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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Das eingereichte Forschungsprojekt hatte zum Zidle von den mikrobiellen
FeuerbrandantagonisteAureobasidium pullulans CF10 und CF40 sowid’seudomonas
fluorescens A506 und Bk3 sezernierten Wirkkomponenten zu ifiergren und ihre direkte
Wirkung gegenuber dem Feuerbranderrdgieamylovora in vitro undin vivo zu evaluieren.

Die Wirksamkeit dieser Komponenten konnte durch renes MelRsystem durch Nutzung
eines autobiolumineszent&namylovora 222 Stammes direkt geschehen. Als libergeordnetes
Ziel sollten auf diesem Weg Komponenten detektieerden, die fur einen Einsatz als
Pflanzenschutz- oder Pflanzenstarkungsmittel gegigsein konnten und somit die
Applikation von Antibiotika im Erwerbsobstbau suhseren.

1.1 Urspringliche Planung und Ablauf des Vorhabens

1. |Direkte Charakterisierung der Wirksamkeit der mikellen Antagonisten
(P. fluorescens A506 bzw. Bk3 Aureobasidium pullulans CF 10 bzw. CF40

: : 3 Monat
gegeniubeE. amylovora durch Messung von Biolumineszenz am onate
E. amylovora 222::TnluxCDABE Stamm
2. | Charakterisierung der Wirksamkeit der extrazétken Proteinfraktionen 3 Monate
dieser Mikroorganismen gegenilteramylovora 222:: TnluxCDABE
3. | Analyse dieser Proteinfraktionen in der 2D-Gétephoerse 3 Monate

4. | Aufreinigung der Wirkkomponenten (lonenaustagicbmatographie oder

HPLC) 12 Monate

5. | Identifizierung der Wirkkomponenten durch Masgaktrometrie/

: : 3 Monate

Proteinsequenzierung

6. | Klonierung, Uberexpression und Reinigung derdspondierenden 6 Monate
Genprodukte

7. | Evaluierung der Wirksamkeit der identifiziertéamponenten im direkten
Test durch Messung der Bioluimneszenz #oamylovora 6 Monate
222::TnluxCDABE oder unter Klimakammerbedingungga )(auf
Feuerbrand-infizierten Pflanzen
Gesamtdauer 36 Monate

1.2 Wissenschatftlicher und technischer Stand, an deangeknupft wurde

Die Infektion von Pomoideae wie Apfel- und BirnenbdumeMalus und Pyrus), Quitte
(Cydonia), Himbeere Rubus) und zahlreiche anderen Nutz- und Zierpflanzen wien
Beispiel Feuerdorn-ArtenPgracantha), Weil3dorn Crataegus) und Mispeln Cotoneaster)

mit dem Bakteriuntrwinia amylovora fihrt zur Krankheit Feuerbrand und damit zu eoher
schwerwiegendsten Erkrankungen im Erwerbsobstbastggte, 2000; Oh und Beer, 2005).
Feuerbrand ist eine meldepflichtige Krankheit, elistmalig 1780 in Hudson Valley in New
York beobachtet worden ist. Erst 1880 konnte fdstgewerden, dass es sich bei dieser
Erkrankung um eine Bakteriose handelt. Bis 199Gehaich die Krankheit von ihrem
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ursprunglichen Entdeckungsort bis nach Ontario, adan Kalifornien, Oregon und
Washington ausgebreitet. In England wurde Feuedora®57 erstmalig nachgewiesen.
Inzwischen hat sich Feuerbrand rapide in zahlreickeesiteren européischen Landern
ausgebreitet. In Deutschland wurde Feuerbrand aligtml971 in Schleswig-Holstein
beobachtet, in Osterreich trat die Erkrankung eagm1996 im Vorarlberg auf (van der
Zwet, 2002).

E. amylovora verursachtErnteausfélle, die dkonomisch bedeutsam sind. BzfalBvon
Obstplantagen kann es zu Ertragsverlusten zwis8b&sm und 100% kommen. (Bericht tUber
die Feuerbrandsituation, 2003-2008).

Die Kontrolle von Feuerbrand umfasst verschiedena3hdhmen. Hierzu gehdren die
mechanische Bekdmpfung durch Reduktion des Inoksjudie Kontrolle Feuerbrand-
verbreitender Insekten, Vorhersagemodelle zur Rregrder Erkrankung, die Anwendung
von Antibiotika, der Einsatz resistenter Apfel- od&rnenkultivare sowie als Alternative die
biologische Bekampfung von Feuerbrand.

Die erfolgreichste Bekampfung von Feuerbrand etf@giventiv durch den Einsatz von
Streptomycin  und Oxytetrazyklin. Zwar steht auchs dBflanzenschutzmittel Regalis
(Wirkstoff Prohexadione-Ca) zur Verfigung, das ahbieht fir die Anwendung auf Bliten
geeignet ist. (Agrios, 2005, Feuerbrand-Strategiep2008 bis 2012, 2008).

Auch kupferhaltige Pflanzenschutzmittel kdnnen f&ventivem Einsatz gegen Feuerbrand
wirksam sein; diese hemmen das Wachstum des Fenediregers vor allem unter
Aminosaure-Mangelbedingungen und wirken sich intbisch auf enzymatische Aktivitaten
aus, totenE. amylovora aber nicht ab. Ein kupferhaltiges Pflanzenschutemigegen
Feuerbrand ist in Deutschland zurzeit nicht zugelagFeuerbrand-Strategiepapier 2008 bis
2012, 2008, Geider, 1999).

Streptomycin und Oxytetrazyklin werden in den USArdits seit Mitte des letzten
Jahrhunderts gegéh amylovora eingesetzt (McManus et al., 2002).

Die Antibiotika kdnnen einer Feuerbrand-Infektiom wbis zu 90% entgegenwirken, ein
grof3es Problem ist aber das zunehmende AuftreteptSinycin-resistenter Stamme. Diese
wurden bereits im westlichen Nord-Amerika sowieMichigan, aber beispielsweise auch
schon in Israel, Kanada, Neuseeland und im Libdmewbachtet (Johnson und Stockwell,
1998; McManus et al., 2002; Norelli et al., 2003).

In Deutschland gibt es kein zugelassenes Streptormgaltiges Pflanzenschutzmittel. Bei
.,Gefahr im Verzug“ durfen allerdings Streptomycialige Pflanzenschutzmittel wie
.Plantomycin®, ,Strepto“ oder ,Firewall 17 WP* mitgesonderter Genehmigung, in
begrenztem Umfang und nur Uber eine Dauer von 12aQeid angewendet werden.
(Feuerbrand-Strategiepapier 2008 bis 2012, 2008).

Auf Grund von nur eingeschrankten Moglichkeiten der Bekdmpfung voik. amylovora
und der Problematiken beim Einsatz von Antibiotlk@steht ein grol3es Interesse an der
Entwicklung neuer Strategien zur Bek&dmpfung dessfwanderregers; denkbar ist hier der
Einsatz von nicht-pathogenen, mikrobiellen Antagtem, die Wachstum und Ausbreitung
des Feuerbranderregers auf Wirtspflanzen verhinki@mnen.

Im Fokus dieser Untersuchungen sollten unter andelie P. fluorescens-Stamme A506 und
Bk3 stehen.

VerschiedeneP. fluorescens-Stamme wurden bereits als Antagonisten phytopaiheg
Mikroorganismen identifiziert und ihre inhibitorise Wirkung konnte verschiedenen
Mechanismen wie der Produktion von Antibiotika, @wasserstoff oder Siderophoren, die
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typisch fur Pseudomonaden sind, zugeordnet wenden laas und Défago, 2005; Kavitha et
al.,, 2005; Madigan und Martinko, 2009; Maurhofer ak, 1994; Velusamy und
Gnanamanickam, 2003).

P. fluorescens A506 ist einer der bekanntesten Feuerbrand-Aniagam der in den USA
unter dem Namen Blight Ban® A506 kommerziell zurk&mpfung von Feuerbrand
eingesetzt wird. Urspringlich wurde dieses Baktarikon einem gesunden Birnenbaum in
einer Obstplantage in der N&he von Healdsburg, €#iert. Der Antagonist kann bei
geeigneter Applikation die Feuerbrand-Symptomaiik u 80% verhindern. In friheren
Arbeiten wurde zunachst davon ausgegangen, Blaftgorescens A506 ausschlie3lich tGber
eine Wachstumskonkurrenz zur Unterdriickung ¥onamylovora fuhrt, neuere Studien
zeigten aber auf, dass der Antagonist unter Eigppliementierenden Bedingungen
maoglicherweise ein Antibiotikum produziert, dasshsitoxisch auf den Feuerbranderreger
auswirkt (Johnson und Stockwell, 1998; Temple t28104; Wilson und Lindow, 1992).

Ein andererP. fluorescens-Stamm Bk3 konnte zuerst als direkter Antagonish
inaequalis, dem Apfelschorferreger, herausgestellt werdenitéiée Arbeiten zeigten, dags
fluorescens Bk3 zum einerV. inaequalis auch unter Freilandbedingungen kontrollieren, zum
anderen aber auch bei der Wirtspflahtedomestica cv. Holsteiner Cox die Pflanzen-eigene
Abwehr von Pathogenen und damit die Produktion RB$ auslésen kann. Die PRs konnten
bei M. domestica cv. Holsteiner Cox sowohl auf Transkriptom- undotBomebene
nachgewiesen werden; hierbei handelt es sich um [&ih,3-Glucanase, eine Chitinase, ein
Thaumatin-dhnliches Protein, ein Hevein (PR4) uimd Ribonuklease-ahnliches Protein
(PR10 b) (Fiss, 2001; Kiurkcloglu et al., 2004, Kiidglu, 2006).

Diese Ergebnisse deuten an, dass das nicht-padpgkteriumP. fluorescens Bk3 in M.
domestica cv. Holsteiner Cox die Hochregulation von Transtaipfur bekannte PR- Proteine
und fur Proteine mit einer Funktion in der Stresst&zierung bewirkt. Die Hochregulation
dieser Proteine konnte im Vorfeld auch bei Infektimn M. domestica cv. Elstar (pathogen-
suszeptibel) mit dem Apfelschorferregéanturia inaequalis beobachtet werden.

Somit kann geschlossen werden, dass der nicht-getieoP. fluorescens Bk3 Stamm
zumindest einen Teil von Transkripten hoch regtligie auch durch Pathogene hoch
reguliert werden (Gau et al., 2004; Kurkcuoglulet2z005, Kurkcloglu et al., 2006).

Tab. 1 Zusammenstellung von identifizierten Apoplastent®inen (Gau et al., 2004; Kurkcuoglu et al., 2005,
Kirkcloglu et al., 2006).
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Eine ndhere Charakterisierung der extrazellularesteihfraktion vonP. fluorescens Bk3
konnte mehrere Proteine identifizieren, die einémekden inhibitorischen Effekt auf die
Konidienkeimung vonV. inaequalis zeigten. Der starkste Effekt konnte hierbei fiineei
extrazellulare Protease und ein Peptidoglycan-@ss@s Lipoprotein nachgewiesen werden
(Hossain et al., 2009). Inwieweit diese ProteineZusammenhang mit einer Hemmung des
Feuerbranderregers stehen kdnnen, ist bislang largek

Bk3 A506 PC
95 kD —

64 kD —
50 kD —
36 kD —

22 kD —

6 kD —

Abb. 1 Nachweis von proteolytischen Enzymaktivitaten azétlularer Proteine voR. fluorescens Bk3 undP.
fluorescens A506 nach SDS-PAGE, Re-Isolierung RenaturierungCisein-Aktivitatstest. Jede Spur wurde mit
5 pg Protein beladen. Hydrolytische Aktivitat istrch Nicht-Farbung angezeigBk3: P. fluorescens Bk3,
A506: P. fluorescens A506, PC: Positive Kontrolle mit Trypsin (1 ug).

Die Visualisierung und Bewertung inhibitorischerwbzantagonistischer Effekte ali.
amylovora findet meistens durch die Durchfiihrung von Frellaoder Blitenversuchen, Dual
Culture Tests oder Hemmhofversuchen statt. Hauiig inierbei auf die Ausbildung lytischer
Zonen hin untersucht, teilungsfahige Zellen erfasielr die Symptomentwicklung auf Bliten,
Blattern oder Zweigen beobachtet (z. B. Cabrefigale 2007; Johnsson und Stockwell,
1997; Kunz, 2004; Kunz und Haug, 2006; Temple e2&i04).

Um Wirkweisen von Antagonisten auf den Feuerbramgder sensitiver nachweisen zu
kénnen, wurde im Rahmen von Vorarbeiten das Path&gamylovora 222 (E. amylovora
222::TnluxCDABE) mit Luciferasereportergenen markiezas eine nicht-invasible Detektion
dieser Bakterien in echt-Zeit auf der Blattobeffiéc und in der Pflanze durch
Biolumineszenzmessung mit CCD (charge-coupled é@Kameras ermdglichte. Durch die
Verwendung desux-Operons CDABE konnte zudem auf die metabolischktivAéaten der
Mikroorganismen geschlossen werden, da zur Erzeuden Biolumineszenz das zelleigene
FMNH; bendtigt wird, das nur in metabolisch aktiven @elgebildet wird.

Bei gleichzeitiger Applikation mit gleicher Zellzalilx10’ Zellen) von Pathogen un@.
fluorescens Bk3 auf eine Petrischale mit LB-Agar ist eine diebe Verminderung der
metabolischen Aktivitdt des Pathogens innerhalb v Stunden auf ein fast nicht
nachzuweisendes Niveau> (95% Reduzierung) zu beobachten (siehe Abb. 2). Bei
Durchfihrung dieses Versuchansatzes mit dem in d&A als Pflanzenschutzmittel
zugelassenen Stamph fluorescens A506 konnte eine vergleichbare Inhibierung genesse
werden (Schmoock, 2006).
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Abb. 2 A Messung der Biolumineszenz bei Co-Kultur vanamylovora 222::TnluxCDABE (E.a.) undP.
fluorescens A506 bzw. Bk3 (A506/Bk3). Jeweils 1 x 1@ellen von Pathogen und Antagonist wurden
punktférmig in einem Endvolumen von 10 pl (in LB-tMem) auf LB-Agar gespottet. Messung der
Biolumineszenz nach 0, 24 und 48 Stunden. (Belidgmeit 2 Minuten, Gain 3, Binning 4 x 4R
Quantifizierung der gemessenen Biolumineszenz beiKdtur gleicher Zellzahlen vorE. amylovora
222::TnluxCDABE undP. fluorescens A506 bzw. Bk3. Die Quantifizierung und Auswertudgr gemessenen
Biolumineszenz erfolgte mit IPLab und Excel 2000.

Die antagonistische Wirkung vdn fluorescens Bk3 gegenubeE. amylovora auf Pathogen-
suszeptiblenM. domestica Kultivaren wurde mit sterilen, genetisch identisghn vitro
Kulturen tberprift. Die KontrollpflanzenM, domestica cv. Holsteiner Cox) wurden mit dem
autolumineszentenE. amylovora 222::TnluxCDABE Stamm infiziert und Uber einen
Zeitraum von sechs Tagen mit einer hochsensitiveBd-®amera beobachtet. In Abb. 3 kann
die deutliche Ausbreitung des Pathogens vor allattarg der Blattadern Uber die Pflanze
beobachtet werden. Bei einer Vorbehandlung Mordomestica cv. Holsteiner Cox mit 1 x
10° Zellen von P. fluorescens Bk3 (zwei Tage vor Applikation des Pathogens) und
nachfolgender Infektion mit dem Feuerbranderregérnur am Tag der Infektion eine
Biolumineszenz zu beobachten. An den nachfolgeAdayen findet keine Ausbreitung des
Pathogens statt. Auch nach Beendigung des Expetsnagrgefertigte Blattabdricke fuhrten
zu keinem Nachweis des Feuerbranderregers (nicteigi®y so dass davon ausgegangen
werden kann, dasB. fluorescens Bk3 zu einer vollstandigen Inhibierung des Patimgge
gefuhrt hat (Schmoock, 2006).



Abb. 3 Beobachtung der Ausbreitung vén amylovora 222::TnluxCDABE aufM. domestica cv. Holsteiner
Cox. Links: Infektion von of M. domesctica cv. Holsteiner Cox mit 5 x f0Zellen E. amylovora
222::TnluxCDABE.Rechts: Infektion vonM. domesctica cv. Holsteiner Cox mit 5 x £&ellen E. amylovora
222:TnluxCDABE zwei Tage nach Vorbehandlung mik 1L0° Zellen vonP. fluorescens Bk3. Jedes Bild
besteht aus der Uberlagerung des Lichtbildes (griid)des Biolumineszenz-Bildes (rot) (Schmoock,&00

Weitere Antagonisten, die im Rahmen dieses Forggduarhabens untersucht werden sollten,
waren dieA. pullulans-Stdmme CF10 und CF4A. pullulans-Stamme kommen weltweit vor
und sind auch als ,schwarze Hefe" bekannt, darster Lage sind, Melanin zu produzieren.
Sie produzieren verschiedene Komponenten, dazurgehBullulan, ein extrazellulares
Polysaccharid, Siderophore (haufig Ornithin- oderydiéxamsaure-Derivate) sowie
verschiedene hydrolytische Enzyme wie Proteinaddpasen, Zellulasen, Xylanasen,
Mannanasen und Transferasen. Gleichzeitig habese di&tdmme eine hohe Toleranz
gegeniber Austrocknung und Strahlung, womit sieeggghgute Voraussetzungen fir den
Einsatz als Antagonisten im Freiland haben (Clai.e2009).

A. pullulans CF10 und CF40 werden als Formulierung von der &irBio-Protect als
BlossomProtect fb angeboten; der Einsatz diesen#arung als Pflanzenstarkungsmittel ist
in Deutschland gestattet (Feuerbrand-Strategiepap@8 bis 2012, 2008).

Bliten- und Feldversuche sowie Co-Kultur in Flissgglium zeigten vielversprechende
Ergebnisse; unter Einsatz der Hefen konnten FeaedbBefallsreduktionen bis zu 78%
beobachtet werden, sowie eine vollstandige InhiinigivonE. amylovora in Flissigkultur.
Neben beiden Hefestimmen enthalt die Formulierurenestarken Puffer, der den pH auf 4,0
halt. Zusatzlich sind die Hefen in der Lage, ebelkatiurmedien anzuséauref. amylovora
kann bei einem derart sauren pH nicht wachsen. HBsgl wermutet, dass der
Wirkmechanismus der Hefen demnach auf eine Anségeder Umgebung zurtickzufiihren
ist (Kunz, 2004, Kunz, 2005, Kunz und Haug, 200&b8ld et al., 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit soll nédher untersucht werad A. pullulans CF10 und CF40
tatsachlich nur durch Ansduerungsprozesse den lsranelerreger hemmen, oder noch andere
Wirkmechanismen eine Rolle spielen.



2. Material und Methoden

2.1 Generierung biolumineszenterE. amylovora 222::TnluxCDABE und
Evaluierung der inhibitorischen Wirkung von P. fluorescens A506 und Bk3
sowieA. pullulans CF10 und CF40 in Dual Culture Tests

2.1.1 Generierung biolumineszenteE. amylovora 222::TnluxCDABE und Messung von
Biolumineszenz

Die Generierung autobiolumineszenteE. amylovora 222::TnluxCDABE erfolgte
ursprunglich durch Transformation des Plasmids pRIE1 via Elektroporation auf
elektrokompetent&. amylovora 222. pRL27 wurde freundlicherweise von Prof. C\RlK,
MSU-DOE Plant Research Laboratory, Michigan Stateversity, zur Verfligung gestellt.
Das Plasmid hat eine GrofR3e von ca. 15 kb und &gt Kanamycin- und Spectinomycin-
Resistenz. Es tragt zusatzlich das gesamte prolos¢otux-Operon mit den Genen
I[uxCDABE. Das Operon kann durch ein Tn5-Minitranspososammen mit dem Gen fur die
Kanamycin-Resistenz ins Genom seiner Wirtszellegnért werden. Nach Integration sind
die Wirtszellen autolumineszent und Kanamycin-tesis sofern das Operon hinter einem
Promotor eines konstitutiv und stark exprimiertean&in das Genom integriert wurde.

Die Biolumineszenz der transformierten Bakterief einer Kulturplatte wird mittels einer
auf -35°C gekuhlten hochsensititven CCD-KameranerDunkelkammer gemessen.

Bei der hier verwendeten Kamera handelt es sicleima Quantix (Photometrics) mit einem
vorderilluminiertem Kodak KAF 1401E Chip, gekoppatt ein Schneider/Kreuznach Xenon
0,015/17 mm Objektiv. Die Kamera dient zur Aufnahwee Aufsichtbildern und wird tber
das Programm Lightview32 (Photometrics) auf einemddws-NT-Computer kontrolliert.
Von Platten mit Bakterienkulturen wird zunachst eibichtbild aufgenommen
(Belichtungszeit: 1 ms, Gain: 3, Binning: 4 x 4nskhlielend wird das Autolumineszenzbild,
abhangig von der Starke der Lumineszenz, mit ededichtungszeit zwischen 5 Sekunden
und 2 Minuten (Gain: 3, Binning: 4 x 4) gemesseme Bilder werden mit IP-Lab 3.06
(Scanalytic), Corel Photo Paint 10.0 und Corel DifD bearbeitet.

2.1.2 Durchfuihrung von Dual Culture Tests

P. fluorescens A506 bzw. E. amylovora 222:: TnluxCDABE werden Uber Nacht in LB-
Medium, A. pullulans CF10 und CF40 in PD-Medium angezogen. Die Inkwnatemperatur
betragt 28°C.

Je 1 x 10 Zellen vonE. amylovora 222::TnluxCDABE werden anschlieBend mit jeweils 1 x
10" Zellen vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 vermischt und in einem Endvolumen @6nul
auf LB-Agarplatten punktférmig aufgetragen.

Genauso werden 1 x 1@ellen vonE. amylovora 222::TnluxCDABE mit jeweils 1 x 10
Zellen vonA. pullulans CF10 bzw. CF40 vermischt und in einem Endvolumem 10 pl auf
PD (pH 5,6, gepuffert)-, NBS (pH 5,8, ungepuffergder NBSP (pH 7,0, gepuffert)-
Agarplatten punktférmig aufgetragen.

Als Kontrolle werden die einzelnen Bakterienstdmimeentsprechender Zellzahl ohne
Antagonisten auf die genannten Agarplatten in eif@mdvolumen von 10 pl punktférmig
aufgetragen. Die Platten werden bei 28°C inkubiemtd die Biolumineszenz vork.
amylovora 222:: TnluxCDABELUber einen Zeitraum von drei Tagen beobachtet.



2.2 Durchfihrung von Hemmbhofversuchen auf Minimalagr

Zusatzlich zu Dual Culture- und Vorinkubationsvetsen werden Hemmhofversuche
durchgefuhrt, um zu Uberprifen, dh fluorescens A506 und Bk3 direkt inhibitorisch

wirksame Komponenten sekretieren, die zu einer Heofloldung auf einem Minimalagar
fur E. amylovora fihren kdonnen.

Der Minimalagar hat dabei folgende Zusammensetzung:

1,5 g/L L-Asparagin, 26 mM KPQ,, 9 mM KHPQ,, 0,2 mM MgSQ x 7 H,O, 8 mM
(NH4)2SOy, 1 mM Natriumcitrat, 10 g/L Agar.

Alle Komponenten werden in ca. 950 ml destilliertgviasser geldst, auf pH 7,2 eingestellt
und autoklaviert. Nach Abkthlen auf ca. 50°C werdiéh mM Glukose, 2 mM Nicotinsaure
und 0,6 mM Thiamin-Hydrochlorid (gelost in ca. 50 destilliertem Wasser, sterilfiltriert)
zugegeben.

Ubernachtkulturen vorE. amylovora 222::TnluxCDABE (in LB-Medium) werden 1:3 mit
sterilem destilliertem Wasser verdiinnt und jew&08 pl (entspricht ca. 9 x 1@ellen) auf
Minimalagarplatten ausplattiert.

Jeweils 15 pl der Ubernachtkulturen (in LB-Mediuwon P. fluorescens A506 bzw. Bk3
(entspricht ca. 6,5 x 1@ellen) werden mittig punktférmig auf die Agarpkat pipettiert und
die Platten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Vehsansatze werden auf eine Ausbildung
eines Hemmhofes hin beobachtet und fir einige A&esétie Biolumineszenz VoOIk.
amylovora 222::TnluxCDABE an drei aufeinander folgenden Tagemessen (siehe 2.1.1).

2.3 Transposon-Mutagenese vonP. fluorescens A506 und Bk3 und
Charakterisierung der erzeugten Mutanten mit herabgesetzter
inhibitorischer Wirkung gegenuber E. amylovora 222::TnluxCDABE

Um nach Mdéglichkeit Gene voR. fluorescens A506 bzw. Bk3 identifizieren zu kdnnen,
deren Produkte direkt oder indirekt in den Antagonis gegentber dem Feuerbranderreger
involviert sind, wird mit beiden Stammen eine T@oson-vermittelte Mutagenese
durchgefuhrt, bei der per Zufallsprinzip Gene umtechen werden. Diese Mutanten sollten
im Dual Culture Test eine herabgesetzte inhibitbies Wirkung gegenubdg. amylovora
222::TnluxCDABE zeigen. Zusatzlich sollen diese &hien durch Hemmhoftests,
Untersuchung ihrer extrazellularen Proteinzusametenag mittels 2D-Gelelektrophorese
sowie Aufnahme von Wachstumskurven naher charalderiwverden.

2.3.1 Mutagenese voPR. fluorescens A506 bzw. Bk3 und Screening der Mutanten

Die Mutagenese voR. fluorescens A506 erfolgt mit dem Vektor pUT (Unge et al., 199@er
via Elektroporation auf das Bakterium UbertragerdwbDie Mutagenese voR. fluorescens
Bk3 erfolgt mit Vektor pRL27, der Uber Konjugati¢turchgefiihrt nach Larssen et al., 2002)
mit dem Donor-Stamnk. coli DH5aA-pir auf P. fluorescens Bk3 Ubertragen wird. Beide
Plasmide tragen das Gen fir eine Transposase adielienfalls Plasmid-kodiengtll-Gen
(Kanamycin-Resistenz) tber ein Tn5-Transposon péalzins Genom des Wirtsorganismus
integriert. Bei erfolgreicher Transformation sinde dMutanten Kanamycin-resistent.
Generierte Mutanten werden auf LB-Agar (mit 50 pgd@anamycin) vereinzelt.



Das Screenen der Mutanten erfolgt in drei Etappen:

Etappe eins:

Die vereinzeltenP. fluorescens A506- bzw. Bk3-Mutanten werden gepickt, auf LB-
Agarplatten (mit 50 pg/ml Kanamycin) Gberfiihrt umit 5 pl einer Ubernachtkultur voB.
amylovora 222::TnluxCDABE (in LB-Medium) bedeckt. Mutantedie nicht in der Lage
sind, die Biolumineszenz voB. amylovora 222::TnluxCDABE innerhalb von zwei Tagen
komplett zu unterdricken (Biolumineszenzmessungesi2.1.1), werden in Etappe zwei
nachgescreent.

Etappe zwei:

Jeweils 5 pl von Ubernachtkulturen vorselektieMertanten aus Etappe eins werden mit 5 pl
einer Ubernachtkultur voE. amylovora 222::TnluxCDABE (in LB-Medium) vermischt und
punktférmig auf LB-Agarplatten (mit 50 pug/ml Kanaany) aufgetragen. Mutanten, die nicht
in der Lage sind, die Biolumineszenz vBnamylovora 222::TnluxCDABE innerhalb von
zwei Tagen vollstdndig zu unterdriicken (Biolumiregszmessung siehe 2.1.1), werden in
Etappe drei unter Einsatz gleicher Zellzahlen nasbggent.

Etappedrei:

Etappe drei entspricht in der Durchfiihrung der.th2 aufgefihrten Methodik unter Einsatz
gleicher Zellzahlen von Pathogen und Antagonist.

Hemmbhoftests mit den Mutanten werden wie unteb2gthrieben durchgefihrt.

2.3.2 Charakterisierung der extrazellularen Proteizusammensetzung der Mutanten mit
2D-Gelelektrophorese

Die Anzucht der Mutanten zur Gewinnung von Wachsiiiperstanden erfolgt wie unter 2.4.1
beschrieben. Die 2D-Gelelektrophorese wird wie wit&.2 beschrieben durchgefihrt und
die extrazellulare Proteinzusammensetzung mit éenNdildtypen vonP. fluorescens A506
bzw. Bk3 verglichen.

2.3.3 Aufnahme von Wachstumskurven mit den generiégn Mutanten

Die Wachstumseffizienz der generierténfluorescens A506- bzw. Bk3-Mutanten wird mit
dem Wachstum der jeweiligen Wildtypen in LB- undrd®inimalmedium M9 (mit 10 mM

Asparagin, 0,5% Glukose und 0,5 mM CgClverglichen. Die Aufnahme der
Wachstumskurven entspricht der unter 2.6.1 bedoémien Methodik.

2.3.4 Detektion des Integrationsortes des Transpas®

Zur Detektion des Integrationsortes des Transposm&enom wird aus ddp fluorescens
A506- bzw. Bk3-Mutanten mit reduzierter inhibitarieer Wirkung aufE. amylovora
222::TnluxCDABE entweder uber eine Phenol-Chlorofdixtraktion oder mit dem
peqGOLD Bacterial DNA Kit von Peqlab zunachst desagmnt-DNA isoliert.

AnschlieRend erfolgt eine Restriktionsenzymspaltuhgr genomischen DNA vorP.
fluorescens A506 mitEcoRV, sowie eine Spaltung der genomischen DNA Rofiuorescens
Bk3 mit Bglll. Die gespaltene DNA voR. fluorescens A506-Mutanten wird in den Vektor
pBluescript SK von Stratagene ligiert. Die gespat®NA vonP. fluorescens Bk3-Mutanten
kann direkt re-ligiert werden, da wahrend der Metagse ein R6K DNA
Replikationsursprung mit tbertragen wird.

Die auf diesem Weg generierten Plasmide werden elsittElektroporation auf
elektrokompetent&. coli DH5amer Ubertragen. Nach Elektroporation erfolgt eimeSaoen
auf Kanamycin-resistente Zellen, da im Zuge derdgehese das Kanamycin-Resistenzgen
nptll Gbertragen worden ist.
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Aus Kanamycin-resistentdn coli DH5amer wird mit dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
von Fermentas die Plasmid-DNA isoliert und die Rlige zum Sequenzieren zum SEQLAB
Sequence Laboratories in Gottingen geschickt.

Zum Sequenzieren der in pBluescript SK-kloniertésADvon P. fluorescens A506 wird der
Primer o-end-up-fwd 5’ATGCAAGCTTCGGCCGCCTA 3' verwendet, zum Sequengre
der aus der genomischen DNA véh fluorescens Bk3 generierten Plasmide die Primer
tpnRL17  5’AACAAGCCAGGGATGTAACG 3 und tpnRL13  5’CAGCAACA
CCTTCTTCACGA 3'. Alle Primer setzen im ,Randberéicder Transposons an; die
Sequenzierung erfolgt davon ausgehend nach aulRerdass direkte die Transposons
flankierende Bereiche der genomischen DNA Befluorescens A506- bzw. Bk3-Mutanten
erfasst werden. Mit ermittelten Sequenzen wird Bliastn Uber die Datenbank von NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.govy durchgefihrt.

2.4 Herstellung von Wachstumsiberstanden voi. fluorescens A506 und
Bk3 sowie A. pullulans CF10 und CF40 und Beurteilung ihrer
inhibitorischen Wirkung auf E. amylovora 222::TnluxCDABE

241 Herstellung von Wachstumsiuberstanden fur  Vonkubations-  und
Hemmbhofversuche

Die oben aufgefihrten Bakterien- und Hefestammerdeve von Agarplatten gepickt und
jeweils 50 ml M9-Medium mit 10 mM Asparagin, 0,5%ukose und 0,5 mM Cagl(P.
fluorescens-Stamme) bzw. 50 ml M9-Medium mit 10 mM Asparagidui2% GlukoseA.
pullulans-Stamme) angeimpft. Die Anzucht erfolgt flr dreg€&abei 28°C im Kulturschittler.
Anschliel3end werden die Zellen durch einen Zemgafionsschritt (20 Minuten, 8000 x Q)
abzentrifugiert und der Uberstand steril filtriert.

Der Uberstand wird mit Ankonzentratoren (Vivasply 2ut off 5 kDa, von Sartorius) auf ca.
5 ml durch Zentrifugation bei 4°C und 8000 x g @eggt. Der Durchlauf (niedermolekulare
Fraktion), der nur noch Molekile, die kleiner al&Ba sind, beinhaltet, wird bei -20°C bis
zur Verwendung gelagert. Die hochmolekulare Frak{imit Molekllen grof3er als 5 kDa)
wird Uber Nacht gegen zwei Liter 20 mM Hepes (pBl) dialysiert. Der Dialysepuffer wird
in dieser Zeit zweimal ausgetauscht.

Anschlielend wird die hochmolekulare Fraktion desacW$tumsiberstandes mit den
Ankonzentratoren auf ca. 120-150 pl durch Zentafign bei 4°C und 8000 x g eingeengt,
die Proteinkonzentration mittels Bradford-Assaytimesit und sowohl die hoch- als auch nie
niedermolekulare Fraktion fur Vorinkubations- bzwemmhofversuche (siehe 2.4.2)
verwendet.

2.4.2 Beurteilung der inhibitorischen Wirkung der Wachstumsiuberstande mittels
Vorinkubationsversuchen und Hemmhofversuchen

E. amylovora 222:: TnluxCDABE wird Uber Nacht in LB-Medium angezogen. Zur
Vorinkubation mit Wachstumsiiberstanden werden j& 10’ Zellen vonE. amylovora
222::TnluxCDABE entweder mit 1 pg Protein/ul aus déechmolekularen Fraktion der
Wachstumsuberstande (<5 kDa), oder mit 5 pl dedemimolekularen Fraktion (< 5 kDa)
versetzt. Als Kontrollen dienen Ansdtze mit 1 x'1dellen von E. amylovora
222::TnluxCDABE ohne Fraktionen der Wachstumsibeds. Das Endvolumen aller
Ansétze betragt 10 pl bei einer Endkonzentration 206 mM Hepes pH 7,0 und 0,5%
Glukose. Nach 24-stiindiger Vorinkubation im Kulthttler bei 28°C werden die Ansatze
punktférmig auf LB-Agar aufgetragen.
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Die Platten werden bei 28°C inkubiert und die Binineszenz vonE. amylovora
222::TnluxCDABEUber einen Zeitraum von drei Tagen beobachtet.

Bei Durchfihrung der Hemmhofversuche mit Fraktiomem Wachstumsiberstande ven
fluorescens A506 bzw. Bk3 werden - wie zuvor beschrieben -n@asplattieren von 9 x 10
Zellen E. amylovora 222::TnluxCDABE mittig der Agarplatte entweder 19 Rrotein der
hochmolekularen Fraktion (> 5 kDa) der Wachstumedibade in einem Endvolumen von 15
pl oder 15 pl niedermolekulare Fraktion (< 5 kDaeyppttet. Abweichungen hiervon werden
im Ergebnisteil aufgefuhrt. Die Platten werden Baumtemperatur inkubiert und die
Versuchsansétze auf eine Ausbildung eines Hemmhafdseobachtet.

2.5 Charakterisierung der extrazellularen Proteinfraktion mit 1D und 2D-
Gelelektrophorese

2.5.1 Charakterisierung der extrazellularen Proteidraktion mit 1D-Tris-Tricin-
Gelelektrophorese

Die Tris-Tricin-Gelelektrophorese wird nach Schagged von Jagow (1987) durchgefihrt.
Fur die Elektrophorese wurden 9%ige Gele verwerklet Spur wurden 10 pg Gesamtprotein
aufgetragen.

Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie (naelyevund Lamberg, 1965).

2.5.2 Charakterisierung der extrazellularen Proteiriraktion mit 2D-Elektrophorese

Die 2D Auftrennung der extrazellularen Proteinelgtf mit isoelektrischer Fokussierung und
darauffolgender Tris-Tricin-Gelelektrophorese. Dierwendeten Gerate und IPG-Streifen
stammen von der Firma BioRad.

Fur die isoelektrische Fokussierung werden beiespétSilberfarbung 150 pg Gesamtprotein
in einem Endvolumen von 20 pl mit 45 pl Lysispuf(8rM Harnstoff, 65 mM CHAPS und
39 mM Tris freie Base in Wasser, vor Benutzung Zegeon 100 pul 1 M DTT und 10 pl
Biolyte 3-10 zu 1 ml) versetzt. Die Ansatze werdeine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.

Zu den Ansatzen werden 135 pl Rehydratationslog8ng Harnstoff, 33 mM CHAPS und
eine Spatelspitze Bromphenolblau in Wasser, vouBemg Zugabe von 18 pl 1 M DTT und
5 ul Biolyte 3-10 zu 1 ml L6ésung) zugegeben, 20hdie Rehydratationskammer pipettiert,
ein IPG Streifen mit einem pH-Range von pH 3-10 deit Gelseite nach unten luftblasenfrei
aufgelegt und mit 1,5 ml Mineral6l Gberschichtete [3treifen werden fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert.

Anschliel3end werden die Streifen entnommen, abgktomd in die IEF-Kammer eingelegt,
so dass die Enden des Streifens jeweils auf angaetien Filterpapierstreifen Uber den
Elektroden liegen. Jeder Streifen wird mit 1 ml Bhalol Uberschichtet.

Das Fokussierungsprogramm besteht aus 12 h Rehtidraohne Anlegen einer Spannung),
20 Minuten bei 250 V, 2,5 h bei 6000 V und 40.000b&i 6000 V (jeweils 20 pA pro IPG-
Streifen).

Nach der Fokussierung werden die IPG-Streifen SiMinuten in der Rehydratationskammer
in 4 ml Equilibrierungslésung (50 mM Tris-Cl pH 8 @M Harnstoff, 345 ml 87 % Glycerol,
70 mM SDS und eine Spatelspitze Bromphenolblawestilliertem Wasser) mit 40 ug DTT,
dann fir 15 Minuten in 4 ml Equilibrierungslésung @0 pg DTT und 100 pg Jodacetamid
inkubiert.
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Anschliel3end werden die IPG-Streifen mit 1 x Gdgubespult und auf ein 9%iges Tris-
Tricin-Gel Sammelgel aufgelegt. Nach Gellauf wirdeeSilberfarbung nach Nesternko et al.
(1994) durchgefiihrt.

2.6 Untersuchung der Wechselwirkungen zwischer®. fluorescens A506
bzw. Bk3 undE. amylovora 222

Zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen AetagonistenP. fluorescens A506
und Bk3 sowieE. amylovora 222 werden vergleichende Wachstumskurven in vazdehen
Medien aufgenommen. Zusatzlich erfolgt eine Co-#ulh Flussigkultur von Antagonisten
und dem biolumineszenten Feuerbranderreger mittgleitiger Biolumineszenzmessung, um
abschatzen zu konnen, ab welchem Zeitpunkt inhibitbe Effekte beobachtet werden
konnen.

Zudem soll eine Co-Kultur von Pathogen und Antagt@m erfolgen und anschlie3end die
Wachstumsuberstande auf die Zusammensetzung itrazellularen Proteine hin untersucht
werden. Diese Untersuchungen sollen klaren, ob Rliefluorescens-Stamme auf die
Gegenwart vonE. amylovora 222 mdglicherweise mit der Sekretion einer veréede
Proteinzusammensetzung reagieren.

2.6.1 Aufnahme von Wachstumskurven

Vergleichende Wachstumskurven werden jeweils in @m0 LB-Medium oder dem
Minimalmedium M9 mit 10 mM Asparagin, 0,5 mM Ca@hd 0,5% Glukose aufgenommen.
Die aufgefiihrten Medien werden mit Ubernachtkultuven P. fluorescens A506 bzw. Bk3
oderE. amylovora 222 angeimpft; die O§o angeimpfter Medien sollte zur Stunde null etwa
0,1-0,2 betragen. AnschlieRend werden die Ansaeie28°C inkubiert und die Ofg in
regelmafigen Abstanden alle ein bis zwei Stunded ®iStunden nach Animpfen, dann noch
nach 24, 32 und 48 Stunden gemessen. Die Ergelwesden mit Excel 2000 dargestellt.

2.6.2 Aufnahme von Wachstumskurven mit gleichzeitigr Biolumineszenzmessung

50 ml LB-Medium werden mit je 2 x 1@ellen aus Ubernachtkulturen véh fluorescens
A506 bzw. Bk3 odeE. amylovora 222::TnluxCDABE angeimpft. Jeder Stamm wird einzeln
kultiviert, E. amylovora 222::TnluxCDABE zusatzlich mit den Wildtypen vén fluorescens
A506 oder Bk3.

Anschlielend werden die Ansatze bei 28°C inkubierd die ORgye nach null und zwei
Stunden, danach in regelmafligen Abstédnden jeded&tiois zehn Stunden nach Animpfen,
sowie zusatzlich nach 24 Stunden gemessen.

Gleichzeitig wird die Biolumineszenz in 50 pl deoPen mit dem Bioluminometer ,Junior”
von Berthold Technologies aufgenommen. Die Zeit Awfnahme der Biolumineszenz
betragt 30 Sekunden. Die Ergebnisse werden mit|20& dargestellt.

2.6.3 Untersuchung der extrazellularen Proteine miRD-Gelelektrophorese bei Anzucht
von P. fluorescens A506 bzw. Bk3 in An- und Abwesenheit voie. amylovora 222

Die Anzucht vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 sowide. amylovora 222 erfolgt wie unter
2.4.1 beschrieben, wobei 50 ml M9-Medium entweder mit den aufgefihrten
Bakterienstimmen einzeln oder in Co-Kultur Ritfluorescens A506 undE. amylovora 222
bzw. mit P. fluorescens Bk3 und E. amylovora 222 angeimpft wird. Die Anzucht erfolgt
optional mit 0,5 mM CaGl|Die Durchfiihrung der 2D-Gelelektrophorese und eetdpende
Farbemethoden sind unter 2.5 beschrieben.
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2.7  Charakterisierung  der niedermolekularen  Fraktion  der
Wachstumstiberstande mit Gelfiltration, Dinnschichttiromatographie und
Massenspektrometrie

2.7.1 Charakterisierung der niedermolekularen Frakion mit Gelfiltration

30 ml der niedermolekularen Fraktion der Wachsturasitande vorP. fluorescens A506
und Bk3 werden in der Speed Vac auf ca. 1,5 mlesngt und auf eine 50 cm lange
Sephadex G-25-Saule aufgetragen. Als Laufmittet vdestilliertes Wasser verwendet, die
FlieRgeschwindigkeit betragt ca. 1,7 ml/min. Die ték#ion von der Saule eluierter
Substanzen erfolgt mit einem UV-Detektor bei 280. rialuierte Komponenten werden
seperiert aufgefangen und fir weitere Untersuchumgié Dinnschichtchromatographie und
Massenspektrometrie auf 150 pl mit der Speed Viageeingt. Zur Untersuchung einzelner
Fraktionen auf eine inhibitorische Wirkung werdeniese¢ unankonzentriert fur
Hemmbhofversuche (siehe 2.4) eingesetzt.

2.7.2 Charakterisierung der niedermolekularen Frakion mit Dunnschicht-
chromatographie

Jeweils 7 pl der eingeengten Fraktionen aus deifilt@eion werden auf PolygrafSIL G
UV 54 DC-Platten von Macherey Nagel gespottet; zum \égchlwerden 7 pl eines 1%igen
Salizylsaurestandards (in Ethanol) aufgespottes Bhufmittel dient 70% Ethanol; die
Auswertung der Chromatographie erfolgt mit UV-Lichtlinhydrin-Sprihreagenz zum
Nachweis primarer und sekundarer Amine sowie EReagenz zum Nachweis von
Salizylsaure.

2.7.3 Charakterisierung der niedermolekularen Frakion mittels Massenspektrometrie

Eingeengte Fraktionen aus der Gelfiltration werdeh mit Methanol (mit 2% Essigsaure)
versetzt, so dass eine Endkonzentration von 50%dnel und 1% Essigsaure vorliegt. Die
Proben werden auf das Massenspektrometer LCQ (Qpealdionenfallen
Massenspektrometer mit externer lonenquelle) vonigan MAT aufgetragen.

Der Probenauftrag auf die MS betragt 5 pl/min, enier lonisierungsenergie von 4,5 kV und
einer Kapillartemperatur von 200°C. Die Messunglgtf im positiven Modus, d. h. die
Proben werden protoniert.

2.8 Uberprifung der biologischen Kontrollkapazitat  der
Wachstumstberstande sowie von Salizylsaure

2.8.1 Charakterisierung der Kontrollkapazitdt der niedermolekularen Fraktion der
Wachstumsuberstande vorP. fluorescens A506 bzw. Bk3 auf Bliten vonM. domestica
cv. Holsteiner Cox

Die Gewinnung der niedermolekularen Fraktion etfalge unter 2.4.1 beschrieben.
Bluten an Zweigen voM. domestica cv. Holsteiner Cox (Pathogen-suszeptibel) werdén m
der niedermolekularen, unverdiinnten Fraktion deshAtamsuiberstandes venfluorescens
A506 bzw. Bk3 bespruht; pro Blite werden dabeil€® pl der niedermolekularen Fraktion
eingesetzt.
Die Infektion erfolgt durch Auftragen von 10 pl Uhachtkultur vonE. amylovora
222::TnluxCDABE (in LB-Medium, ca. 3 x 10Zellen) auf den Stempel der Bliiten.
Kontrollen erfolgen durch ausschlieldliche Infektaer Bliten ohne weitere Vorbehandlung.
Fur jeden Versuchsansatz werden zwei Zweige mithisevier Bliten verwendet.

14



Der Infektionsverlauf wird Uber einen Verlauf voirewTagen (Tag 0-3) beobachtet und mit
Fotos belegt; zusétzlich wird jeden Tag die Biolneszenz der Bakterien in den Bliten
gemessen. Fur die Biolumineszenzmessung (Aufbauddeei verwendeten CCD-Kamera
wurde unter 2.1.1 bereits beschrieben) werden hstdgchtbilder der Bluten (Belichtung 1

ms, Gain 3, Binning 4 x 4), anschlielend Biolumpegsbilder (Belichtungszeit 10

Sekunden, Gain 3, Binning 4 x 4) aufgenommen.

Die Bilder werden mit IP-Lab 3.06 (Scanalytic) Hesitet und Falschfarben-

Uberlagerungsbilder erstellt. Auf eine Quantifizieg der Biolumineszenz wird verzichtet,
die Auswertung erfolgt rein qualitativ.

2.8.2 Charakterisierung der Kontrollkapazitat der Wachstumsiberstande vonP.
fluorescens A506 bzw. Bk3 bzw. von Salizylsaure in ,Pear SlicAssays*

Die Gewinnung der Wachstumstberstande erfolgt wieru2.4.1 beschrieben. Neben den
Wachstumsuberstanden werden zusatzlich Salizyls@ungards mit Konzentrationen
zwischen 0,25 und 1,5% Salizylsdure (in Wasser Oviieo Tween20, pH 7) verwendet,
optional versetzt mit 0,25 % 1,10-Phenanthrolin.

Die Tests werden mit unreifen Frichten vdlyrus communis cv. Confernce und
Vereinsdechant nach Kearns und Mahanty (1998) defthrt, die Frichte hier allerdings
oberflachlich mit 70% Ethanol sterilisiert.

Die Birnen werden in ca. 3 mm dicke Scheiben gasieim in sterile Petrischalen mit in
Wasser getranktem Filterpapier Uberfuhrt und ams@éhd mit den niedermolekularen
Fraktionen der Wachstumsuberstadnde bzw. den Ssdizgel6sungen bespriiht.

Nach kurzer Einwirkzeit werden die Birnenscheibenit nmeiner E. amylovora
222::TnluxCDABE-Suspension bespriiht (1 £ Zellen/ml, in destilliertem sterilen Wasser).
Die Auswertung erfolgt nach 48-stiindiger Inkubati@h Raumtemperatur.

3. Ergebnisse

3.1 Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebrsse

3.1.1 Generierung autobiolumineszenterE. amylovora 222 und Evaluierung der
biologischen Wirksamkeit vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 undA. pullulans CF10 bzw.
CF40 auf den biolumineszenten Feuerbranderreger iDual Culture Tests

Durch Ubertragung des Plasmids pRL1406 konntenbaltonineszentéE. amylovora 222
generiert werden; der Transformand mit starkstemegsenen Biolumineszenz wurde
vereinzelt und alk. amylovora 222::TnluxCDABE bezeichnet (keine Abb. gezeigt).

Bei Co-Kultur gleicher Zellzahlen voB. amylovora 222::TnluxCDABE undP. fluorescens
A506 bzw. Bk3 auf LB-Agar konnte, wie bereits Vorsieeche ebenfalls gezeigt haben, nach
24 Stunden durchschnittlich eine etwa 2,5-3-facleelURtion der Biolumineszenz vda.
amylovora 222::TnluxCDABE (bis auf 30-40% der Ausgangsbioieszenz nach 0 Stunden)
beobachtet werden. Die Kontrolle zeigte hingegeohn24 Stunden ein 50-fach starkere
Biolumineszenz als die Ansatze mit den Antagonisiach 48 Stunden konnte eine nahezu
vollstandige Reduktion der Biolumineszenz vd&h amylovora 222:TnluxCDABE in
Gegenwart der Antagonisten beobachtet werden (Riedulauf ca. 1% der gemessenen
Biolumineszenz nach 48 Stunden in Bezug auf diettdta, siehe Tabelle 2).

Bei Co-Kultur von je 1 x 10ZellenE. amylovora 222::TnluxCDABE mitA. pullulans CF10
bzw. CF40 auf gepuffertem PD-Agar (pH 5,6) konntevshl bei Dual Culture mitA.
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pullulans CF10 als auch miA. pullulans CF40 innerhalb von 24 Stunden zuné&chst eine etwa
2000-fache Zunahme der Biolumineszenz des Pathdggotzachtet werden. Im Verlauf der
weiteren 24 Stunden wurde zwar eine Reduktion deluBiineszenz beobachtet, die aber
immer noch in Bezug auf die gemessenen Biolumimeszier Kontrolle . amylovora
222::TnluxCDABE ohne Anwesenheit eines Antagonisté0% fur die Co-Kultur mitA.
pullulans CF10 und 14% flr die Co-Kultur mit. pullulans CF40 betrug (siehe Tabelle 2).

Bei der gemeinsamen Kultivierung von je 1 X Bellen E. amylovora 222::TnluxCDABE
mit A. pullulans CF10 bzw. CF40 konnte auf den ungepufferten NB&dtaowohl bei Dual
Culture mitA. pullulans CF10 als auch miA. pullulans CF40 innerhalb von 24 Stunden
zunachst eine etwa 180-fache bzw. 80-fache ZunatheneBiolumineszenz des Pathogens
beobachtet werden. Erst in den darauffolgendentd@d®&n war die Biolumineszenz vén
amylovora 222 in Dual Culture miA. pullulans CF40 auf ein nicht mehr detektierbares Level
abgesunken, in Dual Culture ndit pullulans CF10 konnte aber nach 96 Stunden immer noch
eine Restbiolumineszenz von 2 % (in Bezug auf dmmtkolle) beobachtet werden (siehe
Tabelle 2).

Bei einer Wiederholung dieser Dual Culture Tesfsdam gepufferten NBSP-Agarplatten (pH
7,0) konnte zwar auch eine Reduktion der Biolunieeg vonE. amylovora beobachtet
werden, diese verlief aber im Vergleich zum ungéptén System deutlich langsamer ab.
Auch hier wurde zunéchst innerhalb der ersten 2md&n eine deutliche (17-30-fache)
Zunahme der Biolumineszenz des Pathogens unter Oulaire Bedingungen beobachtet.
Nach 96 Stunden Kultivierung war allerdings immecim eine Restbiolumineszenz vén
amylovora 222::TnluxCDABE von 19-23% sowohl in Dual Culturgt A. pullulans CF10 als
auch mitA. pullulans CF40 detektierbar (Tabelle 2).

Tab. 2 Dual Culture Tests mit je 1 x 1@ellenE. amylovora 222::TnluxCDABE undP. fluorescens A506 bzw.
Bk3 bzw.A. pullulans CF10 und CF40. Die gemessene Biolumineszenz (@4el8, 72 und 96 Stunden) van
amylovora 222::TnluxCDABE in Gegenwart der Antagonisten waurgrozentual auf die gemessene
Biolumineszenz voik. amylovora 222::TnluxCDABE (bei alleinigem Auftrag auf LB-Agabezogen.

Relative Biolumineszenz [%] vonE. amylovora 222::TnluxCDABE in Gegenwart
von P. fluorescens A506 bzw. Bk3 sowieA. pullulans CF10 und CF40
P. fluorescens A506 Bk3
24 Stunden 2 2
48 Stunden 1 1
PD-Agar (pH 5,6) NBS-Agar (pH 5,8) NBSP-Agar (pH 7,2)
A. pullulans CF10 CF40 CF10 CF40 CF10 CF40
24 Stunden 73 63 10 3 84 64
48 Stunden 62 19 33 4 27 25
72 Stunden 40 14 10 0 19 18
96 Stunden - - 2 0 23 19

Insgesamt verlief die Reduktion vda amylovora 222:: TnluxCDABE durchA. pullulans
CF10 bzw. CF40 auf den verwendeten Medien PDA, NB& NBSP im Vergleich zu den
Bakterienstammer. fluorescens A506 bzw. Bk3 verzogert. Bei allen Ansatzen minde
Hefen wurde zunachst eine Zunahme der Biolumingszenerhalb von 24 Stunden
beobachtet, bevor eine Reduktion der Biolumineszadingt durchA. pullulans CF10 bzw.
CF40 gezeigt werden konnte. Lediglich auf einem epndferten, bereits leicht saurem
Medium (NBS-Agar) konnte eine vollstandige Reduktider Biolumineszenz vork.
amylovora 222::TnluxCDABE innerhalb von 72 Stunden beobacherden.
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P. fluorescens A506 bzw. Bk3 reduzierten hingegen bereits innérhaon 24 Stunden
deutlich die Stoffwechselaktivitdt voB. amylovora 222::TnluxCDABE; nach 48 Stunden
war die Biolumineszenz bis zu einem nahezu nichtrntetektierbaren Level abgesunken,
wahrend die Kontrolle ohne Antagonist nach wie eore starke Biolumineszenz zeigte.
Unter in vitro Bedingungen sindP. fluorescens A506 bzw. Bk3 demnach, was die
Geschwindigkeit der Unterdrickung voB. amylovora 222:TnluxCDABE angehtA.
pullulans CF10 bzw. CF40 Uberlegen.

A. pullulans CF10 bzw. CF40 sind in der Lage, Kulturmedien aédmern.
Wachstumsversuche zeigten, dass bei einer Kultingerdieser beiden Stdmme in NBS-
Medium (pH 5,8) der pH innerhalb von drei Tagen @ufpH 4 abfallt (nicht gezeigt). Dieser
pH bietet keine moglichen WachstumsbedingungenEfiamylovora. Es ist zu vermuten,
dass der antagonistische Wirkmechanismus der wictelen Hefen unter anderem Uber eine
Anséauerung von Kulturmedien stattfindet, was vomX005) bereits beschrieben worden
ist.

In Hemmhofversuchen, bei dendéh amylovora 222:: TnluxCDABE auf dem gewahlten
Minimalagar ausplattiert worden ist und ganze Zellen P. fluorescens A506 bzw. Bk3 in
die Mitte der Platte gespottet worden waren, waeitenach 24 Stunden im Bereich um die
Kolonie der Antagonisten eine deutliche Abnahme Biedumineszenz vork. amylovora
222::TnluxCDABE zu beobachten. Nach 48 Stundenehaith dieser Bereich weiter
ausgedehnt und wurde zu einer lytischen Zone, vilo Wéachstum des Feuerbranderregers
mehr beobachtet werden konnte (Abb. 4). Eine Rotkizing des Feuerbranderregers aus
diesem Bereich durch Uberfiihrung von etwas AgarBrviedium mit 50 pg/ml Kanamycin
schlug fehl; es ist davon auszugehen, dassamylovora 222::TnluxCDABE im Bereich der
lytischen Zone abgestorben ist.

Wurde E. amylovora 222::TnluxCDABE alleine auf Minimalmedium auspiett, so wuchs
der autobiolumineszente Feuerbranderreger gut dlidckend an und zeigte nach 24
Stunden eine deutlich messbare Biolumineszenz.

Kontrolle A506

- -

Tag 1

Abb. 4 Messung der Biolumineszenz bei einem Hemmtest Eoamylovora 222::TnluxCDABE durchP.
fluorescens A506 oder Bk3 auf Minimalmedium. BelichtungszeiSbkunden, Gain 3, Binning 4 x 4. Auf jede
Platte wurden 9 x T@ellen (100 pl, in dest. Wasser) vBnamylovora 222::TnluxCDABE ausplattiert. Mittig
gespottet jeweils ca. 6,5 x 1@ellen einer Ubernachtkultur der gewahlten Antagtemi (in LB-Medium).
Kontrolle: ohne Antagonist. AS0®. fluorescens A506, Bk3:P. fluorescens Bk3.
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Unter Eisenmangelbedingungen produziefnfluorescens-Stamme Siderophore; hierbei
handelt es sich um niedermolekulare Molekiile, dgeFdinktion haben, Eisen zu binden und
so der Zelle bereit zu stellen (Varma und Chincao®007). In Gegenwart von 0,1-0,2 mM
FeCk wird die Bildung von Siderophoren unterdriickt @eyund Lindow 2000, Rachid und
Ahmed 2005).

Eine Involvierung von Siderophoren in die Inhibieguvon Pathogenen von Pflanzen ist
bereits beschrieben worden, als Beispiel soll Has Systenfr. fluorescens — E. carotovora
var. carotovora (Erreger der Knollen-Nassfaule bei Kartoffeln) gent werden (Helmy et al.
2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersuchtmdiglicherweise durcP. fluorescens
A506 bzw. Bk3 produzierte Siderophore an der Auklriy der Hemmbhofe beteiligt sind.

Die weiter oben beschriebenen Versuchsansatze wuddgir unter Supplementierung des
Minimalmediums mit 0,2 mM Feglwiederholt und auf eine Ausbildung eines Hemmhofes
um die Kolonien vorP. fluorescens A506 bzw. Bk3 hin beobachtet.

Es konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart von nd\2 FeCk im verwendeten
Minimalmedium die Ausbildung der Hemmhofe deutligéringer ausfiel als auf Medium,
dem nicht FeGlzugesetzt wurde. Ein vollstdndiges Fehlen der Hiedienlag allerdings nicht
vor (Abb. 5). Diese Ergebnisse lassen mutmallers, oglicherweise Siderophore fir die
Inhibierung des Feuerbranderregers mit verantwbrtlisind, aber zusétzlich andere
Komponenten eine Rolle spielen mussen.

Minimalmedium

Bk3

Minimalmedium mit Zusatz von 0,2 mM FeC}

Kontrolle A506

Abb. 5 Lichtbilder der Hemmhoftests auf Minimalmedium nit fluorescens A506 bzw. Bk3 auf
Minimalmedium mit und ohne 0,2 mM Fe@lach zwei Tagen Inkubation bei Raumtemperatur.jédé Platte
wurden 9 x 10 Zellen (100 pl, in dest. Wasser) véh amylovora 222:TnluxCDABE ausplattiert. Mittig
gespottet jeweils ca. 6,5 x 1ellen einer Ubernachtkultur voR. fluorescens A506 oder Bk3 (in LB-Medium),
jeweils drei Wiederholungen. Kontrolle: ohne Antaig.
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3.1.2 Mutagenese vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 und Charakterisierung der
Mutanten

Die Mutagenese VvoR. fluorescens A506 bzw. Bk3 konnte erfolgreich durchgefiihrt weard
fur P. fluorescens A506 wurden insgesamt 4776 Mutanten vereinzelt gescreent, fuP.
fluorescens Bk3 2086.

Insgesamt konnten Uber das 3-stufige ScreeninB.ffiuorescens A506 sechs Mutanten (#8-
42, #19-56, #29-60, #37-54, #39-55, #96-6-175) fimdP. fluorescens Bk3 5 Mutanten (#1-
15, #8-15, #8-28, #13-17, #16-22) ermittelt werddie, auf LB-Medium in gleicher Zellzahl
mit E. amylovora 222::TnluxCDABE (je 1 x 10 Zellen in LB-Medium) nur noch eine
eingeschréankte Hemmung gegentuber dem autobiolupgnt=sn Feuerbranderreger
aufwiesen (siehe Abb. 6, Tabelle 3). Durch MessdeigBiolumineszenz vok. amylovora
222::TnluxCDABE und der Bestimmung der RLUs konb&echnet werden, inwieweit die
Mutanten im Vergleich zum Dual Culture Test eramylovora 222:: TnluxCDABE mit den
Wildtypen vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 eine verminderte Hemmung aufwiesen.

Fur die Mutanten voR. fluorescens A506 konnte dabei im Vergleich zum Wildtyp an Tag
der Messung eine um 6-72% verminderte HemmungB/oamylovora 222:: TnluxCDABE
beobachtet werden, an Tag 2 der Messung eine u@Q%0-verminderte. Insbesondere
Mutante #8-42 stellte sich dabei mit einer nur ngehingen Hemmung voR. amylovora
222::TnluxCDABE auf LB-Medium heraus.

Im Vergleich zum Dual Culture Test mit dem Wildtypn P. fluorescens Bk3 zeigten die
Mutanten von Bk3 eine um 73-144% verminderte Henmgnwon E. amylovora
222::TnluxCDABE an Tag 1 der Messung, sowie um 39% schlechtere an Tag 2 (Werte
>100% ergaben sich aus einer starkeren gemesseidmBleszenz vorE. amylovora
222::TnluxCDABE in Gegenwart der Mutanten im Vergtezur Kultur ohne Antagonist,
was neben der herabgesetzten Hemmung moglicheraeisan starkeres Verlaufen der auf
die Agarplatten aufgespotteten Dual Culture-Ansdimé damit ein flachigeres Anwachsen
der Zellen zurtickzufuhren ist). Die am meisten bgesetzte Hemmung wurde fir Mutante
#16-22 gemessen.
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A P. fluorescens A506-Mutanten

#8-42 #19-56 #29-60

Kontrollen

#37-54 #39-55 #96-6-175
Kontrollen

B P. fluorescens Bk3-Mutanten

#1-15 #8-15 #8-28

Kontrollen
#13-17 #16-22

Kontrollen

Abb. 6 Screening der Insertionsmutanten \Rrfluorescens A506 bzw. Bk3 im Dual Culture Test mit gleicher
Zellzahl. A E. amylovora 222::TnluxCDABE in Gegenwart der Mutanten vén fluorescens A506. B E.
amylovora 222::TnluxCDABE in Gegenwart der Mutanten v@nfluorescens Bk3. Je Ansatz wurden jeweils 1
x 10’ Zellen vonE. amylovora 222::TnluxCDABE und den Mutanten vermischt (inesim Endvolumen von 10
ul LB-Medium) und auf LB-Agarplatten gespottdfontrollen E.a.: 1 x 10 Zellen von E. amylovora
222:TnluxCDABE, E.a. + WT: 1 x fQZellen vonE. amylovora 222::TnluxCDABE mit 1 x 10 Zellen des
Wildtyps vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3. Messung der Biolumineszenz nacisdhden (Belichtungszeit 5
sec, Gain 3, Binning 4 x 4).
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Tab. 3 Dual Culture Tests mit je 1 x i@ellenE. amylovora 222::TnluxCDABE und def. fluorescens A506-
und Bk3-Mutanten (Mutante #x) sowie dem Wildtyp vBn fluorescens A506 bzw. Bk3. Die gemessene
Biolumineszenz (nach 24 und 48 Stunden) Eoamylovora::TnluxCDABE in Gegenwart des Wildtyps und der
Mutanten wurde prozentual auf die gemessene Bioleszienz voic. amylovora:: TnluxCDABE (bei alleinigem
Auftrag auf LB-Agar, dieser Wert wurde auf 100%eje) bezogen.

relative Biolumineszenz vork. amylovora 222::TnluxCDABE in
Gegenwart vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3

Stamm nach 24 Stunden [%]| nach 48 Stunden [%)]
P. fluorescens A506
Wildtyp 3 4
Mutante #8-42 75 49
Mutante #19-56 19 36
Mutante #29-60 13 21
Mutante #37-54 16 6
Mutante #39-55 17 20
Mutante #96-6-175 8 10
P. fluorescens Bk3
Wildtyp 1 1
Mutante #1-15 84 56
Mutante #8-15 74 22
Mutante #8-28 91 50
Mutante #13-17 88 16
Mutante #16-22 145 140

2D-Gele der Wachstumsiiberstande Beftuorescens A506 bzw. Bk3-Mutanten zeigten auf,
dass im Vergleich zum Wildtyp verschiedene extiaige Proteinspots fehlten bzw. in einer
geringeren Konzentration vorlagen. BRi fluorescens Bk3-Mutanten schienen hingegen
einige Proteine auch starker im Vergleich zum Widexprimiert worden zu sein.

Der Wachstumsuberstand der MutaRteluorescens A506 #8-42 wurde durch Anzucht der
Bakterien in LB-Medium gewonnen, da diese Mutargm kVachstum in M9-Medium zeigte
(siehe unten). Der Wachstumsuberstand beinhalt@té der Bradford-Proteinbestimmung
nur ein Drittel der Proteinmenge, die fur den Wagmsiberstand des Wildtyps vdh
fluorescens A506 festgestellt werden konnte. Dies zeigte siath in den 2D-Gelen. Einzelne
Proteinspots auf den 2D-Gelen waren zwar nicht exaubneinander getrennt, was durch die
Vorbehandlung der Proben (Ankonzentration mit PG00} bedingt gewesen sein kdnnte. Es
war aber deutlich zu erkennen, dass der Wachstwrstaind des Wildtyps vdn fluorescens
A506 ein Muster von Proteinen aufweist, das beiMetante #8-42 nahezu vollstandig fehlt.
Mutante A506 #8-42 ist demnach im Vergleich zum dtyg nicht nur unfahig, in einem
Minimalmedium anzuwachsen (siehe weiter unten)dson sekretiert auch eine deutlich
veranderte Proteinzusammensetzung.

Die Mutanten #8-15 und #16-22 véh fluorescens Bk3 nahmen ebenso eine Sonderstellung
ein; auch sie zeigten eine starke EinschrankumgimZzusammensetzung ihrer extrazellularen
Proteine; die Gele wiesen nur wenige deutliche Spatf (keine Abbildungen der Gele
gezeigt, Zusammenfassung verandert sekretiertéeiRean Tab. 4).
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Ob die fehlenden oder schwéacher bzw. anders seissti Proteine der Mutanten véh
fluorescens A506 bzw. Bk3 letztlich mit der herabgesetztenbitbrischen Wirksamkeit der
Mutanten gegenubeE. amyolovora 222:: TnluxCDABE zusammenhangen, kann an dieser
Stelle nicht gesagt werden; die Sequenzierung detaiMen ergab Integrationsorte der
Mutationen, bei denen keine Gene speziell fir eetlaldre Proteine oder andere
extrazllulare Molekile betroffen waren. Hierfir kieite es einer Sequenzierung und
Identifizierung der Proteinspots. Zudem ist duraeh werwendete Silberfarbung nicht sicher
gestellt, dass es sich bei den Spots auch tatskchin Proteine handelt, da mit dieser
Farbemethode auch Nukleinsduren, Lipide, Lipopagkaride und Glykolipide angeféarbt
werden.

Tab. 4 Uberblick liber starker bzw. schwécher exprimieratdéine der Mutanten voR. fluorescens A506 bzw.
Bk3 im Verhéltnis zum jeweiligen Wildtyp. Die Anziicder Bakterien erfolgte in LB-Medium mit 0,5 mM
CaCl (P. fluorescens A506 #8-42) bzw. M9-Medium mit 10 mM Asparagin, Z3tukose und 0,5 mM Cagl
(alle Ubrigen Mutanten) Proteine wurden mit 2D-GkEophorese aufgetrennt. (Auftrag: je 150 pg
Gesamtprotein. 1. Dimension: IPG-Streifen mit pHigavon pH 3-10, 2. Dimension: 9 %iges Tris-TriGe}).
Die Tabelle fiihrt die apparenten Proteinmasseneso@n geschatzten pH-Bereich, in dem die Protékgemn,
auf.

P. fluorescens A506 P. fluorescens Bk3
schwacher schwécher stirker exprimiert
exprimiert/fehlend exprimiert/fehlend P
Proteinbereich Proteinbereich| pl | Proteinbereich pl
Mutante I
u [kDa] P Mutante [kDa] [kDa]
48-42 Zahlreiche Proteine #1-15 Proteine nicht klar dargestellt, zahlreiche
fehlend fehlend
40 6-7 #8-15 17-34 6-7
#19-56 50 9 #8-28 17 6-7 50 9
55-80 6-7 17 4
40 4 #13-17 17-34 6-7 65 9
#29-60
55-80 6-7 41622 Proteine nicht klar dargestellt, zahlreiche
#37-54 55-80 6-7 i fehlend
#39-55 40 4
#96-6-175 40 4
50 50

Wildtyp und Mutanten von P. fluorescens A506 unterschieden sich in ihrem
Wachstumsverhalten in LB-Medium kaum. Lediglich bhe #8-42 zeigte ein leicht
verzogertes Wachstumsverhalten. Alle Stamme befargleh nach 48 Stunden in der
stationdren Phase bei einer §¢von 2,6-2,8. In M9-Medium mit 0,5% Glukose undrhi
Asparagin hingegen wuchs der Wildtyp am bestenMaurtante #19-56 zeigte ein deutlich
verlangsamtes Wachstum und Mutante #8-42 war nichder Lage, in diesem Medium
anzuwachsen. Um auszuschlie3en, dass Mutante #&8d#ftich Asparagin nicht mehr als
organische Stickstoffquelle nutzen kann, wurde etieStamm auch in M9-Medium mit
jeweils 10 mM der Aminosauren Asparaginsaure, ArgifProlin, Methionin oder Glycin
bzw. mit 5 mM Nitrat kultiviert. Auch in diesen Me&sh wuchs Mutante #8-42 nicht an,
wahrend der Wildtyp vorP. fluorescens A506 alle untersuchten Aminosauren und Nitrat
mehr oder weniger effektiv als Stickstoffquelle zernt konnte.
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Die Mehrzahl der Mutanten vda fluorescens Bk3 hatten in LB und M9-Medium mit 0,5%
Glukose und 10 mM Asparagin ein ahnliches Wachstenhsilten wie der Wildtyp gezeigt.
Zwar waren einige der Mutanten (#8-15, #8-28, #13AlLB, #13-17 in M9-Medium) etwas
verlangsamt angewachsen, trotzdem erreichten soWwdldtyp als auch Mutanten nach 48
Stunden eine Of3o von etwa 2,4 in LB-Medium und 1,9 in M9-Medium mis% Glukose
und 10 mM Asparagin. Mutante #16-22 war in beideredMn deutlich langsamer
angewachsen und erreichte in LB-Medium nach 48d&mmur eine OFo von 1,9. In LB-
Medium haben sich sowohl Wildtyp als auch Mutamech 48 Stunden in der stationaren
Phase befunden. Gleiches konnte fir M9-Medium geézeerden, wobei sich Mutante #16-
22 nach 48 Stunden noch in der exponentiellen Wanisphase befunden hat. Die
Auswertung des Wachstumsverhaltens der generidfteganten im Vergleich zum Wildtyp
zu Stunde 10 nach Inokulation ist ausfuhrlich itdlee 5 dargestellt.

Tab. 5 Wachstumsverhalten der Mutanten Rrfluorescens A506 bzw. Bk3 in LB-Medium und M9-Medium
im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp. Die gemesseDBgy, nach 10 Stunden in den jeweiligen Kulturen der
Mutanten wurde auf die Qi) der Wildtypen bezogen und die Werte prozentuaeistellt.

Wachstumsverhalten Wachstumsverhalten
[%0] [%0]
P. fluorescens A506 P. fluorescens Bk3

LB- MO9- LB- MO-

Medium Medium Medium Medium
Wildtyp 100 100 Wildtyp 100 100
Mutante #8-42 93 1 Mutante #1-15 99 101
Mutante #19-56 102 72 Mutante #8-15 99 97
Mutante #29-60 100 87 Mutante #8-28 100 100
Mutante #37-54 101 85 Mutante #13-17 98 66
Mutante #39-55 99 83 Mutante #16-22 73 24

Mutante #96-6-175 105 88

Die Ausbildung von Hemmhofen auf Minimalmedium keamicht nur durch den Wildtyp
von P. fluorescens A506 bzw. Bk3 beobachtet werden, sondern auchhddi® im Rahmen
dieser Arbeit erstellten Mutanten. Fur alle Mutankennte nach 48 Stunden Inkubation eine
deutliche Reduktion der Biolumineszenz vanamylovora 222::TnluxCDABE im Bereich
um die Kolonie der Mutanten sowie die Ausbildungeeilytischen Zone beobachtet werden
(keine Abb. gezeigt), auch wenn die Reduktion delugnineszenz nach 24 Stunden bei
einigen MutantenH. fluorescens A506 #8-42 und #29-6®. fluorescens Bk3 #8-28 und #16-
22) geringer ausfiel als bei den Wildtypen.

Die Ergebnisse zeigen, dass — unabhéngig von déagdnese — sowohl Wildtyp als auch
Mutanten von intakten Zellen vah fluorescens A506 bzw. Bk3 extrazellulare Komponenten
in das hier gewaéhlte Kulturmedium absondern, dieh siinhibitorisch auf die
Stoffwechselaktivitat voike. amylovora 222:: TnluxCDABE auswirken.

Die Mutanten haben also auf LB-Medium eine reddeiénhibitorische Wirkung auf den
Feuerbranderreger und ein teilweise verzdgertes hgfamsverhalten in LB-und MO9-
Medium. lhre extrazellulare Proteinzusammensetaurigrscheidet sich deutlich von der des
jeweiligen Wildtyps. Dennoch produzieren sie immeoch Hemmhéfe auf einem
Minimalagar. Die Ergebnisse zeigen, dass demnagcht mur Wachstumskonkurrenzen als
Ursache fur den Antagonismus vBnfluorescens A506 bzw. Bk3 gegenubdt. amylovora
222::TnluxCDABE eine Rolle spielen, sondern zusétzkextrazellulare Komponenten mit
inhibitorischer Wirkung vorliegen mussen.
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Die Detektion des Integrationsortes des Transpokonste fur alle Mutanten, ausgenommen
A506 #39-55, erfolgreich durchgefuhrt werden. Esirke gezeigt werden, dass durch die
Mutagenese keine Genprodukte betroffen waren, wektdoder indirekt mit der Sekretion

maoglicher inhibitorisch wirksamer Komponenten zus@nhingen, sondern vielmehr
allgemeine Stoffwechselprozesse (Tabelle 6).

Tab. 6 Ergebnisse der Detektion des IntegrationsortesTd@ssposons bei ddén fluorescens A506 bzw. Bk3-
Mutanten. Zur Detektion des Integrationsortes wur@awveils ein Blastn-Datenbankabgleich auf
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ mit den von Seglab éteiten Sequenzen durchgefihrt.

Mutante homolog zu Ursprung Gene ID*

P. fluorescens A506 #8-42 PhOSp&?ﬁ;"S‘g’sam'”' P. fluorescens Pf0-1 3715232

P. fluorescens A506 #19-56 Kalium-Uptake-Protein P. fluorescens Pf-5 3476496

P. fluorescens A506 #29-60 Citrat-Synthase P. fluorescens Pf0-1 3716821

P. fluorescens A506 #37-54 Kationen ABC- P. fluorescens SBW25 | 7818324

Transporter
P. fluorescens A506 #96-6-175| Scnwermetall Sensor- o, ¢ oo pr g 3475981
Histidin-Kinase

P. fluorescens Bk3 #1-15 Oligopeptidase A P. fluorescens Pf0-1 3717789

P. fluorescens Bk3 #8-15 DEAD/DEAH-Box | o g\ ecens PO-1 3714013
Helikase-ahnlich

P. fluorescens Bk3 #8-28 GTP'b”]Iijepnies Protein P. fluorescens Pf-5 3480979

P. fluorescens Bk3 #13-17 RNAse T P. fluorescens PfO-1 3717889

P. fluorescens Bk3 #16-22 Thlamlgrgggisr]ynthese P. fluorescens PfO-1 3713374

*Datenbank von www.ncbi.nlm.nih.gov/

Insofern ist die hier durchgeflihrte Mutagenese zsenr aufwendig gewesen, brachte aber
nicht die erhofften Ergebnisse in der Identifizieguvon Genen, deren Produkte fir eine
Inhibierung vonE. amylovora 222::TnluxCDABE verantwortlich sind. Aus diesemu@d
wurde der Schwerpunkt der Untersuchungen auf digrazxlularen hoch- und
niedermolekularen Komponenten vBnfluorescens A506 bzw. Bk3 gelegt.

3.1.3 Charakterisierung der extrazellularen hoch- ad niedermolekularen Fraktionen
der Wachstumsiuberstande von P. fluorescens A506 und Bk3 durch
Vorinkubationsversuche und Hemmhofversuche

Nach einer Vorinkubation voi. amylovora 222::TnluxCDABE mit den ankonzentrierten
Wachstumsuberstanden vén fluorescens A506 bzw. Bk3 konnte direkt nach Auftrag auf
LB-Agar eine vollstandige Reduktion der Bioluminesz gezeigt werden. Nach 24 Stunden
konnte zwar gezeigt werden, dags amylovora 222::TnluxCDABE auf der Agarplatte
anwuchs, die gemessene Biolumineszenz war abeodenmm durchschnittlich 74-80% im
Vergleich zur Kontrolle reduziert und nach 48 Stmidmmer noch um 35-44% (Abb. 7). Die
Vorinkubation mit der niedermolekularen Fraktionr dé&/achstumsiuberstande voR.
fluorescens A506 bzw. Bk3 fuhrte zu keiner Reduktion der Siathselaktivitat des
Pathogens bei Auftrag auf LB-Agar.

Wachstumsuberstande vda fluorescens A506 bzw. Bk3 beinhalteten demnach hoch-
molekulare Komponenten, die auf LB-Medium in dergéasind, E. amylovora
222::TnluxCDABE zu hemmen.
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Kontrolle P. fluorescens A506 P. fluorescens Bk3
+0U>5kDa +D <5kDd+U >5kDa +D <5 kDa
o u

Abb. 7 Messung der Biolumineszenz vé&namylovora 222::TnluxCDABE nach Vorinkubation mit der hoch-
und niedermolekularen Fraktion der Wachstumsiibeasta/onP. fluorescens A506 bzw. Bk3. Jeweils 1x10
Zellen vonE. amylovora 222::TnluxCDABE wurden mit 1 pg/ul Protein aus Hechmolekularen Fraktion (U >
5 kDa) sowie 5 ul der niedermolekularen Fraktion{B kDa) versetzt, 24 Stunden vorinkubiert und.@npl
Endvolumen (mit 20 mM Hepes pH 7,0 und 0,5% Glukosef LB-Agar gespottet. Messung der
Biolumineszenz nach 0, 24 und 48 Stunden (Beliafgmeit 2 Minuten, Gain 3, Binning 4 x 4).

Die beste Wirksamkeit der hochmolekularen Frakionnte bei pH 7,0 beobachtet werden.
Eine Erhitzung der hochmolekularen Fraktion auf@Gtir 10 Minuten fuhrte zu einem
vollstéandigen Verlust der inhibitorischen Wirksantke

Eine 24-stiindige Vorinkubation von autobioluminedea E. amylovora 222 mit der hoch-
bzw. niedermolekularen Fraktion der Wachstumsiubeds vonA. pullulans CF10 bzw.
CF40 bewirkte keine messbare Reduktion der Biolesienz des Pathogens (keine
Abbildung gezeigt). Es ist davon auszugehen, daéssHéfestdamme kein&. amylovora
222::TnluxCDABE hemmenden Wirkkomponenten sezeemier

Bei Auftrag der zellfreien, hoch- oder niedermolieken Fraktion der Wachstumsuberstande
von P. fluorescens A506 bzw. Bk3 auf Minimalagar, auf den zuvé. amylovora
222::TnluxCDABE ausplattiert worden ist, konnte dtx nach 24 Stunden eine deutliche
Reduzierung der Biolumineszenz vanamylovora 222::TnluxCDABE beobachtet werden.
Nach 48 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur hsith diese Reduktion deutlich
intensiviert und ausgehend vom Auftragsort der VBachsiuberstande konnte die Ausbildung
einer lytischen Zone gezeigt werden, wo kein Waghstvon E. amylovora
222::TnluxCDABE mehr zu beobachten war (Abb. 8).neEi Reisolierung des
Feuerbranderregers aus diesem Bereich durch Uberfgihvon etwas Agar in LB-Medium
mit 50 pg/ml Kanamycin schlug fehl; es ist davonszaugehen das&. amylovora
222::TnluxCDABE im Bereich der Iytischen Zonen aigeben ist.

Diese Versuche zeigen, dass sowohl in der hochmialedn Fraktion als auch in der
niedermolekularen Fraktion Molekile vorhanden saiissen, die sich auf Minimalmedium
inhibitorisch auf das Wachstum des Feuerbrandersegeswirken und maoglicherweise zu
einer Lyse vork. amylovora 222::TnluxCDABE fihren.
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P. fluorescens A506 P. fluorescens Bk3

Kontrolle Uberstand Durchtlss Uberstand Durchfluss

> 5 kDa <5 kDa > 5 kDa 5kDa

Abb. 8 Messung der Biolumineszenz bei einem HemmtestEcamylovora 222::TnluxCDABE durch hoch-
und niedermolekulare Fraktionen der Wachstumsidmast von P. fluorescens A506 bzw. Bk3 auf
Minimalmedium. Belichtungszeit 5 Sekunden, GaiB®ning 4 x 4. Auf jede Platte wurden 9 x"Zellen (100
ul) von E. amylovora 222::TnluxCDABE ausplattiert. Mittig gespottet jelgel0 pg Protein/15 pl aus der
hochmolekularen Fraktion (Uberstand) bzw. 15 pl aes niedermolekularen Fraktion (Durchfluss) der
Wachstumstuberstéande. Kontrolle ohne Wachstums iéinetest

Erfolgte allerdings die Anzucht vda fluorescens A506 und Bk3 in Gegenwart von 0,2 mM
FeClk, so konnte gezeigt werden, dass die hochmolekblaidgion der Wachstumsuiberstande
noch immer eine inhibitorische Wirkung auf denamylovora 222::TnluxCDABE aufwies,
aber keine hemmende Wirkung mehr durch die niedetutare Fraktion festgestellt werden
konnte (keine Abb. gezeigt).

Die Ergebnisse bestéatigen die zuvor durchgefuhdetersuchungen, bei der durch intakte
Zellen vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 deutlich kleinere Hemmhofe auf ein@m0,2 mM
FeCk supplementierten Minimalmedium als auf einem Mediohne 0,2 mM Fegl
ausgebildet worden sind, aber dennoch die inhisitbhe Wirkung nicht vollstéandig
aufgehoben wurde. Die Supplementierung des Kultdimmes mit FeG konnte also
maoglicherweise Einfluss auf die Produktion oderr8gén extrazellularer Komponenten wie
beispielsweise Siderophoren nehmen.

3.1.4 Chrakterisierung der extrazellularen Proteinfaktion der gewahlten Antagonisten
mittels Tris-Tricin-Gelelektrophorese

In den Wachstumstiberstanden Jnfluorescens A506 bzw. Bk3 sind zahlreiche Proteine
enthalten. Die Proteinzusammensetzung scheint dalwechen den beiden gewahlten
bakteriellen Antagonisten sowohl in Zusammensetzaigy auch in der Konzentration
unterschiedlich zu sein. Der Wachstumsuberstand Roriluorescens A506 bzw. Bk3
beinhaltet Proteine mit apparenten molaren Mass&schen ca. 85 und 7 kDa. In Gegenwart
von 0,5 mM CaGl wurde nachweislich mit Bradford-Proteinbestimmuthgutlich mehr
Protein in den Wachstumsiberstand Woriluorescens A506 bzw. Bk3 abgegeben als ohne
Zugabe von 0,5 mM Caglca. 4-5 x mehr); zudem wurde insbesondere einanipente
Proteinbande von ca. 45 kDa besonders stark seitrefiuf dem Gel ist diese Bande klar
hervorgehoben, wahrend andere Proteine scheinba&sber exprimiert worden sind (Abb.
9 A). Allerdings wurden jeweils 10 pg Gesamtprotairs den Wachstumsuiberstanden auf die
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Proteingele aufgetragen, so dass andere Protem®&/dehstumsiberstande auf Grund des
hohen Verhéltnisses des 45 kDa Proteins in derekgjnind traten.

Im Wachstumsuberstand vof. pullulans CF10 bzw. CF40 konnten Proteinbanden mit
apparenten molaren Massen zwischen ca. 95 und a6lkEzktiert werden (siehe Abbildung
9 B). A. pullulans CF10 scheint dabei ein vielfaltigeres SpektrumAalgullulans CF40 zu
sekretieren, hier lagen zusatzlich Proteinbanddnapparenten molaren Massen von ca. 80,
55, 50, 40, 37, 27 und 25 kDa vor, die Bepullulans CF40 nicht detektiert wurden.

A + CaCIZ
M  A506 Bk3 A506 Bk3 M CF10 CF40
210 kDa —[- —_— 210 kDa —~
105 kDa —- 105 kDa —-
78 kDa
78 kDa ——
55 kDa p
45 kDa 55 kDa —— 4
34 kDa 45 kDa —--
17 kDa 34 kDa —~
16 kDa -
7 kDa 17 kDa _|
16 kDa —

Abb. 9 (A) Wachstumsuiberstande venfluorescens A506 bzw. Bk3 (A506 bzw. Bk3) sowi@) A. pullulans
CF10 bzw. CF40 (CF10 bzw. CF40). Die Wachstumsiiiede wurden in M9-Medium mit 10 mM Asparagin
und 0,5% Glukose (bzw. 2% Glukose Beipullulans-Stdmmen) und optional mit 0,5 mM CaG@ngezogen.
Auftrag: je 10 pg Gesamtprotein. 9%iges Tris-TrGrl, Coomassie-Farbung M: Marker See Blue Plus2,
Invitrogen.

Mittels der 2D-Gele der Wachstumsiberstande Roriluorescens A506 bzw. Bk3 ist es
moglich gewesen, die einzelnen Proteine verbessereinander abzutrennen, als es mit
einem eindimensionalen Gel moglich gewesen ist. &igh schon aus den eindimensionalen
Gelen ersichtlich wurde, waren auch hier Untersien der Zusammensetzung und
Konzentration der Proteine bél. fluorescens A506 bzw. Bk3 zu erkennen (Abb. 10).
Ebenfalls konnten Proteine mit apparenten molar@sddn zwischen 85 und 7 kDa gezeigt
werden; die meisten Proteine lagen im pH-Bereictsawen pH 4 und pH 8.

M pH3 -
210 kDa 5= A506
105 kDa—+ =
78 kDa—
55 kDa—

45 kbDa—

pH 10 M pH3 - pH 10

Abb. 10 2D-Gele der Wachstumsuberstande des WildtypsPvdluorescens A506 bzw. Bk3 (A506 bzw. Bk3).
Die Anzucht der Bakterien erfolgte in M9-Medium rii® mM Asparagin, 0,5% Glukose und 0,5 mM GacCl
Auftrag: je 150 pg Gesamtprotein. Der verwendete-8freifen hatte einen pH-Range von pH 3-10, fér 2li
Dimension wurde ein 9%iges Tris-Tricin-Gel verwende Gele wurden Silber-gefarthl: Marker See Blue.
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3.1.5 Untersuchung mdoglicher Wechselwirkungen zwisen P. fluorescens A506 bzw.
Bk3 und E. amylovora 222

Aus den Wachstumskurven wurde ersichtlich, dasamylovora 222::TnluxCDABE sowohl

in LB- als auch M9-Medium langsamer wachst als loiédenP. fluorescens-Stamme.E.
amylovora 222::TnluxCDABE erreichte nach etwa 24 StundenLBxMedium und einer
ODeoo Von ca. 2,0 die stationare Phase und ging nacktdaden, erkennbar an der Abnahme
der optische Dichte, in die Absterbephase tUbedd¥ifluorescens-Stamme hatten hingegen
nach 24 Stunden eine deutlich héhereg§@Don 2,5 (A506) und 2,9 (Bk3PR. fluorescens
Bk3 ging ebenfalls nach 32 Stunden in die Abstanaep Uber, hatte nach 48 Stunden aber
immer noch eine O von 2,5. In Kulturen vorP. fluorescens A506 konnte nach 48
Stunden immer noch ein leichtes Wachstum beobaut#eten; die Kulturen erreichten eine
ODeoo Von 2,8. In M9-Medium erreichte keiner der Stanuee Absterbephase innerhalb von
48 Stunden. BeP. fluorescens A506 bzw. Bk3 konnte nach 48 Stunden noch immee ei
Zunahme der OFo beobachtet werder. amylovora 222::TnluxCDABE erreichte nach 24
Stunden eine O3, von 0,64, danach war keine mal3gebliche Verandedangoptischen
Dichte mehr zu beobachteR. fluorescens A506 bzw. Bk3 erreichten hingegen nach 48
Stunden eine Ofgpvon 1,7 bzw. 2,0 (siehe Abb. 11).

P. fluorescens A506 bzw. Bk3 unterscheiden sich insofern vdh amylovora
222::TnluxCDABE in ihrem Wachstumsverhalten, alsdsie sowohl in einem Voll- als auch
einem Minimalmedium schneller anwuchsen und einglidd hohere Olyoerreichten. Auch
der Ubergang von der stationaren in die Absterbspharlief im Vergleich z{E. amylovora
222::TnluxCDABE verzogert.

D GO0 nm

0 10 20 30 40 0

Zeit [Stunden]
——AS06LB ——EBL3 LB —8—E 3 22218
——AS06 MS ——Bk3i M9 —C—E.a 222 M5

Abb. 11 Wachstumskurven vol. amylovora 222::TnluxCDABE (E. a. 222) unié. fluorescens A506 bzw. Bk3
(A506 bzw. Bk3) in LB-Medium (LB) und M9-Medium mi,5% Glukose und 10 mM Asparagin (M9)

Wurde neben der optischen Dichte zusatzlich dieluBimeszenz gemessen, so konnte
gezeigt werden, dass bei alleiniger Kultur vienamylovora 222::TnluxCDABE trotz des
leichten Anstiegs der optischen Dichte innerhalls desten fiinf Stunden zunéchst die
Biolumineszenz von ca. 2 x 4@uf 1 x 18 RLUs leicht abnahm, anschlieBend aber auf 1 x
10° RLUs bis Stunde zehn anstieg. Nach 24 Stundedi&giolumineszenz knapp unterhalb
des Ausgangswertes, was madglicherweise auf eineukled der Nahrstoffe im
Kulturmedium zurtickzufiihren sein kdnnte.
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In Gegenwart vor. fluorescens A506 bzw. Bk3 konnte bis Stunde fuinf (A506) bzwurile
drei (Bk3) eine zur Einzelkultur vergleichbare Riolineszenz vonE. amylovora
222::TnluxCDABE gemessen werden, danach fiel digser auf einen Wert von 1 x 310
RLUs (A506) bzw. 1 x 1DRLUs (Bk3) ab (Abb. 12). Zu dieser Zeit verlieedZunahme der
optischen Dichte bei Einzelkulturen voR. fluorescens A506 und E. amylovora
222::TnluxCDABE noch parallel, bd?. fluorescens Bk3 war nach finf Stunden hingegen die
ODggo um ca. 0,3 hoher als bEi amylovora 222::TnluxCDABE. Nach 24 Stunden konnte
keine Biolumineszenz mehr detektiert werden.

1,0E+05 —
1.0E+04 \\
1.0E+03

P, T—

A

KL L

1,0E+D2

1,0E+D1

0 5 Lo 13 20 25

Zeit [Stunden]

—4—Fa B Ea+A506 —&E.a +Bk3

Abb. 12 Im zeitlichen Verlauf gemessene Biolumineszenz Eoamylovora 222::TnluxCDABE (E. a.); Stamm
alleine oder in Co-Kultur miP. fluorescens A506 bzw. Bk3 kultiviert. Die Biolumineszenz wurde 50 pl
Zellsuspension mit dem Bioluminometer gemessenBdlEhtungszeit betrug 30 Sekunden.

Neben der Co-Kultivierung voi&. amylovora 222::TnluxCDABE mitP. fluorescens A506
bzw. Bk3 in LB-Medium und der Messung der Bioluminesz@nzzeitlichen Verlauf wurde
zusatzlich die extrazellulare Proteinzusammensetzoeider Antagonistenstdmme mittels
2D-Gelelektrophorese untersucht, wenn sie in M9iMmdmit 10 mM Asparagin, 0,5%
Glukose und 0,5 mM Caglin Gegenwart des Feuerbranderregers fir drei Bagezogen
worden sind.

Wenn P. fluorescens A506 in Gegenwart voik. amylovora 222::TnluxCDABE angezogen
wurde, konnte im Wachstumstberstand eine starkekeeon von Proteinen im Bereich von
78, 45, 34 und 16 kDa, sowie eine schwachere van Bvoteinen in einem Bereich von ca. 7
kDa beobachtet werden. Wachstumsiberstande beiutorkonP. fluorescens Bk3 undE.
amylovora 222::TnluxCDABE zeigten eine starkere Sekretion Yyoteinen im Bereich von
etwa 25 und 15 kDa, sowie schwachere SekretionProteinen in einem Bereich von ca. 65
und 45 kDa (keine Abb. gezeigt).

Starker oder schwacher exprimierte Spots stimmielmt mit Spots von einem Gel Uberein,
auf das der alleinige Wachstumsiberstand Ezoamylovora 222::TnluxCDABE aufgetragen
worden ist, wahrend hingegen verandert sekretierdéeine haufig auch bei alleiniger Kultur
von P. fluorescens A506 bzw. Bk3 vorlagen. Dennoch kann an dieser Stelle niclit m
Sicherheit gesagt werden, ob die verandert sekietié’roteine tatséchlich auschliel3lich von
P. fluorescens A506 bzw. Bk3 stammen, oder ob es sich um ProteoreE. amylovora
222::TnluxCDABE handelt.
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Zusatzlich zu den oben aufgefihrten Versuchsansatzeurden noch einmal
Wachstumsuberstande vén fluorescens A506 bzw. Bk3, die in An- und Abwesenheit von
E. amylovora 222::TnluxCDABE in M9-Medium mit 10 mM Asparagimd 0,5 % Glukose,
aber ohne Caglangezogen worden sind, gewonnen. Die gewahlterudessonaden
produzierten in Gegenwart von Ca(ine deutlich hthere Konzentration extrazellularer
Proteine, so dass dadurch moglicherweise durchFeeerbranderreger auftretende Effekte
aufP. fluorescens A506 bzw. Bk3 tUberdeckt worden waren.

Deutlich erkennbar ist hier eine Heraufregulatiam Wroteinen im Bereich zwischen 40 und
78 kDa bei Co-Kultur vorP. fluorescens A506 undE. amylovora 222:: TnluxCDABE, sowie
eine Heraufregulation von Proteinen mit apparemt@haren Massen von ca. 45, 20, 17 und
16 kDa bei Co-Kultur vor®. fluorescens Bk3 undE. amylovora 222::TnluxCDABE.

Auf 2D-Gelen der Wachstumstiberstande Zoamylovora 222:: TnluxCDABE, angezogen in
M9-Medium ohne CaGJ konnten keine Proteinspots nach Silberfarbungktietrt werden.
Auch wenn ebenso an dieser Stelle nicht mit Siaierpesagt werden, ob die verédndert
sekretierten Proteine tatséchlich auschlie3lichRidifuorescens A506 bzw. Bk3 stammen, so
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Antaggnstidmme auf die Gegenwart des
Feuerbranderregers mit einer veranderten Protawtseh reagieren.

Alle in Gegenwart des Feuerbranderregers verandskretierten Proteine sind
zusammengefasst in Tabelle 7 aufgefihrt.

Im Vergleich der Anzuchtsmedien (M9-Medium mit uoldne 0,5 mM CaG) sind von der
veranderten Sekretion von Proteinen bei Co-Kultur R. fluorescens A506 bzw. Bk3 mitE.
amylovora 222::TnluxCDABE in einem Medium mit CaCdndere Proteine betroffen als in
einem Medium ohne Cag£l

Eine Maskierung der tatsachlich durch den Feuedaaager beeinflussten Proteine ven
fluorescens A506 bzw. Bk3 durch eine CaEbupplementierung der Kulturmedien ist also
maoglich. Inwieweit die herauf- oder herunterregiéa Proteine allerdings in einem direkten
Zusammenhang mit dem Antagonismus gegentber deerlifanderregers stehen, konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Zwar dear Versuche unternommen, die
Proteine mittels MALDI-TOF zu sequenzieren, alleagh konnten keine signifikanten
Ergebnisse damit erzielt und somit auch keine gemreguAussagen getroffen werden.
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Tab. 7 Uberblick tber starker bzw. schwacher exprimiertetdine vonP. fluorescens A506 bzw. Bk3 in
Gegenwart vorE. amylovora 222::TnluxCDABE. Die Anzucht der Bakterien erfagn M9-Medium mit 10
mM Asparagin, 0,5% Glukose und optional mit 0,5 n@®dCh. Proteine wurden mit 2D-Gelelektrophorese
aufgetrennt. (Auftrag: je 150 ug GesamtproteirDimension:; IPG-Streifen mit einem pH-Range von pH03

2. Dimension: 9 %iges Tris-Tricin-Gel). Die Tabefighrt die apparenten molaren Proteinmassen soete d
geschatzten pH-Bereich, in dem die Proteine liegah,

P. fluorescens A506 +E. amylovora 222 P. fluorescens Bk3 + E. amylovora 222
Proteinbereich Proteinbereich
i . | i .
M9-Medium (kDa] p M9-Medium [kDa] pl
starker exprimiert starker exprimiert
16 6 15 8
34 7 16 6
+0,5mM CaC —
+ 0,5 mM CaCl 45 7 > M aCk schwacher exprimiert
78 7-8 45 7
schwacher exprimiert 65 6
7 7-8 starker exprimiert
starker exprimiert 16 8
40-45 4-5 17 5
- 0,5 mM CaCl 50-78 5.6 - 0,5 mM CaCl 20 8
schwacher exprimiert 45 8
schwacher exprimiert

3.1.6 Charakterisierung der niedermolekularen Frakion der Wachstumsiberstande mit
Gelfiltration, Dunnschichtchromatographie und Massespektrometrie

In der Gelchromatographie der niedermolekularerktiénaen der Wachstumsuberstande von
P. fluorescens A506 bzw. Bk3 konnten jeweils zwei Peaks mit Ratergzeiten von 41-42
und 60-62 Minuten detektiert werden (Abb. 13 A W@y die getrennt voneinander in zwei
Fraktionen aufgefangen worden sind. Die einzelnaktfonen wurden anschlie3end mit der
SpeedVac fur Dunnschichtchromatographie-Analysesden auf ca. 150 pl eingeengt, bzw.
unverdinnt fir Hemmhoftests eingesetzt. Die Retestieiten und Volumina der einzelnen
Peaks/Fraktionen sind zusatzlich aus Tabelle &imeémen.

WerdenP. fluorescens A506 bzw. Bk3 in Gegenwart von 0,2 mM Fe@hgezogen, so kann
in der niedermolekularen Fraktion dieser Wachsturessiande fir beide Proben nur noch ein
Peak mit einer Retentionszeit von 59-60 Minuterekkstrt werden, wahrend der erste Peak,
der sonst mit einer Retentionszeit von 41-42 Minugezeigt werden konnte, vollstandig
fehlte (Tabelle 8, Abb. 13 B und D).
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Tab. 8 Retentionszeiten der Peaks bzw. Fraktionen ausGeéiltration der niedermolekularen Fraktion des
Wachstumsuiberstandes vdh fluorescens A506 bzw. Bk3 mit destilliertem Wasser als Lautelit Die
niedermolekulare Fraktion stammte aus Wachstumstidraten vorP. fluorescens A506 bzw. Bk3, die in M9-
Medium mit 10 mM Asparagin und 0,5% Glukose undmdl mit 0,2 mM FeGlangezogen worden waren.

Peak M9 M9 + 0,2 mM FeCk

Retentionszeit (Min) [Volumen/ml]

1 41 [25]
P. fluorescens A506
2 62 [50] 60 [46]
1 42 [23]
P. fluorescens Bk3
2 60 [46] 59 [24]

Sowohl in der niedermolekularen Fraktion der Waamstiberstande voR. fluorescens
A506 als auch der von Bk3 wird nach ca. 41-42 Menubzw. nach ca. 60-62 Minuten eine
Substanz oder ein Substanzgemisch von der Geiblrssaule eluiert. Die Intensitéat des
ersten Peaks ist dabei deutlich geringer als dge zeeiten. Gleichzeitig ist die Intensitat
beider Peaks bé. fluorescens A506 deutlich gro3er als bBi fluorescens Bk3 (ca. 20% bei
Peak 1 und ca. 26% bei Peak 2).

Bei Anzucht vorP. fluorescens A506 bzw. Bk3 in Gegenwart von 0,2 mM Fe@hlt in der
niedermolekularen Fraktion der Wachstumsiberstéeddeiden Stammen Peak 1. Es wird
demnach ein reduziertes Spektrum niedermolekuubstanzen sekretiert. Die Anwesenheit
der Eisenionen fuhrte vermutlich zu einer verareterSekretion von niedermolekularen
Bestandteilen.

Alle Peaks wurden fur Dunnschichtchromatographiedgsen aufgefangen und mit der
SpeedVac auf ca. 150 ul eingeengt. Fur Probenjndi@egenwart von Feglangezogen
worden waren und bei denen Peak 1 fehlte, wurdé a@ie von der Gelfiltrationssaule
kommende Fraktion von Minute 35-45 aufgefangen (@esGesamt-Retentionszeit von Peak
1 entsprechen wirde). Auch diese wurde mittels ®gae auf ca. 150 pl ankonzentriert und
mittels Dunnschichtchromatographie untersucht.
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Abb. 13 Chromatogramme der Gelfiltrationen von den niedéefndaren Fraktionen (< 5 kDa) der
Wachstumsibersténde voR. fluorescens A506 bzw. Bk3. A und C Niedermolekulare Fraktion der
Wachstumsiberstéande vBnfluorescens A506 bzw. Bk3 bei Anzucht der Bakterien in M9-Mawati mit 10 mM
Asparagin und 0,5% Glukosé8 und D Niedermolekulare Fraktion der Wachstumsiberstande P.
fluorescens A506 bzw. Bk3 bei Anzucht der Bakterien in M9-Mewi mit 10 mM Asparagin, 0,5% Glukose und
0,2 mM FeCl. Als Proben dienten jeweils 30 ml der niedermolafen Fraktion, die auf 1,5 ml mit der
SpeedVac bei 45°C ankonzentriert worden war. Latéinidestilliertes Wasser, Detektion mit UV-Lict&80
nm, ABS-Range 0,2).

Sowohl Peak 1 als auch Peak 2 zeigten in Hemmhsftaaf Minimalmedium eine
ausgepragte inhibitorische Wirkung abf amylovora 222::TnluxCDABE, bei denen die
Ausbildung lytischer Zonen, wie bereits unter 3.he&chrieben wurde, beobachtet werden
konnte (keine Abb. gezeigt). Die Ergebnisse dewarauf hin, dass die niedermolekulare
Fraktion der Wachstumsuberstande Woriluorescens A506 bzw. Bk3 mindestens zwei oder
mehr verschiedene Komponenten enthalt, Hieamylovora 222::TnluxCDABE hemmen
kénnen und die sich bei einer Gelfiltration untegndgewahlten Bedingungen in zwei
Fraktionen auftrennen lassen.

In Peak 1 vonP. fluorescens A506 konnten mittels Dinnschichtchromatographieeizw
voneinander abgegrenzte Spots mit blau-griner &zenz sowie ein Spot mit oranger
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Fluoreszenz unter UV-Licht mit RF-Werten zwische@20und 0,34 detektiert werden. Fir
Peak 1 vonP. fluorescens Bk3 wurden drei Spots mit derselben Fluoreszend Rirs
zwischen 0,02 und 0,24 beobachtet. Alle Spots aak P waren mit Ninhydrin anfarbbar und
zeigten eine violette oder orange-gelbe Farbung, aud das Vorhandensein priméarer und
sekundarer Amine hinweist. Eine Anfarbung der Spots Peak 1 mit Eisen-Reagenz war
nicht maglich.

In Peak 2 vorP. fluorescens A506 wurden vorwiegend Spots mit violetter Fluaess unter
UV-Licht detektiert, wahrend ein Spot eine oranfigFeszenz aufwies. Die RF-Werte lagen
hier zwischen 0,73 und 0,90. Peak 2 Yifluorescens Bk3 bestand hingegen aus einem Spot
mit violetter Fluoreszenz, zwei Spots mit blaued wwinem Spot mit oranger Fluoreszenz
unter UV-Licht. Die RF-Werte lagen hier zwischeb®und 0,88. Keiner der Spots aus Peak
2 konnte mit Ninhydrin gefarbt werden, allerdingsgten alle violetten Spots aus Peak 2 von
P. fluorescens A506 eine mehr oder weniger stark ausgepréagte eltfatbung nach
Behandlung mit Eisen-Reagenz, wobei der obersteWWRE 0,90) die intensivste Farbung
aufwies.

Zusatzlich zu den Proben aus der Gelfiltration weurein Salizylsdure-Standard (1%
Salizylsaure in 96% Ethanol, 7 pl) mit aufgetragear Salizylsdurestandard zeigte ebenfalls
eine ausgepragte violette Fluoreszenz unter UVilLihe violette Farbung nach Behandlung
mit Eisen-Reagenz sowie einen RF-Wert von 0,9. &Egebnisse zeigen auf, dass Peak 2
von P. fluorescens A506 Salizylsaure enthalt.

Aus Peak 2 vorP. fluorescens Bk3 konnte keiner der Spots mit Eisen-Reagenz farige
werden. Der oberste, violette Spot wies mit 0,88eaza denselben RF-Wert auf wie der
Salizylsaurestandard, dennoch konnte fir diese e’r@alizylsdure nicht eindeutig
nachgewiesen werden.

Bei Anzucht der Bakterien in Gegenwart von 0,2 mdCEk konnten in der Fraktion, die Peak
1 entsprochen hétte, keine Spots mehr nachgewigsesten. In Peak 2 fehlte jeweils der
oberste Spot, der bEi fluorescens A506 Salizylsaure entspricht.

Alle Informationen zu den in der Dunnschichtchrooggaphie detektierten Spots sind
nachfolgend in Tabelle 9 zu finden.
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Tab. 9 Fluoreszenzfarbung unter UV-Licht, RF-Werte ungidfmisse der Anfarbung von Spots, die mittels Deldiert wurden. Die Fluoreszenz wurde mittels gikB/-
Tisches (312 nm) detektiert. Die Farbungen wurdénNmhydrin zur Detektion primarer und sekundademine und mit Eisen-Reagenz zur Detektion von $hléure
durchgefihrt. Die Proben fir die DC stammen ausGidfiltration der niedermolekularen Fraktion voratfistumsiiberstanden vBnfluorescens A506 bzw. Bk3, die in M9-
Medium mit 10 mM Asparagin und 0,5% Glukose, soapsional mit 0,2 mM FeGlangezogen worden waren. + = positive Farbungeire Farbung, +/- = schwache Farbung

P. fluorescens A506 Peak 1 P. fluorescens Bk3 Peak 1
+ FeCl + FeCl
Spot #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3
RF-Wert 0,02 0,13 034 | -- 0,02 0,08 0,24
Fluoreszenzféarbung blau-grin  blau-grin ~ orangg --- --- | blau-grin  blau-grin  orangq ---
Ninhydrin-Farbung + + + + + +
Eisen-Reagenz-Farbung - - - - - -
P. fluorescens A506 Peak 2 P. fluorescens Bk3 Peak 2 Salizylsaure
+ FeCl + FeCl
Spot #1 #2 #3 #4 #1 #2 #1 #2 #3 #4 #1 #2 #3
RF-Wert 0,73 0,79 0,87 0,90/ 0,66 0,79 056 066 0,74 083 045 049 0,63 0,90
Fluoreszenzfarbung orange violett violett violety violett violett | orange blau blau violef orange blau blau violett
Ninhydrin-Farbung - - - - - - - - - - - - - -
Eisen-Reagenz-Farbung| +/- +/- +/- + - - - - - - - - - +
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Eine der wesentlichen Charakteristika v@nfluorescens Stammen ist die Produktion von
Pyoverdinen (Varma und Chincholkar 2007). Pyovexdgehdren zu den Siderophoren,
hierbei handelt es sich um Verbindungen mit einéaangen Molekulargewicht und einem
spezifischen Eisen-Liganden. Unter UV-Licht (312 )nreeigen sie eine grin-blaue
Fluoreszenz; damit kdnnen sie zuverlassig auf KsiigyMedium detektiert werden (Hofte et
al. 1992, King et al. 1954, Varma und Chincholka®?2).

Pyoverdine bestehen aus einem Dihydroxychinoline@tatophor, das mit einer Peptidkette,
bestehend aus sechs bis zwolf Aminosauren, verlnusti@~ernandez et al. 2001).

Da die Konzentration an Eisen-lonen in der Umweltléen meisten Fallen limitiert ist, wird
die Produktion von Pyoverdinen durch die gegebeiserEKonzentration reguliert. Sofern
Eisen-supplementierende Bedingungen vorliegen, wdid Bildung von Pyoverdinen
unterdrtickt (Joyner und Lindow 2000, Meyer und 8ti998, Rachid und Ahmed 2005).

Auf Grund ihrer Fluoreszenz-Farbe unter UV-Lichénd positiven Ninhydrin-Farbtest, der
auf das Vorliegen von primaren und sekundaren Amimaweist, sowie die Unterdriickung
der blau-grinen Spots in Gegenwart von 0,2 mM fel Kulturmedium ist es sehr
wahrscheinlich, dass Peak 1 v@nfluorescens A506 bzw. Bk3 Pyoverdine beinhaltet, sowie
Peak 2 zusatzlich eine Eisen-regulierte Komponente.

Gelfiltrationsfraktionen aus Peak 1 vdA. fluorescens A506 bzw. Bk3 zeigten eine
ausgepragte inhibitorische Wirkung abf amylovora 222::TnluxCDABE unterin vitro-
Bedingungen auf Minimalagar; bei Anzucht der Bakitein Gegenwart von 0,2 mM FeCl
konnte aber weder Peak 1 noch eine Hemmung desrlifanderregers durch die
niedermolekulare Fraktion gezeigt werden. Die Enggte deuten stark darauf hin, dass
Pyoverdine vonP. fluorescens A506 und Bk3 in die Inhibierung vok. amylovora 222
involviert sind.

Dieser Wirkmechanismus ware insofern nicht unwdfesdich, da Eisen- was durch
Siderophore der Zelle bereitgestellt wird- fur zaldhe Signal- und Stoffwechselprozesse
bendtigt wird. Eine Eisenlimitierung wirkt sich gdmein (und in diesem Fall fUE.
amylovora 222) wachstumshemmend aus (Expert, 1999).

In Peak 1 der niedermolekularen Fraktion der Warhstiberstande vda. fluorescens A506
konnten mittels Massenspektrometrie drei Hauptpeakd drei Nebenpeaks detektiert
werden. Mit Berucksichtigung der natirlichen Is@ofC12, C13 und C14) konnte ein
einfaches Masse- zu Ladungsverhaltnis gezeigt werdeh. es liegt eine einfache
Protonierung der detektierten Substanzen vor. Die den Abbildungen gezeigten
Massenpeaks entsprechen damit also der Massaildstaz +1. Nach Abzug von 1 ergeben
sich damit fur die Hauptpeaks gerundet Massen %&n 297 und 735 Da.

Peak 1 vorP. fluorescens Bk3 gleicht dem vor. fluorescens A506. Auch hier konnten drei
Haupt- und zwei Nebenpeaks detektiert werden, wabei Hauptpeaks denen vde.
fluorescens A506 mit Massen von 260, 498 und 736 Da sehr éhsiind, wenn auch in jeden
Massenpeak 1 Da mehr gemessen wurde.

Die Ergebnisse stimmen mit der Analyse der niedézkubaren Fraktion mittels
Dunnschichtchromatographie tberein, wo in Peak & Rofluorescens A506 bzw. Bk3
hauptsachlich jeweils drei Substanzen detektiertden, die unter UV-Licht dieselbe
Fluoreszenz aufwiesen, aber teilweise voneinarnadsei@hende RF-Werte.

In Peak 2 vorP. fluorescens A506 konnten drei Haupt- und mehrere kleinere Penittels
MS detektiert werden. Wieder wurde nur eine einégadProtonierung der detektierten
Substanzen festgestellt und es konnten MassenidiiHauptpeaks von 326, 350 und 366
ermittelt werden.

Peak 2 vorP. fluorescens Bk3 ahnelt nur geringfiigig dem vadh fluorescens A506. Zwar
konnte auch hier ein Hauptpeak mit einer Masse 886 Da gezeigt werden (bé.
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fluorescens A506 326 Da), ansonsten wurden neben mehrerenekén Peaks zwei weitere
Hauptpeaks mit Werten von 225 und 329 Da gezeigggdsamt konnte flir diese Probe nur
eine eher geringe Teilchenzahl von 5,9 £ 46messen werden, so dass es sich bei kleineren
Nebenpeaks mdglicherweise nur um einen Hintergoatest Verschmutzungen handelt.

In der Dunnschichtchromatographie konnte fur Pealor2 P. fluorescens A506 bzw. Bk3
jeweils eine Substanz mit gleicher Fluoreszenzrudié-Licht (violett) und sehr ahnlichem
RF-Wert gezeigt werden, wéahrend die ubrigen Spoite em Verhdaltnis zueinander
verschiedene Farbung unter UV-Licht zeigten bzwutld# unterschiedliche RF-Werte
aufwiesen. Die Ergebnisse von Dinnschichtchromafge und Massenspektrometrie
passen somit zueinander.

Mittels Dunnschichtchromatographie-Analysen konbégeits gezeigt werden, dass Peak 2
von P. fluorescens A506 Salizylsaure beinhaltet, wahrend Rirfluorescens Bk3 diese nicht
eindeutig nachgewiesen werden konnte. Zur Bestagigdieser Ergebnisse wurde ein
Salizylsaurestandard (1% in Ethanol) mittels MSewsucht und die Ergebnisse mit denen
von Peak 2 vorr. fluorescens A506 bzw. Bk3 verglichen. Da die Hauptpeaks des&irds
zwischen 320 und 350 Da lagen, wurde insbesondeserdBereich von Peak 2 vdh
fluorescens A506 bzw. Bk3 gesondert betrachtet.

Die MS des Salizylsaure-Standards zeigte in dieSareich bei einfacher Protonierung
Massenpeaks von 325, 327 und 329 Da.HREiftuorescens A506 konnten Peaks mit Massen
von 324, 326 und 328 Da detektiert werden;hdiuorescens Bk3 wurden Peaks mit Massen
von 325, 327 und 329 gezeigt.

Das fur den Standard gezeigte Muster ist demnackeirMS von Peak 2 voR. fluorescens
Bk3 wiederzufinden, bep. fluorescens A506 lediglich mit jeweils 1 Da mehr Masse. Diese
Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass Peak 2Pvoihuorescens A506 tatsachlich
Salizylsaure enthalt (wie schon mittels Dunnsclucifdmatographie gezeigt wurde),
zusatzlich ebenso Peak 2 vi@rfluorescens Bk3.

Alle aufgefiihrten Ergebnisse der MS sind nachfaligenTabelle 10 noch einmal aufgefuhrt.

P. fluorescens A506 bzw. Bk3 produzieren nachweislich durch Diatmshtchromatographie
und Massenspektrometrie teilweise gleiche oder iémml extrazellular vorliegende
niedermolekulare Substanzen. Eine dieser Substdamante im Vergleich zu Standards als
Salizylsaure identifiziert werden. Zuséatzlich kcemtfir beide Stamme niedermolekulare
Substanzen in Peak 2 detektiert werden, die beijdemils anderen Stamm nicht vorlagen.
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Tabelle 10 Massenpeaks aus der MS von Peak 1 und Peak au&alfitration der niedermolekularen
Fraktionen der Wachstumsiiberstande Roftuorescens A506 bzw. Bk3 sowie dem Salizylsaurestandard (1% i
96% Ethanol). Die Wachstumsiiberstande stammtereirmr 3-tdgigen Anzucht der Bakterien in 30 mL M9-
Medium mit 10 mM Asparagin und 0,5% Glukose. Didfiation fand mittels einer Sephadex G25-Sauhel u
Wasser als Laufmittel statt. Die Peaks wurden dafggen, auf 150 ul eingeengt und alle Proben 1t1160%
Methanol (mit 2% Essigsaure) versetzt. Der Probireay auf die MS betrug 5 pl/min, mit einer
lonisierungsenergie von 4,5 kV und einer Kapillamperatur von 200°C. Die Messung erfolgte im positiv
Modus. Ubereinstimmungen der Peaks in Bezug auéuiettelte Masse wurden durch graue Unterlegurigen
verschiedenen Schattierungen gekennzeichnet.

Hauptpeaks [m/z] Nebenpeaks [m/z]
Bereich 100-1000 [m/z]
Peak 1P. fluorescens A506 259 497 735 | 237 519 757
Peak 1P. fluorescens Bk3 260 498 736 | 130 260
Peak 2P. fluorescens A506 326 350 366 219 248 680 696 734
Peak 2P. fluorescens Bk3 225 325 329 | 212 249 329 389 437
Bereich 320-350 [m/z]
Salizylsaure-Standard 325 327 329
Peak 2P. fluorescens A506 324 326 328
Peak 2P. fluorescens Bk3 325 327 329

Im Rahmen der Untersuchung der niedermolekularektion der Wachstumsuiberstande
mittels Gelfiltration, DinnschichtchromatographiaduMassenspektrometrie konnte in 2.
Peak aus der Gelfiltration vdn fluorescens A506 bzw. Bk3 also Salizylsaure nachgewiesen
werden. Inhibitorische Tests mit einer Konzentmagi@ihe von 0-1% Salizylsdurelésung (in
Wasser, pH 7,2) sollten klaren, ob diese an der rHeng von E. amylovora
222::TnluxCDABE beteiligt sein kénnten. Die Hemm¥mfsuche wurden wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt; von jeder Verdinnungsstief Salizylsaurelésungen wurden 40
Ml eingesetzt.

Bei jeder Verdinnungsstufe konnte nach 24-48 Stunleke Ausbildung eines Hemmbhofes, in
dem kein Wachstum vore. amylovora 222::TnluxCDABE beobachtet werden konnte,
gezeigt werden, wobei die Auspragung des Hemmhofessteigender Konzentration an
Salizylsaure leicht zunahm (Abb. 14).

Eine Involvierung der vor®. fluorescens A506 produzierten Salizylsdure in die Inhibierung
des Feuerbranderregers ist damit wahrscheinlich.
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Kontrolle
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Abb. 14 Lichtbilder der Hemmhoftests auf Minimalmedium mitterschiedlichen Salizylsaure-Konzentrationen
(in Wasser, pH 7,2) nach zwei Tagen Inkubation Reiimtemperatur. Auf jede Platte wurden 9 X Zéllen
(100 ulin dest. Wasser) van amylovora 222:: TnluxCDABE ausplattiert. Mittig gespottet werdjeweils 40 pl
der einzelnen Konzentrationsstufen an Salizyls&oetrolle ohne Salizylsaure.

Zusatzlich wurde Uberprift, ob die inhibitorischaerkMng von Salizylsdure auld. amylovora
222::TnluxCDABE durch die zuséatzliche Supplementgy des Minimalmediums mit
verschiedenen Konzentrationen an kefLifgehoben werden kann.

Das Minimalmedium wurde mit 145 pM/ml Salizylsduversetzt (in Wasser, pH 7,2,
entspricht der 0,5%igen Losung) und 0, 29, 72, 148 290 uM FeGl zugegeben. Die
inhibitorischen Tests wurden wie zuvor beschrietherthgefuhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass trotz Zugabe agarsrallengen Fegtlie Hemmung vort.
amylovora 222::TnluxCDABE durch Salizylsdure nicht vollstésndaufgehoben werden
konnte; immer noch konnte die Ausbildung lytisckimen gezeigt werden (keine Abb.
gezeigt). Die Ergebnisse zeigen, dass die inhibithe Wirkung von Salizylsdure a&f
amylovora 222::TnluxCDABE nicht alleine auf die Eigenschafon Salizylsaure als
Siderophor, also als Eisen-rekrutierendes Molekiiligkzufiihren sind, sondern hier auch
eine allgemein antimikrobielle Eigenschaft einel®spielen muss.

3.1.6 Biologische Kontrolle von E. amylovora 222::TnluxCDABE durch die
niedermolekulare Fraktion der Wachstumsiberstande wn P. fluorescens A506 bzw.
Bk3 auf Bliten von M. domestica cv. Holsteiner Cox

Ausschlie3lich mitE. amylovora 222::TnluxCDABE infizierte Bliten zeigten bereigs}
Stunden nach Infektion eine braun-schwarze Verf&ggbdes Stempels, die sich bis zum
dritten Tag nach der Infektion ausbreitete (Abb. Ap Bliten von M. domestica cv.
Holsteiner Cox, die mit der niedermolekularen Fi@aktdes Wachstumsuberstandes Won
fluorescens A506 vorbehandelt wurden, blieben nach Infektiont rk. amylovora
222::TnluxCDABE symptomfrei (Abb. 15 B), nur eindUB zeigte die braun-schwarze
Verfarbung des Stempels (keine Abb. gezeigt). Blitdie mit der niedermolekularen
Fraktion des Wachstumsuberstandes Yorfluorescens Bk3 vorbehandelt worden waren,
blieben ebenfalls nach Infektion nit amylovora 222::TnluxCDABE symptomfrei (siehe
Abb. 15 C); nur eine Blite zeigte schwache Symptoniteeinem leicht braun verfarbten
Stempel (keine Abb. gezeigt).
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Abb. 15 Lichtbilder der Bliiten vorM. domestica cv. Holsteiner Cox nach Infektion mit 3 x “1dellen E.
amylovora 222::TnluxCDABE (in LB-Medium) von Tag 0-3A Keine Vorbehandlung der BliiterB
Vorbehandlung der Bliten mit der niedermolekulaFeaktion des Wachstumsuberstandes Roffluorescens
A506 (100 wul/Blite). C Vorbehandlung der Bliten mit der niedermolekulardfraktion des
Wachstumsiiberstandes vBnfluorescens Bk3 (100 ul/Blite). Die Anzucht voR. fluorescens A506 bzw. Bk3
zur Gewinnung der niedermolekularen Fraktion deichgtumsiiberstéande erfolgte in M9-Medium mit 10 mM
Asparagin und 0,5% Glukose.

Im Gegensatz zu den oben gezeigten Lichtbildermiea. amylovora 222::TnluxCDABE
mittels Biolumineszenzmessung an allen Versuchstagef allen Bliten nachgewiesen
werden, unabhangig davon, ob diese mit der niedekulmren Fraktion der
Wachstumsuberstande véh fluorescens A506 bzw. Bk3 vorbehandelt worden waren oder
nicht (Abb. 16).

Auf Grund einer geringen Anzahl von Bliten, die fiiesen Vorversuch zur Verfiigung
standen, konnen noch keine detaillierte Auswert@rfplgen, sondern lediglich erste
Aussagen getroffen werden. Es wurde gezeigt, dasshgbr untersuchten Bliten in
Gegenwart der niedermolekularen Fraktionen der \&taohsiberstande vda. fluorescens
A506 bzw. Bk3 eine nahezu fehlende Krankheitssymptdk im Vergleich zu Bliten, die nur
mit E. amylovora 222::TnluxCDABE infiziert worden waren, zeigten.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Kdatvoin E. amylovora 222::TnluxCDABE
durch diese niedermolekulare Fraktion mdglichasich wenn sie unter Umstanden nicht zu
einer Inaktivierung des autobiolumineszenten Feaaderregers fuhrt, sondern nur
verhindert, dass ein Eindringen in die Blute erfolg
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Abb. 16 Messung der Biolumineszenz vémn amylovora 222::TnluxCDABE auf Bliten voM. domestica cv.
Holsteiner Cox von Tag 0-3 nach Infektion mit 3 & Zellen E. amylovora 222::TnluxCDABE (in LB-
Medium). A Keine Vorbehandlung der BliiteB.Vorbehandlung der Bliten mit der niedermolekuldfesktion

des Wachstumsiberstandes v@nfluorescens A506 (100 pl/Blite).C Vorbehandlung der Bliuten mit der
niedermolekularen Fraktion des WachstumsuberstarateB. fluorescens Bk3 (100 pl/Blute). Die Anzucht von

P. fluorescens A506 bzw. Bk3 zur Gewinnung der niedermolekulafeaktion der Wachstumsiberstande
erfolgte in M9-Medium mit 10 mM Asparagin und 0,33tukose. Jedes Bild besteht aus der Uberlagerusg de
Lichtbildes (gelb, 1 msec, Gain 3, Binning 4 x 4} dem Biolumineszenzbild (rot, 10 sec, Gain 3, ity 4 x

4).

3.1.7 Kontrollkapazitat der niedermolekularen Fraktion der Wachstumsiuberstande
sowie von Salizylsaure in ,Pear Slice Assays"

Mit E. amylovora 222::TnluxCDABE inokulierte Birnenscheiben beiddfultivare
(Conference und Vereinsdechant) zeigten nach 48d8tueine durch das Pathogen bedingte
deutliche Schleim- und Tropfchenbildung.

Bei einer Vorbehandlung der Birnenscheiben mit d&achstumsiberstanden vada
fluorescens A506 und Bk3 konnte zwar immer noch nach 48 Stangiee Schleimbildung
beobachtet werden, dennoch fiel diese im Vergleiclmur mit Wasser vorbehandelten und
anschlielBend mik. amylovora 222::TnluxCDABE inokulierten Scheiben etwas geeingus
(siehe Abbildung 17). Eine Supplementierung der Ngaansiiberstande mit 0,1% TweenZ20,
was eine bessere Oberflachenbenetzung ermdoglicbidte, Stihrte zu keiner eindeutigen
Verbesserung dieser Ergebnisse (keine Abbildungezeigt). Moglicherweise zeigen die
Wachstumsuberstande tatséchlich  nur unter minimal&dachstumsbedingungen
(Minimalagar) ihre eindeutige und starke inhibisgche Wirksamkeit gegeniber dem
Feuerbranderreger.
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Abb. 17 Lichtbilder des ,Pear Slide Assays" 48 Stunden nackulation mitE. amylovora 222:: TnluxCDABE.
Birnenscheiben der KultivarB. communis Conference bzw. Vereinsdechant (Feuerbrand-sube8ptvurden
mit sterilem destilliertem Wasser (¢B, mit 0,1% Tween20) bzw. Wachstumsiberstanden \@an P.
fluorescens A506 bzw. Bk3 eingespriiht, anschlieRend durch Beem mitE. amylovora 222::TnluxCDABE
(1x1@ Zellen/ml in sterilem destilliertem Wasser) indleut.

Bei einer Vorbehandlung der Birnenscheiben mitZytdaure konnte ab einer Konzentration
von 0,5% (mit 0,1% Tween20) eine starke Hemmung EBegerbranderregers mit einer
nahezu ausbleibenden Entwicklung einer Symptomekiuwng beobachtet werden (siehe
Abbildung 18). Die zuvor im Hemmhoftest gezeigteuttieh inhibitorische Wirkung von
Salizylsaure auf das Feuerbrand-Pathogen konntaatdmauch auf Versuche mit Frichten
Ubertragen werden. Allerdings fihrte Salizylsauseemer Konzentration von 0,5% zu einer
etwas starkeren Verbraunung der Birnenscheiben englgich zu einer Wasser-behandelten
Kontrolle (mit 0,1% Tween20; keine zusatzliche Agbzeigt).

Neben Salizylsdure konnte eine starke inhibitoes@firksamkeit auch durch Vorbehandlung
der Birnenscheiben mit dem Eisenchelator 1,10-Ritbnalin in einer Konzentration von
0,25% gezeigt werden. Vorbehandelte Birnenscheiden Kultivare Conference und
Vereinsdechant zeigten kaum Symptome einer Feustinfaktion, die Kombination dieses
Reagenz mit Salizylsaure (ab einer Konzentratiom v®1-0,25%) fuhrte zu einer
vollstandigen Unterdrickung der Feuerbrandsymptibmeich 48 Stunden (siehe Abbildung
19).

Die zuvor gezeigte Verbraunung der Birnenscheib&echrivorbehandlung mit Salizylsdure
(ab einer Konzentration von 0,5%) viel bei diesens@zen deutlich geringer aus. Die
Kontrolle vonE. amylovora ist auf Scheiben der anfalligen Birnenkultivaren€&ence und
Vereinsdechant unter Einsatz einer Kombinationeinem Eisenchelator und der allgemein
antimikrobiell wirksamen Salizylsaure demnach guigtith, ohne sich dabei negativ auf die
Birnenscheiben auszuwirken.
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Abb. 18 Lichtbilder des ,Pear Slide Assays" 48 Stunden nackulation mitE. amylovora 222:: TnluxCDABE.
Birnenscheiben der KultivarB. communis Conference bzw. Vereinsdechant (Feuerbrand-sube8ptvurden
mit sterilem destilliertem Wasser (gBl; mit 0,1% Tween20) bzw. 0,25-1,5% Salizylsaure\dasser, mit 0,1%

Tween20, pH 7) eingespriiht, anschlieBend durch rBasp mitE. amylovora 222:TnluxCDABE (1x18
Zellen/ml in sterilem destilliertem Wasser) inoleauti

cv. Vereinsdechan

+ E. amylovora 222::TnluxCDABE
A

~ TN
+dH,0O + dHO 0,5% Salizyl- 0,25% Phenan- +0,1%alizyl-
saure throlin saure + 0,25%

Phenanthrolin

cv. Conference

cv. Vereinsdechan , . .

Abb. 19 Lichtbilder des ,Pear Slide Assays" 48 Stunden rackulation mitE. amylovora 222:: TnluxCDABE.
Birnenscheiben der KultivarB. communis Conference bzw. Vereinsdechant (Feuerbrand-sube8ptvurden
mit sterilem destilliertem Wasser (¢B; mit 0,1% Tween20), 0,5% Salizylsdure, 0,25% Rb@nanthrolin

oder 0,1% Salizylsaure + 0,25% 1,10-Phenanthrggweils in Wasser, mit 0,1% Tween20, pH 7) eingakpr

anschlieRend durch Bespriihen Bitamylovora 222::TnluxCDABE (1x18 Zellen/ml in sterilem destilliertem
Wasser) inokuliert.
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3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit derErgebnisse

Im Zentrum der Untersuchungen lag die Identifizigruder Wirkmechanismen der
mikrobiellen AntagonisterA. pullulans CF10 bzw. CF40 sowi®. fluorescens A506 bzw.
Bk3.

Fur die Hefestamm@. pullulans CF10 bzw. CF40 konnte nur eine inhibitorische Wing
auf den biolumineszenten Feuerbranderreger bei Cuitlire Tests mit ganzen Zellen gezeigt
werden, aber keine Hemmung durch sekretierte esdtidére Komponenten.

Da die Hefen in der Lage sind, Kulturmedien anzasauist eine Verschiebung des pH-
Wertes in einen Bereich, in dem der Feuerbranderregcht mehr wachsen kann, als
Wirkmechanismus am wahrscheinlichsten, was durclhsitle mit gepufferten Medien
bestatigt wurde.

Eine Detektion von Komponenten mit inhibitorischalirkung auf den Feuerbranderreger
durchA. pullulans CF10 und CF40 konnte nicht festgestellt werden.

P. fluorescens A506 bzw. Bk3 konnterk. amylovora 222::TnluxCDABE im Dual Culture
Test auf LB-Medium komplett unterdriicken. Auf Miraimedium wurde eine ausgepréagte
Hemmhofbildung um die Kolonien voR. fluorescens A506 bzw. Bk3 gezeigt. AulRerdem
konnte durch isolierte extrazellulare hoch- und darenolekulare Fraktionen der
Wachstumsuberstande voBR. fluorescens A506 bzw. Bk3 zusatzlich mindestens auf
Minimalmedium eine eindeutige Hemmung des biolursmeaten Feuerbranderregers gezeigt
werden. Daraus folgt, dad8. fluorescens A506 und Bk3 hoch- und niedermolekulare
Substanzen mit inhibitorischem Effekt atf amylovora 222 in ihren Wachstumsiberstand
sekretieren.

Auf den Feuerbranderreger inhibitorisch wirksamerigonenten in der niedermolekularen
Fraktion der Wachstumsuberstande vBn fluorescens A506 bzw. Bk3 konnten mit
Gelfiltration, Dunnschichtchromatographie und Maspektrometrie charakterisiert und
teilweise identifiziert werden. Pyoverdine und 3gkaure sind nach den Ergebnissen dieser
Analysen an der Inhibierung des Feuerbranderrdggesligt; zudem konnte ein Salizylsaure-
Standard unterin vitro-Bedingungen auf Minimalmedium ebenfallg. amylovora
222::TnluxCDABE stark hemmen.

Da sowohl Pyoverdine als auch Salizylsaure Eisemnpfexieren konnen, ist eine
Kompetition um Eisen madglicherweise ein wesentlchatagonistisches Wirkprinzip véh
fluorescens A506 bzw. Bk3 aufE. amylovora 222::TnluxCDABE. Salizylsdure zeigte
allerdings zusatzlich auch bei ausreichender Efgpplementierung eine bakterizide
Wirkung auf den biolumineszenten Feuerbranderreg@me direkte Inhibierung vork.
amylovora durch Siderophore oder Salizylsaure ist in deteriaitur bislang noch nicht
beschrieben worden.

An dieser Stelle steht die Frage, ob die inhibsni wirksamen Komponenten auch unter
Freilandbedingungen eine Infektion mit dem Feuertbeareger erfolgreich und ausreichend
kontrollieren kénnen. Eine Vorbehandlung von Bluwem M. domestica cv. Holsteiner Cox
(Pathogen-suszeptibel) mit der niedermolekularesktton der Wachstumsuberstande vor
Infektion mit E. amylovora 222::TnluxCDABE zeigte, dass auf vorbehandelteatd3i im
Gegensatz zu ausschlie3lich infizierten Bliuten é&eiBntwicklung einer Feuerbrand-
Symptomatik zu beobachten war. Ebenso konnte imr Pelade Assay mit den
Birnenkultivaren Conference und Vereinsdechant igezeerden, dass Salizylsdure (die im
Wachstumsuberstand vda fluorescens A506 und Bk3 vorliegt) oder 1,10-Phenanthrolin
(das wie Pyoverdin ein Eisenchelator ist) die Symm@ntwicklung einer Feuerbrandinfektion
auf unreifen Birnen vollstandig unterdriicken kann.
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Bei ebenso erfolgreicher Bekdmpfung des Feuerbregmkss im Freiland durch den Einsatz
von aufgereinigten Pyoverdinen, Salizylsaure unelleicht in Kombination mit anderen
Eisen-komplexierenden Verbindungen wie 1,10-Phdmalmm koénnten diese ein
vielversprechender Ansatz fur eine neue Strategiedbr Kontrolle von Feuerbrand sein.
Salizylsaure als Komponente der niedermolekulanaktfon hatte hier neben der direkten
inhibitorischen Wirkung auk&. amylovora insbesondere deswegen grof3es Potential, da die
Saure bereits mehrfach als Induktor der Pflanzgarsn Abwehr gegen Phytopathogene
beschrieben (systemic aquired resistence) wurdenj&wc et al., 1999; Maurhofer et al.,
1998; Saikia et al., 2003).

4. Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Im Zentrum der Untersuchungen lag die Identifizigruder Wirkmechanismen der
mikrobiellen AntagonisterA. pullulans CF10 bzw. CF40 sowi®. fluorescens A506 bzw.
Bk3.

Fur die Hefestamm@. pullulans CF10 bzw. CF40 konnte nur eine inhibitorische Wing
auf den biolumineszenten Feuerbranderreger bei Culéilire Tests mit ganzen Zellen gezeigt
werden, aber keine Hemmung durch sekretierte esdttdére Komponenten.

Die Arbeit von McCormack et al. (1994) konnte zwdie Anwesenheit inhibitorisch
wirksamer Molekile, produziert durch did. pullulans-Stamme Y5, Y60 und Y129
bestatigen. Der Charakter dieser Molekulle, die sithbitorisch aufP. fluorescens und
Saphylococcus aureus in Bioassays auswirkten, ist aber nicht naher limésoen worden.
Zwar ist bekannt, dass\. pullulans-Stamme extrazellulare Enzyme wiAmylasen,
Proteinasen, Lipasen, Zellulasen, Xylanasen undnsliaasen produzieren (Chi et al., 2009),
ein mdglicher Zusammenhang dieser hydrolytischenyfre mit dem Antagonismus der
Hefen ist aber nicht geklart.

A. pullulans CF10 und CF40 werden als Pflanzenstarkungsmitteerudem Namen
.Blossom-Protect fb* von der Firma Bio-Ferm vermettkwobei die Formulierung einen
Puffer enthalt, der den pH auf 4,0 halt. AuRerdemd sowohlA. pullulans CF10 als auch
CF40 in der Lage, Kulturmedien so anzusauern, das¥Vachstum voit. amylovora nicht
maoglich ist (Kunz, 2005).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass auf fiepen Medien die Inhibierung des
Feuerbranderregers durch die Hefen deutlich langsamd weniger effektiv stattfindet als
auf dem ungepufferten Medium NBS. Zusatzlich konstatigt werden, dass der pH von
NBS als Flussigkulturmedium duréh pullulans CF10 bzw. CF40 innerhalb von drei Tagen
auf ca. pH 4 abgesenkt wird. Die Verschiebung déd\fertes in einen Bereich, in dem der
Feuerbranderreger nicht mehr wachsen kann, ist a@emrals Wirkmechanismus am
wahrscheinlichsten.

P. fluorescens A506 bzw. Bk3 konnterk. amylovora 222::TnluxCDABE im Dual Culture
Test auf LB-Medium komplett unterdriicken. Auf Miraimedium wurde eine ausgepréagte
Hemmbhofbildung um die Kolonien voR. fluorescens A506 bzw. Bk3 gezeigt. Aul3erdem
konnte durch isolierte extrazellulare hoch- und darenolekulare Fraktionen der
Wachstumsuberstande voR. fluorescens A506 bzw. Bk3 zusatzlich mindestens auf
Minimalmedium eine eindeutige Hemmung des biolusmeaten Feuerbranderregers gezeigt
werden. Daraus folgt, dadB. fluorescens A506 und Bk3 hoch- und niedermolekulare
Substanzen mit inhibitorischem Effekt atf amylovora 222 in ihren Wachstumsuiberstand
sekretieren.
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Eine weitere Charakterisierung der hochmolekulaFeaktion der Wachstumsuberstande
mittels Protein-Gelelektrophorese zeigte zahlrei¢hreteine, die madglicherweise in die
Hemmung des Feuerbranderregers involviert seintedniuch konnte gezeigt werden, dass
P. fluorescens A506 bzw. Bk3 ein verandertes Proteinmuster ingbagart vonE. amylovora
222 sekretierenP. fluorescens A506 bzw. Bk3 kdnnen demnach auf die GegenwartEon
amylovora 222 reagieren. Ob diese verandert sekretierteteiReodirekt inhibitorisch auf den
Feuerbranderreger wirken, ist aber ungeklart.

Die Involvierung von Proteinen in die Hemmung voatif®genen durch Antagonisten ist
maoglich und wurde bereits in der Literatur diskritie

Beispielsweise konnte fUB. cereus 8A gezeigt werden, dass dieser Stamm ein Cerein
produziert, das sich inhibitorisch auListeria monocytogenes, ein gram-positives,
Lebensmittel-verderbendes Bakterium auswirkt (Bizah al. 2005). Fir einen anderen
Bacillus Stamm fnyloliquefaciens) konnte ein Bakteriozin nachgewiesen werden, dass
Agar-Diffusionsversuchen antimikrobiell gegeniberathmgenen oder Lebensmittel-
verunreinigenden Mikroorganismen wikisteria monocytogenes, B. cereus, Serratia
mar cescens andPasteurella haemolytica wirkt (Lisboa et al., 2006).

P. fluorescens A506 bzw. Bk3 produzierten auf Minimalmedium Henofd) in denen
zunachst ein schwaches Wachstum der Bakterien bewtawerden, von denen der
Feuerbranderreger aber nach 48 Stunden nicht mahboliert werden konnte. Diese
Ergebnisse sprechen fir eine Lyse ¥oamylovora 222 im Bereich der Hemmbhofe.

Die Freisetzung lytischer Enzyme durch antagomistisiirksame Bakterien konnte zum
Beispiel bereits furP. fluorescens PfMDU2 gezeigt werden, wo ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Produktion @eh3-Glukanase und der Hemmung des Pilzes
Rhizoctonia solani, dem Erreger deReis-Blattscheidenbrandbesteht (Nagarajkumar et al.,
2004). Helisto et al. (2001) beschreiben sogarrel@mplex von Enzymen voBacillus sp.
X-b, der sich lytisch auf Zellwande der Holz-zerstiden BasidiomyceteMacrolepiota
procera und Polyporus sguamosus auswirkt. Bei diesen Beispielen muss allerdings
berticksichtigt werden, dass es sich um Antagoniptiticher Pflanzenpathogene handelt
und die hier beschriebenen inhibitorischen Wirkumgef Grund struktureller Unterschiede
wie bspw. dem Aufbau der Zellwand nicht direkt Bakterien Ubertragen werden kénnen.

Zur Ermittlung der funktionellen Wirkkomponenten inden Fraktionen der
Wachstumstiberstande vén fluorescens A506 und Bk3 wurde eine Transposon-vermittelte
Mutagenese mit beiden Stammen durchgefihrt. Diesergerte Mutanten, die nur noch eine
eingeschrankte Hemmung vdh amylovora 222::TnluxCDABE bewirkten. Die Detektion
des Integrationsortes ergab allerdings, dass leitrazellularen Komponenten direkt von der
Mutagenese betroffen gewesen sind, sondern vielralbemeine Stoffwechselprozesse.
Einige der generierten Mutanten zeigten dadurciVaf- oder Minimalmedien zwar ein
verlangsamtes Wachstum im Vergleich zum Wildtypnrken aber in Hemmhofversuchen
auf Minimalmedium trotzdem den biolumineszenten dfbranderreger vergleichbar zum
Wildtyp hemmen.

Auf Grund dieser Ergebnisse ist eine reine Wachskomkurrenz, die haufig in Bezug auf
Antagonismus durcl. fluorescens-Stamme vermutet wird, auszuschlieRen. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Inhibierung v&n amylovora 222::TnluxCDABE durchP.
fluorescens A506 bzw. Bk3 bereits nach wenigen Stunden zuneideitpunkt einsetzt, bei
dem noch keine grof3en Unterschiede in der ZelizahlPathogen und Antagonist vorliegen.

Auf den Feuerbranderreger inhibitorisch wirksamerigonenten in der niedermolekularen
Fraktion der Wachstumsuberstande ¥orfluorescens A506 bzw. Bk3 konnten hingegen mit
Gelfiltration, Dunnschichtchromatographie und Masgpektrometrie charakterisiert und
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teilweise identifiziert werden. Pyoverdine und 3gkaure sind nach den Ergebnissen dieser
Analysen an der Inhibierung des Feuerbranderrdggesligt; zudem konnte ein Salizylsaure-
Standard unterin vitro-Bedingungen ebenfall€. amylovora 222::TnluxCDABE stark
hemmen.

Da sowohl Pyoverdine als auch Salizylsaure Eisempfexieren konnen, ist eine
Kompetition um Eisen mdglicherweise ein wesentlchatagonistisches Wirkprinzip véh
fluorescens A506 bzw. Bk3 aufE. amylovora 222:: TnluxCDABE. Salizylsdure zeigte
allerdings zusatzlich auch bei ausreichender Efgpplementierung eine bakterizide
Wirkung auf den biolumineszenten Feuerbranderreger.

Ein Zusammenhang zwischen der Produktion von Spdenen durch Pseudomonaden und
dem Antagonismus gegeniber Pflanzenpathogenen &drareits dargestellt werder.
fluorescens PFS6 produziert beispielsweise zwei verschiedemser@hore, die sich
inhibitorisch auf E. carotovora var. carotovora, dem Verursacher der Knollenfaule bei
Kartoffeln, auswirkt (Helmy et al., 2008). Henry eil. (1991) =zeigten, dass die
Supplementierung des Kulturmediums mit Fe@U einem Verlust der antagonistischen
Wirkung verschiedenerPseudomonas Stdmme aufP. tolaasii, dem Verursacher von
.bacterial blotch®, einer bakteriell bedingter Ftenkrankheit bei Kulturpilzen, fuhrt.

Im Zusammenhang mit der Bekampfung von Pflanzemgathen wird Salizylsdure allerdings
eher als Induktor der systemic aquired restistd8&dR), also der Pflanzen-eigenen Abwehr
von Pathogenen, beschrieben. Die Behandlung bEgmise von Tabakpflanzen mR.
fluorescens P3, einem Salizylsdure-produzierenden Stamm, iedu3AR genauso wie eine
Behandlung von Kichererbsen-Pflanzen mit dem StdMftuorescens Pf4—-92, der ebenfalls
ein Salizylsdure-Produzent ist (Maurhofer et a@98; Saikia et al., 2003). Eine mdgliche
Aktivierung der pflanzen-eigenen Pathogenabwehr warschiedenenM. domestica-
Kultivaren mittels einer Leucin-rich repeat (LRRg¢Zptor Protein-Kinase bei einer Infektion
der Pflanze mitV. inaequalis oder durch Behandlung mit Salizylsaure ist ebénfaéreits
diskutiert worden (Komjanc et al., 1999).

Salizylsaure wird zusatzlich im Allgemeinen eingimikrobielle Eigenschaft zugeschrieben.
Anwendung findet sie beispielsweise bei der Behamglivon Hauterkrankungen (Hartmann,
1990) oder in der Geflugelindustrie (Hinton und @&gs 2007); auf Grund ihrer
keratolytischen Eigenschaften (hornschichtlésendhnk sie abgestorbene Hautschichten
ablésen und damit die Befallsdichte durch Bakterianf der Haut vermindern.
Untersuchungen konnten aul3erdem zeigen, dass die S& & Produktion extrazellularer
Biofilme durch das Pathogeh epidermidis vermindern kann (Teichberg et al., 1993).

Eine direkte Inhibierung von Phytopathogenen duBd#lizylsaure ist in der Literatur
allerdings kaum beschrieben.

Um genauer zu belegen, ob duihfluorescens A506 und Bk3 produziertes Pyoverdin und
Salizylsaure tatsachlich hauptsachlich fir den gotésmus gegenubeE. amylovora
verantwortlich sind, ware es sinnvoll, die Syntheea Pyoverdinen und Salizylsaure durch
P. fluorescens A506 bzw. Bk3 bspw. per Transposon-Mutagenese mierlinden und
anschlie3end ihre Kontrollkapazitat gegentlbeamylovora 222 zu Uberprifen.

Interessant ware nattrlich an dieser Stelle, ob ekgazellularen Komponenten vda

fluorescens A506 bzw. Bk3 auch unter Freilandbedingungen undél der Pflanze eine
Infektion durch den Feuerbranderreger kontrollierkiinnen. Zur Uberpriifung der
Wirksamkeit der niedermolekularen Komponenten untervivo Bedingungen wurden
Vorversuche mit Bluten voNl. domestica cv. Holsteiner Cox sowie Pear Slide Assaysmnit
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communis cvs. Conference und Vereinsdechant durchgefuhe. Uhtersuchungen zeigten,
dass eine Vorbehandlung der Bliuten mit der niedkotaren Fraktion der
Wachstumsuberstande voR. fluorescens A506 bzw. Bk3 eine Verhinderung einer
Symptomentwicklung bewirken kann. Salizylsaure ded Eisenchelator 1,10-Phenanthrolin
konnten zudem auf Birnen ebenso die EntwicklungereirFeuerbrandsymptomatik
unterbinden.

Letztlich kann gesagt werden, dass bei der Hemmvong=. amylovora 222::TnluxCDABE
durch P. fluorescens A506 bzw. Bk3 additive Effekte eine Rolle spiel@um einen zeigen
die Antagonisten ein deutlich schnelleres und ¢ffekes Wachstumsverhalten unter
verschiedenen Bedingungen als der Feuerbranderagaranderen sekretieren sie mehrere
verschiedene hoch- und niedermolekulare Komponenidie den biolumineszenten
Feuerbranderreger hemmen. Diese additiven Effekteeh zu einem sehr effektiven
Antagonismus gegenlbeE. amylovora 222::TnluxCDABE zumindest untern vitro-
Bedingungen.

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zuden
tatsachlich erreichten Zielen

Der ursprungliche Schwerpunkt der vorgesehenen reintBungen sollte auf die
extrazellulare Proteinfraktion der gewahlten AntagtenP. fluorescens A506 bzw. Bk3 und

A. pullulans CF10 und CF40 gelegt werden; inhibitorisch wirkeamroteine sollten
aufgereinigt, identifiziert und ihr Kontrollkapaiit gegenuber dem Feuerbranderreger auf
Pflanzen untersucht werden.

Tatsachlich war eine Charakterisierung extrazekul®roteine schwierig. Auch wenn gezeigt
werden konnte, dass sich die hochmolekulare, prioddtige Fraktion der
Wachstumsuberstande vda fluorescens A506 bzw. Bk3 deutlich hemmend auf den
biolumineszenten Feuerbranderreger auswirkt und Braktion auch mittels 2D-
Gelelektrophorese untersucht wurde, so konnterekaimzelnen Proteine identifiziert werden,
die fur diese Hemmung verantwortlich sind. Bei Aurfiigungsversuchen (im Methodenteil
nicht aufgefiihrt) ging die inhibitorische Wirkungeder hochmolekularen Fraktion schnell
verloren.

Aus diesem Grund wurde nach alternativen Ansatzesuaht, die sich deutlich von der
ursprunglichen Planung dieses Vorhabens untersehied

Transposon-Mutagenesen vaéh fluorescens A506 bzw. Bk3 sollten nach Madoglichkeit
Mutanten generieren, die ihre inhibitorische Wirkkait gegeniberE. amylovora
222::TnluxCDABE auf Grund einer Inaktivierung von ef&n, die im direkten
Zusammenhang mit dem Antagonismus stehen, verltvdmen. Einige der durch die
Mutagenese erzeugten Mutanten zeigten tatsachlicimech eine eingeschrankte Hemmung
des Feuerbranderregers auf LB-Agar, sonderten hedod Minimalagar immer noch
Komponenten ab, die sich stark inhibitorisch auh desuerbranderreger auswirkten. Die
Detektion des Integrationsortes des Transposongtezezudem, dass keine Gene
extrazellularer Komponenten mit méglicher inhibissher Wirkung durch die Mutagenese
betroffen waren, sondern vielmehr allgemeine Steffuselprozesse.

Der Schwerpunkt der Untersuchungen wurde daraw@dtiirdie niedermolekulare Fraktion der
Wachstumsuberstande véh fluorescens A506 bzw. Bk3 gelegt, die auf Minimalagar eine
ausgepragte Hemmung vanamylovora 222::TnluxCDABE zeigte. Wie urspringlich fur die
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Proteinfraktion  geplant, wurden  hier chromatographe Methoden  sowie
Massenspektrometrie zur Charakterisierung diessttion eingesetzt. Es wurde gezeigt, dass
die niedermolekulare Fraktion der WachstumstbedstaonP. fluorescens A506 bzw. Bk3
Salizylsaure sowie vermutlich Pyoverdin beinhalietl dass mit hoher Wahrscheinlichkeit
ein Zusammenhang zwischen der Sekretion dieser Koamien und der Hemmung des
Feuerbranderregers besteht.

Insofern konnten tatsachlich als Ziel dieser Artk@tmponenten identifiziert werden, die mit
hoher Wahrscheinlichkeit fur den Antagonismus vBn fluorescens A506 bzw. Bk3
gegenubelE. amylovora mit verantwortlich sind, wenn es sich auch um eretblekulare
Komponenten und nicht um Proteine handelt. Aussiglist hier noch die Beantwortung der
Frage, ob diese Komponenten Feuerbrand auch aahzefh unter Freilandbedingungen
kontrollieren kdnnen; hier sind noch weiterfihretttgersuchungen nétig.
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