E DIN EN 17713:2023-05 (D/E)

Erscheinungsdatum: 2023-04-07

Pflanzen-Biostimulanzien - Bestimmung von Azospirillum spp.; Deutsche und
Englische Fassung prEN 17713:2023

Plant biostimulants - Determination of Azospirillum spp.; German and English
version prEN 17713:2023

Inhalt Seite
EUTOPAISCRES VOTWOT T ..uuiuiiiiicissssssssssssssssssssssssssssssssssss s s s st se e AR RS R R SRR SRR R R R SRR SRR ERERERES 7
EINIEITUNG vt R AR AR AR AR RS RS R AR R R R RS 8
1 ANWendungsbereiCh..... i ——————_————————— 10
2 JAVEOD o 4 T U ) o 1) 10
3 27 o3 i (O, 10
4 Zihlung von AZOSPIrillUm SPP. ...couceessmsmssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssss s s s sesssssseas 10
4.1 B0 1o 00 =) 1 (LT 10
4.2 Probenvorbereitung...... s e e s 11
4.2.1  AlIGEIMEINES ..ot A AR A AR R R R R S 11
4.2.2 Fliissigkeit — wasserbasierte FOrmulierungen ... 11
4.2.3 Fliissigkeit — als 6lbasiertes emulgierbares Konzentrat (EC, en: emulsifiable

L0013 1723 1T i L) T8 00 g 0010 D) o . 11
4.2.4 Feststoff — als benetzbares Pulver (WP, en: wettable powder) formuliert........c..cocosnrsnsmsessnseses 11
4.2.5 Feststoff — als wasserdispergierbares Granulat (WDG) formuliert .........coummmmmmmmmmsmm 11
4.2.6 Feststoff — als Pellets, Granulat, Mikrogranulat (langsame Freisetzung) formuliert................ 11
4.2.7 FesStstoff — SUDSIIat ... e E R 11
4.3 B X0 T 2 LD o7l (=5 - 1 . 11
4.4 ReEINENVETAUNINUIEG ...couitseiscsmsessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssas sessssssssssmssssesnsmssesssmssssesssssnssnseses 12
4.5 Herstellung der Nahrmedien.......sss s 12
4.6 Herstellung der Reihenverdiinnung fiir die Zahlung der wahrscheinlichsten Keimzahl

(MPN, en: Most Probable NUIMDET) .....cccoummimmmmmssmsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 12
4.7 Bebriitung von RONICREN........ s sssnes 13
4.8 /1 1L T 13
4.9 Verfahren zur Schitzung der wahrscheinlichsten Keimzahl (MPN)........cocooumsmsmnmsmsmsmssmsssmssssssessnsss 13
5 Speziesbestimmung von Azospirillum spp. mittels Genanalyse ... 13
51 BN 1) 11 =) 1 (LT 13
5.2 Vorbereitung der Probe fiir die Extraktion der genomischen DNA ... 13
5.2.1 Isolierung und Aufbereitung der MiKroorganisSmen ........coummss————" 13
5.2.2  ProbenKONZeNtration...... i mmmsissssssssssssssssssssssssss s st sssssssssssas s s as s sesssessssssssisssassssens 14
5.2.3 DNA-Extraktion und -Jagerung.......mssssssssssssssssss s 14
5.2.4 Partielle PCR-Amplifikation der 16S-TRNA-GENE .......courmsmsmsessmsmssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassens 14
Anhang A (normativ) Formulierung der NAhrmedien ... 16
A1l 0,1 M Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) ... 16
A.2 Zusammensetzung des halbfesten Nfb-Mediums........coummnmmsmmmmmsmsmsssssssssssss s 16
A.2.1  BeStandtelle ... —————————————————— 16
A.2.2 Verfahren zur Herstellung einer SpurenelementloSung ... 16
A.2.3 Verfahren zur Herstellung einer Vitaminlosung...........coovnnnssssssssn. 17
A.2.4 Sterilisation und Vorbereitung von MPN-ROhIchen ... 17
A3 L\ 1 0 i T 17
A4 AT 0006 70100 17



Anhang B (normativ) Tabelle der MPN-Werte [9]......cccoimnmmmmmmmmmmmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 19

Anhang C (informativ) Wiederholpriazision und Vergleichprazision........nn, 21
C1 BN 1o 10 =) 1 (LT, 21
C.2 Mikrobielle Analyse — Im Ringversuch verwendete Materialien........cmmmmmmsmsmssssmsssessssssesssnns 21
C.3 Mikrobielle Analyse — Ergebnisse des RINGVersuchs.......cssssssssns 22
C.4 Genanalyse — Im Ringversuch verwendete Materialien ..., 24
C.5 Genanalyse — Ergebnisse des RINGVErsuChS........ccoommmmmmmmsmmmsssssssssssssssssssssssssseses 24

Anhang ZA (informativ) Zusammenhang zwischen dieser Europiischen Norm und den
grundlegenden Anforderungen der abzudeckenden Verordnung (EU) 2019/1009 zur

Bereitstellung von EU-Diingeprodukten auf dem MarKt......cccommmsmsmsmsmsmsmssmssssssmsmssssssssssssssns 25
LiteraturNINWeISEe ..ot AR e 26
Tabellen
Tabelle 1 — Agrardkologische Grundsitze und die Rolle von Pflanzen-Biostimulanzien ..........cossssnsens 8

Tabelle B.1 — Wahrscheinlichste Keimzahlen zur Verwendung bei 10-fach-Verdiinnung und
5 Rohrchen je Verdiinnungsstufe [3] (P1 ist die Anzahl der positiven Réhrchen bei der
am wenigsten konzentrierten Verdiinnung, bei der alle Rohrchen positiv sind oder bei
der die grofdte Anzahl von Rohrchen positiv ist; P; und P3 stellen die Anzahl der
positiven Réhrchen bei den beiden nidchsthéheren Verdiinnungsstufen dar.) .......coouuscinsnnas 19

Tabelle C.1 — Materialien, die im Ringversuch zur Bestimmung von Azospirillum sp. mittels
mikrobieller Analyse in Proben von im Handel erhaltlichen Biostimulanzienprodukten
UL LTl (LA =) 22

Tabelle C.2 — Ergebnisse des Ringversuchs zur Bestimmung von Azospirillum sp. mittels
mikrobieller Analyse in Proben von im Handel erhiltlichen Biostimulanzienprodukten .... 23

Tabelle C.3 — Materialien, die im Ringversuch zur Bestimmung von Azospirillum sp. mittels
Genanalyse in Proben von im Handel erhiltlichen Biostimulanzienprodukten
LD 0L Tl 4L =) 24

Tabelle ZA.1 — Zusammenhang zwischen dieser Europidischen Norm und der Verordnung
(EU) 2019/1009 ...ccorucuiuimsrissssssssmssssssssasssessssssssssssssssssssssssssassssssssss shssss s sssssss shsssssssass st ssssssssssisssssnsssssssssses 25



