mittel erhoht. In Bodenextrakten
untersuchten NAGLER et al. (1997) die Wirkung von Kup-
fernitrat (200 und 500 uM Cu) und dessen Kombination
mit dem Insektizid Parathion (2 mg/L) auf die Testbakte-
rien Bacillus subtilis und Pseudomonas fluorescens. Dabei
entsprach die Hemmung der Kombination auf B. subtilis
etwa der des Kupfers allein, ndmlich etwa 42% bei 200
uM Cu und 93% bei 500 uM Cu. KunGoLos et al. (2009)
verwendeten in Mikrobiotests neben Daphnia magna und
der Alge Pseudokirchneriella subcapitata auch das Bakte-
rium Vibrio fischeri zur Ermittlung der Wirkung von Kup-
ferchlorid-dihydrat und dessen Kombination mit den
Pflanzenschutzmitteln Fosthiazat, Metalaxyl-M und Imi-
dacloprid. Kupfer erwies sich dabei mit einer ICso von
0,18 mg/L als das toxischste Mittel gegentiber V. fischeri
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bzw. mit 0,05 mg/L gegeniiber P. subcapitata; Imidaclop-
rid war dagegen am wenigsten toxisch. Die interaktiven
Effekte von Kupfer mit den Mitteln hingen von den Test-
organismen, den verwendeten Mitteln und deren Kon-
zentrationen ab: In Kombination mit Fosthiazat wirkte
Cu etwas schwécher, mit Metalaxyl-M dagegen teilweise
etwas stérker als erwartet gegeniiber V. fischeri.

Im Gewdachshausversuch testeten Wyszkowska et al.
(2007) iiber 56 Tage u. a. den Einfluss von Kupfer und
Nickel (als Chloride) sowie deren Kombinationen auf
verschiedene Mikroorganismen in zwei Boden. Die Popu-
lation von Azotobacter spp. wurde durch beide Schwer-
metalle (50 mg Cu/kg, 200 mg Ni/kg) gehemmt, wobei
diese kombiniert starker wirkten als einzeln. Andere Mi-
kroorganismengruppen (z.B. Ammonifikanten, N-Im-
mobilisierer, Arthrobacter) reagierten meistens nicht so
empfindlich. Ergidnzende Gefdl3versuche mit weiteren
Schwermetallen (Cd, Pb, Zn) in Kombination mit Cu
(150 und 450 mg/kg) als Chloride in einem Boden mit
und ohne Hafer (Avena sativa) zeigten, dass zwar der
Pflanzenbewuchs die Reaktion verschiedener Mikroorga-
nismengruppen (z. B. Arthrobacter, Pseudomonas, zellu-
lolytische Bakterien) gegeniiber der Belastung verdnder-
te, doch unterschied sich der Effekt der Einzelmittel
kaum von dem ihrer Kombination (Wyszkowska et al.,
2008). RaNJARD et al. (2006b) fanden im Kurzzeittest bei
der Bakteriendiversitit im Boden verglichen mit den Ein-
zelmitteln allerdings eine kumulative Wirkung der kom-
biniert als Chloride angewandten Schwermetalle Cu
(50 - 300 mg/kg), Cd (2-40mg/kg) und Hg (2-
20 mg/kg). BrESsAN et al. (2008) beobachteten nach der
Anwendung ,geringer Stressereignisse“ (z.B. durch
50 mg Cu/kg als Chlorid) eine Verringerung der Emp-
findlichkeit der Bakteriendiversitdt im Boden gegeniiber
einem ,starken Stress“ durch 100 mg HgClo/kg. Auch die
Wirkung von Kupfersulfat (10 mg Cu/kg) und dessen
Kombination mit anderen Schwermetallsulfaten (Cd, Pb,
Sb. Zn) auf die Ektomykorrhiza von Pinus sylvestris wur-
de untersucht (HARTLEY et al., 1999). Im Feld mit Kupfer
kontaminierter Boden war fiir diese Mykorrhiza kaum to-
xisch, wihrend der mit allen Schwermetallen kontami-
nierte Boden stirker wirkte. Vermutlich kann die Toxizi-
tdt multipler Schwermetallkontaminationen gegeniiber
der Ektomykorrhiza nicht aus der individuellen Toxizitat
der Metalle abgeleitet werden.

Schlussbetrachtungen

Wie an zahlreichen vorher zitierten Beispielen ersichtlich,
koénnen langjahrig - z. B. in Weinbergsboden - durch
Cu-haltige Pflanzenschutz- und Diingemittel angereicher-
te praxisnahe Kupferkonzentrationen bereits zu Verande-
rungen verschiedener mikrobieller Populationen fiihren.
Diese Aussage wird untermauert durch zahlreiche Versu-
che unter Labor- und Freilandbedingungen, wo die Ein-
fliisse verschiedener Cu-Belastungen (z. B. als Pflanzen-
schutzmittel oder in Form anorganischer Salze) gezielt
untersucht wurden. Allerdings scheinen anhand von
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Kurzzeitversuchen durchaus nicht immer die erst in Lang-
zeitversuchen zu beobachtenden deutlicheren Wirkungen
vorhersehbar zu sein. Soweit sie die mikrobielle Biomasse
oder auch gro3e Mikroorganismenpopulationen betref-
fen, geben die Ergebnisse zunéchst nur einen Rahmen
vor, in dem logischerweise nicht alle Mikroorganismenar-
ten gleichartig reagieren, sondern sich durchaus abwei-
chend verhalten konnen. Dies wird sowohl an den mikro-
biellen Reaktionen im Kapitel Diversitét als auch in dem
der allgemeinen Populationen deutlich. Einzelne Grup-
pen kultivierbarer oder biochemisch unterscheidbarer
Bakterien sowie Pilze scheinen toleranter gegeniiber
Cu-Belastungen im Boden zu sein als andere und kénnen
daher - zusammen mit einer daraus resultierenden Ver-
schiebung innerhalb der gesamten mikrobiellen Biomasse
- zu einer modifizierten und ggf. sogar reduzierten mikro-
biellen Diversitét fithren. Normalerweise ist bei Cu-Belas-
tungen mit einer - in einigen Féllen durchaus auch beob-
achteten - dosisabhingigen Reaktion der Bodenmikroor-
ganismen zu rechnen. Da zahlreiche Verdffentlichungen
bereits merkliche Einfliisse relativ geringer Cu-Konzent-
rationen im Boden auf mikrobielle Populationen doku-
mentieren, andere allerdings selbst bei extrem hohen Do-
sierungen keine Effekte fanden, diirften - neben metho-
disch bedingten Mangeln - wohl zahlreiche sekundéare
Einflisse (z.B. Dosierung, Applikationsform, Boden,
pH-Wert, Nahrstoffe, Humus, Klima, Pflanzen, Beobach-
tungsdauer) modifizierend wirksam sein. In wie weit die-
se Punkte auch zu einem verdnderten mikrobiellen Leis-
tungsniveau und daraus resultierend einer verdnderten
Bodenfruchtbarkeit fithren, kann allerdings erst abschlie-
Bend im Zusammenhang mit der Darstellung des Cu-Ein-
flusses auf mikrobielle Aktivititen im zweiten Teil der
Ubersichtsarbeit (MaLkoMES, 2010) beurteilt werden. Dies
trifft auch fiir die Einfliisse auf Mikroorganismen im Zu-
sammenhang mit der gesamten Bodenbiozonose zu.
Trotz dieser noch ausstehenden abschlief3enden Beurtei-
lung von anthropogenen Cu-Belastungen auf Bodenmik-
roorganismen sei an dieser Stelle bereits der Hinweis er-
laubt, Cu-haltige Pflanzenschutz- und Diingemittel we-
gen der potenziellen langen Persistenz von Cu-Riickstin-
den im Boden moglichst zuriickhaltend einzusetzen.
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