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Zusammenfassung

Epiphytische Mikroorganismen besiedeln Oberflachen von Pflanzen. Sie sind auf allen
Pflanzen vorhanden und beeinflussen die Gesundheit ihres Wirts. Wéahrend einige
Mikroorganismen nutzlich fur ihren Wirt sind, haben Andere schadliche Wirkung. Der
Einflu® von epiphytischen Mikroorganismen auf ihren Wirt — positiv oder negativ — hangt
oftmals von Umweltfaktoren ab. Obwohl Pflanzen und Mikroorganismen am gleichen Ort
leben, kann eine Veranderung der Umweltbedingungen beide Partner unterschiedlich
beeinflussen. Uber epiphytische Mikroorganismen auf Blattoberflachen der Stieleiche
(Quercus robur L.), einem wichtigen Baum deutscher Walder, ist wenig bekannt. So ist der
Mehltaubefall, verursacht von dem obligat parasitischenNfidkzosphaera alphitoides, unter
Eichen weit verbreitet aber schwer zu quantifiziereriyidal phitoides nicht kultivierbar ist.

Die bisherigen Methoden fir die Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen auf
Blattoberflachen der Stieleiche auf der Ebene von Zell- bzw. Kopienzahlen sind schlecht
geeignet. Daher wurden zwei neue Quantifizierungsmethoden entwickelt. Die erste, eine auf
der “leaf washing”-Technik basierende, mikrobiologische Methode, wurde zur Bestimmung
der Gesamtzellzahl heterotropher Mikroorganismen sowie der Anteile von Bakterien, Pilzen
und autotrophen Ammonium- und Nitritoxidierern genutzt. Eine zweite, molekularbiologische
Methode wurde zur DNA-Isolation von epiphytischen Mikroorganismen von Blattoberflachen
entwickelt. Durch PCR-Anséatze, welche die isolierte DNA und gattungsspezifische
Oligonukleotide der “internal spacer region” von Prokaryoten [16S — 23S rDNA] bzw. der
“intergenic spacer region” von Eukaryoten [18S — 28S rDNA] enthielten, war es moglich,
sowohl die filamentdsen Pilz&ladosporium spec, Microsphaera alphitoides und Ramularia

spec. als auch das epiphytische BakterkEnwinia spec. zu identifizieren. Ausgehend von
diesen Sequenzen wurden Syber® Green Real Time PCR-Systeme zur Quantifizierung von
DNA-Kopienzahlen dieser Organismen aufgebaut. Ein phylogenetischer Vergleich der sechs
isolierten Sequenzen vdarwinia spec. fuhrte so zur Identifizierung zweier Gruppen. Mit
Hilfe von spezifischen TagMan® Real Time PCR-Sonden wurde eine Differenzierung und
Quantifizierung dieser beiden Gruppen ermdglicht.

Von Fruhling bis Herbst 2000 und 2001 wurden Eichen an zwei verschiedenen Standorten [Berg
und Tal] unter verschiedenen UV-B Strahlungsniveaus kultiviert. Mit Hilfe der entwickelten
Methoden wurden epiphytische Mikroorganismen auf den Blattern dieser Pflanzen
guantifiziert. Mit Ausnahme der autotrophen Ammoniumoxidierer wurden alle beschriebenen
Gruppen detektiert und ihre Zell- bzw. DNA-Kopienzahl monatlich bestimmt. Ein Vergleich
von Zell- und Kopienzahlen epiphytischer Mikroorganismen auf Blattoberflachen von Eichen,
welche mit und ohne UV-B Strahlung angezogen wurden, zeigte in den meisten Proben keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Daher kann ein drastischer Einflul3 der UV-B Strahlung
auf epiphytische Mikroorganismen ausgeschlossen werden. Die beobachtete hohe Variabilitat
zwischen verschiedenen Blattproben erlaubt zur Zeit keine weiteren Schlul3folgerungen zur
Wirkung von UV-B Strahlung auf epiphytische Mikroorganismen. Weitere Untersuchungen
mit einer deutlich erhéhten Probenanzahl sind daher zur Beantwortung dieser Fragestellung
notig. Im Gegensatz hierzu zeigte ein Standortwechsel der Versuchspflanzen deutlichere
Effekte. Blatter von Eichen, welche im Tal angezogen und dann zum Bergstandort
transportiert wurden, zeigten im Vergleich zu Pflanzen, die ausschliel3lich im Tal inkubiert
wurden, eine statistisch signifikante bis hochst signifikante Verringerung der Gesamtzellzahl
heterotropher Organismen sowie der Anteile von Pilzen. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig,
daR eine Veranderung der Umweltbedingungen, z.B. durch einen Standortwechsel, einen
drastischen Einflu auf die Zellzahl epiphytischer Mikroorganismen haben kann.



Abstract

Development and Application of Isolation- and Quantification Methods for epiphytic
Microorganisms on Leaf Surfaces of Pedunculate Oak (Quercus robur L.)

Epiphytic microorganisms colonize the outer surfaces of plants. They are present on all plants
and often influence the health of their host. While some microorganisms are beneficial to their
hosts, others are pathogenic. The effect of epiphytic microorganisms on their host — positive
or negative — often depends on environmental conditions. Though the plants and the
microorganisms share the same space, a change in the environmental conditions may affect
both partners in different ways. Less is known about epiphytic microorganisms on the leaves
of pedunculate oak (Quercus robur L.), an important tree of German forests. Powdery
mildew, caused by the obligate parasitic fungi Microsphaera alphitoides, occurs widely but is
difficult to quantify, as M. alphitoides cannot be grown in culture.

The existing methods are not well suited for the quantification of epiphytic microorganisms
on leaves on the level of cell or DNA copy numbers. Therefore two new methods were
developed for the quantification of epiphytic microorganisms on leaf surfaces of pedunculate
oak. The first one, a microbiological method based on leaf washing, was used to determine
cell numbers of total heterotrophic microorganisms, bacteria, fungi, autotrophic ammonium-
and nitrite oxidizers. A second method, based on molecular biology, was developed for the
isolation of DNA of epiphytic microorganisms on leaf surfaces. Using PCR samples
containing the isolated DNA and genus specific oligonucleotides of the internal spacer region
of prokaryotes [16S — 23S rDNA] and of the intergenic spacer region of eukaryotes [18S —
28S rDNA] it was possible to identify the filamentous fungi Cladosporium sp., Microsphaera
alphitoides and Ramularia sp. as well as the epiphytic bacterium Erwinia sp.. Based on these
sequences Syber® Green Real Time PCR systems were developed for quantification of copy
numbers of those organisms. A phylogenetic comparison of six isolated sequences of Erwinia
sp. led to the identification of two groups. Specific TagMan® Real time PCR probes were
designed, which were suitable for a differentiation and quantification of these two groups.

From spring to autumn in 2000 and 2001 oaks were grown at two different locations
[mountain and valley] under different UV-B levels. Epiphytic microorganisms living on
leaves of the plants were quantified using the developed methods. Except for autotrophic
ammonium oxidizers all described groups were detected and their cell and copy numbers were
measured monthly. A comparison of cell and copy numbers of epiphytic microorganisms on
oaks, which were grown with and without UV-B light, showed no significant difference
[p>0.05] in most samples. Therefore, a drastic influence of UV-B radiation on epiphytic
microorganisms can be excluded. The observed high variability between leaves does not
allow further conclusions concerning the effect of UV-B on epiphytic microorganisms at this
point of time. Further research using a higher number of samples is needed to answer this
question. Contrary to these results the effect of a change of location on epiphytic
microorganisms showed more distinct results. Leaves of oaks, which were grown in the valley
and then transferred to the mountain, showed a significant to highly significant decrease
[p<0.05 to p < 0.001] in numbers of fungi and total numbers of heterotrophic
microorganisms compared to the number of microorganisms on the leaves of plants which
were solely grown in the valley. These results clearly show that a change in environmental
conditions, e.g. a change of location, may dramatically change the numbers of epiphytic
microorganisms.
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1 Einleitung

Pflanzen sind an ihren natirlichen Standorten einer Fille von biotischen und abiotischen
Umweltfaktoren ausgesetzt, mit denen sie in Wechselwirkung stehen. Ein wichtiger biotischer
Faktor sind epiphytische Mikroorganismen, die Thema dieser Arbeit sind.

1.1 Epiphytische Mikr oor ganismen

Als epiphytische Mikroorganismen werden Viren, Bakterien, Pilze, Algen und Protozoen
bezeichnet, die auf Uberirdischen, Luft umgebenen Pflanzenteilen vorkomnramgH

UPPER, 2000, ACQUES & MORRIS, 1995). Ihr Name leitet sich von den griechischen Silben
‘epi. ‘'auf' und ‘phyton": 'Pflanze’ abACHUES & MORRIS, 1995) und beschreibt
Mikroorganismen, die auf Pflanzen aufsitzen. Einige Autoren bezeichnen dieses Habitat auch
als Phyllosphare oder Phylloplane, wobei diese Begriffe im engeren Sinne Blatter und
aufsitzende Mikroorganismen beschreibexcQUES & M ORRIS, 1995, RRBERY et al., 1981).

Epiphytische Mikroorganismen werden den endophytischen Mikroorganismen gegenuber
gestellt, welche innerhalb von pflanzlichen Geweben vorkommerrR@ , 1988, ACQUES &
MORRIS, 1995). Diese beiden Gruppen lassen sich jedoch nicht immer scharf trennen, wenn
man die Besiedlung von Interzellularen oder substomatarer Raume berucksisbtigEC
MORRIS, 1995). Epiphytische Mikroorganismen sind ubiquitar verbreitet und kénnen nahezu
alle pflanzlichen Oberflachen besiedelngkNo & UPPER, 2000). Sie kommen auf Samen,
Stdmmen, Knospen, Blattern, Bliten und Frichten veta{®-GoYAL & SPOTTS, 1996,
ERCOLANI, 1991, LN et al., 1992, BEROMBELON, 1981, WARREN, 1976). |Ihr Einflu auf die
Pflanze ist sehr unterschiedlich und reicht von ParasitismusngiiK 1981) Uber
Neutralismus (BUNEL et al., 1994) bis hin zu Mutualismus [Symbiose im engeren Sinne]
(CLAY, 1994). Allerdings sind die "Rollen" nicht immer fest verteilt. Bei vielen epiphytischen
Mikroorganismen der Gattungéfrwinia und Pseudomonas bestimmen Umweltfaktoren und
Entwicklungszyklus, ob und wann diese Bakterien neutral oder phytopathogen wirken
(HIRANO & UPPER, 2000, ®HNSON & STOCKWELL, 1998, RROMBELON, 1981).

Eine Reihe von Bodenmikroorganismen, zu denen &lintkobium spec. zahlt, werden als
"plant beneficial bacteria” oder auch "plant growth promoting bacteria" bezeichnet, da sie
durch symbiontische Stickstoff-Fixierung in der Wurzel die Nahrstoffversorgung von
Pflanzen verbessern ABHAN, 1998, $HLOTER et al., 1997). Auch auf oberirdischen
Pflanzenteilen gibt es epiphytische Mikroorganismen, die einen positiven Effekt auf die
Pflanzengesundheit haben. Als "biocontrol* bezeichnet man die Fahigkeit bestimmter
Mikroorganismenarten, den Pathogenbefall auf Pflanzenoberflachen zu kontrollieren bzw. zu
verringern (RAKEMAN & BRODIE, 1976, &IDMORE, 1976, OMBOLINI et al., 1999, ALKSCH

& MAY, 2001). Hierfur verantwortlich sind Konkurrenz um Né&hrstoffe und Raum, aber auch
eine Wachstumshemmung pathogener Mikroorganismen durch Freisetzung von Sé&uren,
lytischen Enzymen oder Antibiotika (BKEMAN & ATKINSON, 1981, BAKEMAN & BRODIE,

1976). SILLIVAN und WHITE (2000) beschreiben eine Verringerung des Mehltaubefalls auf
PlatanenblatternP{atanus occidentalis L.) bei Anwesenheit vofPhoma glomerata, einem
parasitisch auf Mehltau wachsenden Pilz. Die Bekdmpfung eines Parasiten [Mehltau] durch
einen weiteren ParasitefPHoma glomerata) zeigt die Komplexitat der Vorgange in der
Phyllosphare.
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Einige epiphytische Mikroorganismen, wie beispielsweise Pseudomonas syringae, besitzen

die Fahigkeit, durch Kristallisationskeime unterkiihltes Wasser zu gefrieren ["ice nucleation
activity"] (HIRANO & UPPER, 2000). Hierdurch kénnen Frostschaden an empfindlichen
Pflanzen auftreten. Auch wenn Funktion und Nutzen fir die Bakterien noch nicht verstanden
sind (BEATTIE & LINDOW, 1994), so kbnnen Auftreten und Ausmald von Frostschaden doch
mit dem Vorkommen von bestimmten Stammen RPeeudomonas syringae korreliert werden
(HIRANO & UPPER, 2000). Eine weitere wichtige Gruppe von epiphytischen Mikroorganismen
sind Organismen, die am Stickstoffumsatz beteiligt sind. Wéahrend das Vorkommen von
Stickstoff-Fixierern auf Pflanzenoberflachen gut untersucht iskAfid & UPPER, 2000,
JONES, 1976), gibt es wenige Untersuchungen Uber die Verbreitung von Denitrifizierern oder
Nitrifizierern in der Phyllosphare #PeEN et al., 2002). Die Verfugbarkeit von Stickstoff auf
Pflanzenoberflachen ist ein wichtiger Faktor fir das Wachstum von Pathogenen und
beeinfluf3t somit auch die BlatigesundheN@&8JERS et al., 2000).

Allgemein wird haufig im Verlauf der Vegetationsphase eine Sukzession mehrerer Gruppen
von epiphytischen Mikroorganismen beobachtet. Wéhrend Bakterien oft auf jungen, sich
entwickelnden Blattern vorherrschen, werden sie spater von Hefen verdrangt, wohingegen
zum Ende der Vegetationsperiode filamentdse Pilze den gro3ten Anteil der epiphytischen
Mikroorganismen ausmachem@GhUES & M ORRIS, 1995, KNKEL, 1997).

1.2 Einfluf3 von Umweltfaktoren auf das System Blatt — epiphytische
Mikroorganismen

Epiphytische Mikroorganismen stehen nicht nur in Wechselwirkung zu Pflanzenoberflachen,
auf denen sie sitzen, sondern beide Teile dieses Systems sind auch einer Vielzahl von
Umweltfaktoren ausgesetzt. Schon die erste Besiedlung von Pflanzenoberflachen durch
Mikroorganismen ist abhéngig von der umgebenden Vegetation und Keimgehalten der Luft
(KINKEL, 1997). Durch Wind, Regen und Insekten erreichen Mikroorganismen verschiedene
Pflanzenoberflachen @veau & Linpow, 2001). Ob und wie schnell sie dort wachsen
konnen, wird von einer Vielzahl an Parametern bestimmt. Die Né&hrstoffe auf
Pflanzenoberflachen stammen einerseits aus exogenen Quellen, wie Staub, Pollen oder
Exkrementen von Blattarthropodene{leau & LINDOwW, 2001, MERCIER & LINDOW, 2000).
Insbesondere die Exkremente von Blattlausen ["Honigtau] kénnen ein rasches Wachstum
bestimmter Mikroorganismen bewirken ERCIER & LINDOw, 2000). Andererseits tritt ein
kleiner Teil der in den pflanzlichen Leitungsbahnen transportierten Nahrstoffe an die
Blattoberflache und kann von Mikroorganismen genutzt werdenK&ky, 1976, LEVEAU &

LiNDOw, 2001, MERCIER & LINDOw, 2000). Bei stark verringerter Transpiration geben
Pflanzen Wasser in Tropfenform ab, um ihren Wasserstrom aufrecht zu erhalten, was als
Guttation bezeichnet wird {BASBURGER et al., 1998). Diese Guttationsflussigkeit enthalt
ebenfalls eine Reihe von Nahrstoffen, die von Mikroorganismen genutzt werden kdnnen
(FRossARD, 1981). Die Konkurrenz um Néahrstoffe und Raunn@€L, 1997) ebenso wie der
EinfluB von FralRfeinden regulieren die PopulationsgroReRROLL, 1981, SADLER &
MULLER, 2000). Insbesondere einige Mikroarthropoden kénnen eine deutliche Reduzierung
epiphytischer Mikroorganismen bewirken Af@roLL, 1981). Die Populationsgrof3e wird
weiterhin auch von Pathogenen beeinflul3t, die nicht nur pflanzliches Gewebe, sondern auch
andere Mikroorganismen schadigen konneoN®H, 1981, KIDMORE, 1976, SILLIVAN &

WHITE, 2000).
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Neben diesen biotischen Stref3faktoren sind epiphytische Mikroorganismen, ebenso wie die
Pflanzen, auf denen sie sitzen, auch einer Reihe von abiotischen Umweltfaktoren ausgesetzt.
Temperatur und Feuchte stellen zwei wichtige Grof3en dar, die grol3en EinfluR auf das
Wachstum von Mikroorganismen habereABTIE & LINDOW, 1994, HRANO & UPPER, 2000,

KINKEL, 1997). Beide Faktoren unterliegen auch in kurzen Zeitintervallen grof3en
Schwankungen, die zu einem schnellen Wechsel der Umweltbedingungen auf
Pflanzenoberflachen fuhren. Jedoch wirken sich diese Veranderungen nicht an allen Stellen
der Pflanzenoberflache gleich stark aus. Auf Blattoberflachen beispielsweise gibt es eine
Reihe von geschitzten Stellen ["protected sites”], die in deutlich geringerem Malde
Temperatur- oder Feuchtigkeitsschwankungen ausgesetzt sadT(B & LINDOW, 1994,
JACQUES & MORRIS, 1995). Solche Stellen befinden sich beispielsweise entlang von
LeitungsgefalBen ["Blattadern"], im substomatdren Raum oder an TrichoneamT(B &
LINDOW, 1994, ACQUES & MORRIS, 1995, WLSON et al., 1999). Auch die epikutikulare
Wachsschicht ist sehr heterogen und besitzt eine Fille von mikroskopischen Vertiefungen
und Nischen, die Mikroorganismen Schutz bieten konneoT¥€R, 1976, KNOLL &
SCHREIBER, 1998). Mikroorganismen sind nicht gleichmafig auf der Blattoberflache verteilt,
sondern treten an solchen Stellen stark geh&auft ank@, 1997). Oft bieten diese Stellen

nicht nur besseren Schutz vor klimatischen Schwankungen, sondern auch eine verbesserte
Na&hrstoffsituation, wie z.B. entlang von Blattadern. Viele epiphytische Mikroorganismen sind
beweglich und kénnen sich aktiv zu solchen Stellen bewegen, was ihnen grol3e Vorteile
gegenuber unbeweglichen Bakterien oder Pilzen verscha#tT{B:= & LINDOw, 1994).

Durch Ausbildung von Pili, Cellulosefibrillen oder extrazellularer Polysaccharide kénnen sich
einige Mikroorganismen fest an geeigneten Standorten auf der Pflanzenoberflache verankern
und reduzieren so die Gefahr, durch Wind oder Regen wegtransportiert zu wezdengB

& LINDOw, 1994, KNKEL, 1997). Ein grol3er Teil der epiphytischen Mikroorganismen auf
Blattflachen ist durch ein kompliziertes Netzwerk von extrazellularen Polysacchariden in eine
Matrix eingebunden (BATTIE & LiINDOw, 1994). Viele Autoren sprechen in diesem
Zusammenhang auch von Biofilmen auf BlattoberflachemKKkL, 1997, MoRRIS et al.,

1998). Diese Matrix bietet ihren Bewohnern zahlreiche Vorteile. Zum einen sind sie besser
vor Umwelteinflissen wie unginstigen Temperaturen und Feuchtigkeit geschitzt, und zum
anderen kann hinsichtlich pH-Wert und lonenstérke ein gunstiges Milieu etabliert werden
(BEATTIE & LINDOW, 1994, WATNICK & KOLTER, 2000). MoRRIS et al. (1998) sind der
Meinung, dal3 ca. 10 bis 40 % der epiphytischen Mikroorganismen auf Endivienblattern
(Cichoriumendivia L. var.latifolia) in einem Biofilm aggregiert sind.

Regen hat vielfaltige Einflisse auf die Phyllosphéare. Stark-Regen-Ereignisse kdnnen
innerhalb kurzer Zeit zu einer deutlichen Reduzierung der Besiedlungsdichte von Blattern mit
epiphytischen Mikroorganismen fuhrenifKeL, 1997). Andererseits berichten”RANO und

UPPER (2000) von einer Zunahme epiphytischer Bakterien nach Regen-Ereignissen. Die
Autoren erklaren diese Beobachtung mit gunstigeren Feuchtebedingungen auf der
Blattoberflache. Starker Regen kann auch Mikroarthropoden, welche wiederum

Mikroorganismen fressen, von der Pflanzenoberflaiche waschen, sowie pH-Wert und
Nahrstoffsituation auf dem Blatt variieren, so dal3 ein kurzer Regenschauer durchaus die
Artenzusammensetzung und -haufigkeiten stark verandern kapm&LFAIRFAX, 1976).

Ein weiterer, moglicherweise wichtiger abiotischer Umweltfaktor, der gleichermal3en
Pflanzen wie epiphytische Mikroorganismen betrifft, ist Berflu? der UV-B Strahlung

auf das System Blatt — epiphytische Mikroorganismen Licht der Wellenlangen
100 - 400 nm wird als Ultraviolette [UV] Strahlung bezeichnet. Diese kann in drei Bereiche
unterteilt werden. UV-A Strahlung [315 - 400 nm] ist der langwelligste und somit
energiearmste Anteil des UV-Spektrumse\BURN, 1997). Der Blaulicht/UV-A Rezeptor
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einiger Pflanzen, der beispielsweise die Offnung von Stomata reguliert, reagiert auf Licht
dieser Wellenlange (8ASBURGER et al., 1998). UV-A Strahlung fuhrt in der Regel zu keiner
Schéadigung von biologischen Systemene(V&URN, 1997). Der biologisch bedeutendste
Anteil des UV-Lichts ist der UV-B Bereich [280 - 315 nm], der nur teilweise von der
Ozonschicht abgehalten wird, wohingegen der energiereichste und somit potentiell
gefahrlichste Spektralbereich, der UV-C Bereich [100 - 280 nm], vollstandig von der
Atmosphéare zuriickgehalten wird 8 BURN, 1997).

Die auf der Erdoberflache mel3bare UV-B Strahlung betragt lediglich 0,1 % der Global-
strahlung (M\YER, 1997). Dennoch ist sie von sehr grol3er Bedeutung, da sie eine Vielzahl
biologischer Systeme beeinfluf3t.

Auf molekularer Ebene ist UV-B Strahlung in der Lage, photochemisch mit DNA, RNA,
Proteinen, Lipiden oder anderen Molekulen zu reagierani@®@eLL, 1981, QLDWELL et al.,

1998). Molekile mit Doppel- und/oder Dreifachbindungen werden angeregt und durch
Photokatalyse in andere Molekile umgewandelt. Ein bekanntes Beispiel hierfur ist die
Bildung von Thymin-Dimeren in der DNA (&YER, 1996). Die Veranderung einzelner
Molekile kann Auswirkungen bis auf die Ebene von Geweben oder des gesamten
Organismus haben ACDWELL et al., 1998). So wird beispielsweise durch ein Thymin-Dimer

in der DNA eine fehlerhafte Sequenzinformation an die RNA weitergegeben, welche die
Bildung eines defekten Proteins bedingt, das schlief3lich zu veranderten Zellen oder Geweben
fuhren kann. Die meisten Organismen verfiigen zur Beseitigung solcher Schaden Uber
Reparatursysteme, die jedoch in ihrer Leistungsfahigkeit begrenzt sind.

Auf Ebene des Organismus [Mikroorganismus, Pflanze, Tier] sind eine Vielzahl von
UV-Einflissen beschrieben. Je nach UV-B Strahlungsniveau kdnnen sich z.B. bei Pflanzen
bestimmte Inhaltsstoffe, Blattflachen, Blutezeitpunkt, Photosyntheseleistung oder
Empfindlichkeit gegentiber Pathogenen &ndemL(QVELL et al., 1998, RuL, 2000). Ebenso
werden auch Mikroorganismen durch UV-B Strahlung beeinflul3t. So kann beispielsweise die
Sporulation einiger epiphytischer Pilze durch UV-B Strahlung verédndert werden, (P
2000).

Der EinfluR von UV-B Strahlung kann auch auf der Okosystem-Ebene betrachtet werden
(CALDWELL et al., 1998). Treten Beeinflussungen nicht nur bei einzelnen Individuen auf,
sondern gehauft innerhalb einer Population, so kann dies auch Folgen fir andere Arten dieses
Okosystems haben.ABL (2000) beschreibt die Verringerung pflanzlicher Biomasse unter
erhohter UV-B Strahlung, was sich durch ein verringertes Nahrungsangebot auf
Primarkonsumenten und weitere Glieder der Nahrungskette sowie schliel3lich auf das gesamte
Okosystem auswirken kann.

Vor diesem Hintergrund wirkt der in der Vergangenheit beobachtete und fur die Zukunft noch
weiter prognostizierte Anstieg der UV-B Strahlung alarmierendLf@ELL et al., 1998,
REUDER et al., 2001, WLLBURN 1997). Beobachtungen voma@weLL (1981, Q\LDWELL

et al., 1998) zeigen, dal’ ein Anstieg der UV-Strahlung gréf3te Auswirkungen im biologisch
relevanten Wellenl&angenbereich mit sich bringt. Ein Anstieg der UV-Strahlung im
Wellenbereich zwischen 280 und 400 nm um nur 1 % bewirkt eine erhéhte DNA-Schadigung
um 47 % (GLDWELL, 1981)! Um das biologisch relevante Ausmalfd einer erhéhten UV-B
Strahlung zu erkennen, sind somit biologische Wirkungsspektren von grof3er Bedeutung
(CALDWELL, 1981, QLDWELL et al., 1998).

UV-B Strahlung beeinfluB3t ebenfalls das System Blatt — epiphytische Mikroorganismen.
Pflanzen besitzen eine Reihe von Schutzmechanismen, welche die Entstehung von
Strahlungsschaden verhindern sollen. Von besonderer Bedeutung sind UV-Schirmpigmente,
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die durch Absorption der UV-Strahlung in der Epidermis eine Schadigung von tieferliegenden
Geweben verhindern @CDWELL et al., 1998, RzEMA et al., 2002). Auch bei epiphytischen
Mikroorganismen sind solche Schirmpigmente beschriebemaT({BE & LINDOw, 1994,
JAQUES & MORRIS, 1995). Viele Mikroorganismen, welche von lichtexponierten Standorten
isoliert wurden, besitzen eine auffallige Pigmentierung. Jedoch kann nicht grundséatzlich von
dieser Farbung auf einen intakten UV-Schutz geschlossen wergerr(B& LiNDOw, 1994,
JAQUES & MORRIS, 1995). Eine weitere Moglichkeit zum Schutz vor UV-B Strahlung liegt in
der Wahl eines geeigneten Standorts. Dies kann innerhalb eines Biofilms oder an geschiitzten
Stellen der Blattflache erfolgen €BTTIE & LiNDOw, 1994). Epiphytische Mikroorganismen
zeigen unterschiedliche Empfindlichkeiten gegentber UV-B Strahlung.P&eidomonas
syringae wurden mehrere Gene identifiziert, die fur leistungsstarke DNA-Reparatursysteme
kodieren und so zu einer deutlich erhdhten Toleranz des Bakteriums gegenuber UV-B
Strahlung beitragen (HkMAN et al., 1987, GNDIN & M URILLO, 1999).

1.3 Epiphytische Mikroorganismen auf Blattoberflachen der Stieleiche
(Quercusrobur L.)

Eichen sind in ganz Europa verbreitet und gehéren zu den bestandsbildenden Waldbaumarten
(HECKER, 1995). Die TraubeneicheQgercus petraea (Matt.) Liebl) und die Stieleiche
(Quercus robur L.) sind die bedeutendsten Arten in DeutschlandT(B, 1989). Eichen
bedecken etwa 9 % der Waldflache in DeutschlanduNQBSMINISTERIUM FUR
VERBRAUCHERSCHUTZ ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT, 2001). Beide Eichenarten, die
Stieleiche starker als die Traubeneiche, kénnen vom EichenmeHh\acrogphaera
alphitoides) befallen werden. 1907 wurde erstmals dessen epidemisches Auftreten in
Mitteleuropa beschrieben (BiNn, 1989). Microsphaera alphitoides zéhlt zur Ordnung der
echten MehltaupilzeErysiphales) und ist ein obligater Parasit$&R, 2000). Ein Befall mit
Mehltau kann die Holzqualitat seines Wirts veranderaD@Ry et al., 2001). Bei der
Stieleiche ist ein EinfluR auf Photosynthese und Isoprenemission durch Mehltaubefall
beschrieben (BwsHAM et al., 1997, 2000, BIGGEMANN & SCHNITZLER, 2001).

Nur wenige Arbeiten beschaftigen sich mit epiphytischen Mikroorganismen der Stieleiche.
NEwWSHAM et al. (1997, 2000) konzentrieren ihre Untersuchungen auf eine makroskopische
Abschatzung des Mehltaubefalls. Es existieren nahezu keine Informationen zu
vorkommenden Arten, zu Zellzahlen oder jahreszeitlichen Populationsdynamiken. Auch der
Einflu3 der UV-B Strahlung auf die Gesamtheit der epiphytischen Mikroorganismen sowie
auf die Wechselwirkungen zwischen Blatt und Mikroorganismen ist nicht bekannt. Zudem
sind die zur Verfugung stehenden Untersuchungsmethoden ungentigend, da spezifische
Sonden fur eine molekularbiologische Betrachtung fehlen und die vorhandenen
Kultivierungsmethoden nur einen Bruchteil, schatzungsweise weniger als MEBERCEIN

et al.2002), der epiphytischen Mikroorganismen erfassen. Da der Eichenmehltau als obligater
Parasit nicht kultivierbar ist, sind noch nicht einmal von diesem wichtigen phytopathogenen
Pilz Zell- oder DNA-Kopienzahl auf der Blattoberflache bekannt.
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1.4 Zieledieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, detailliertere Erkenntnisse Uber die Beeinflussung von epiphytischen
Mikroorganismen auf Blattern der Stieleich@uércus robur L.) durch verschiedene
Umweltfaktoren zu gewinnen. Von besonderem Interesse sind dabei die Auswirkungen von
Standorteigenschaften und UV-B Strahlung sowie die Anderungen der Populationsdichten im
Jahresverlauf. Hierzu sollten zunachst geeignete Untersuchungsmethoden entwickelt werden.
Um ein mdglichst breites Spektrum an Mikroorganismen erfassen zu kénnen, war der Aufbau
einer mikrobiologischen und einer molekularbiologischen Methode geplant. Zunachst sollten
klassische Kultivierungstechniken zur Quantifizierung von am N-Umsatz beteiligten
Mikroorganismen auf Stieleichenblattern angewendet werden, da die Stickstoffverfigbarkeit
auf der Blattoberflache eine wichtige Rolle insbesondere bei der Besiedlung von Pathogenen
spielt.

Da ein besonderes Interesse an pathogenen Organismen wie z.B. Mehltau bestand, welche
nicht mit mikrobiologischen Quantifizierungstechniken kultivierbar sind, war die
Entwicklung einer anzuchtsfreien, molekularbiologischen Methode ein weiteres Ziel dieser
Arbeit. Hierzu war der Aufbau einer Quantifizierungsmethode mittels Real Time PCR
geplant. Zur Entwicklung von spezifischen GensonderEfininia spec. undMicrosphaera

spec. war zunachst der Nachweis dieser Organismen auf der Blattoberflache und die
Sequenzierung charakteristischer Genomsegmente erforderlich.

Mit diesen Methoden sollte anschlieBend die jahreszeitliche Entwicklung von epiphytischen
Mikroorganismen auf Blattern von Stieleichen untersucht werden, die an zwei
unterschiedlichen Standorten unter verschiedenen UV-B Strahlungsexpositionen angezogen
wurden.



2 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Mikroorganismen auf Blattoberflachen von
Pflanzen, die unterschiedlichen UV-B Expositionen ausgesetzt waren, untersucht. Die
Versuche beinhalteten zum einen die Neu- bzw. Weiterentwicklung aktueller,
mikrobiologischer und molekularbiologischer Quantifizierungsmethoden und zum anderen
deren Anwendung zur Zell- bzw. Kopienzahlbestimmung epiphytischer Mikroorganismen auf
Blattoberflachen von Stieleiche®@\ercus robur L.), die wahrend der Vegetationsperioden
2000 und 2001 unter verschiedenen Umweltbedingungen angezogen wurden.

Im folgenden werden nach der Beschreibung der verwendeten Materialien (2.1) zunachst der
Versuchsansatz erlautert und die beprobten Standorte charakterisiert (2.2-5). Anschliel3end
werden die verwendeten mikrobiologischen und molekularbiologischen Techniken dargestellt

(2.6-7).

Wichtige Bereiche der Neu- oder Weiterentwicklung von Methoden werden im Ergebnistell
(3.1, 3.3) behandelt, da sie im Rahmen dieser teilweise methodisch orientierten Doktorarbeit

als Ergebnisse zu verstehen sind.

2.1 Verwendete Chemikalien, Losungen und Medien

2.1.1 Eingesetzte Chemikalien und Kits

Agar-Agar, danisch, pulverisiert
Agarose, hoch rein

Ampicillin Natriumsalz

Bengalrosa B

BigDye Terminator Cycle Sequencing RR Kit
Bromocresol Grin
Bromphenolblau Natriumsalz
Casein nach Hammarstein
Cycloheximid

Czapek-Dox Agar

DAPI [4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid]
Dextrin aus Kartoffelstarke
Dichloran [2,6-Dichlor-4-nitroanilin]
DNA GroRenstandard 100 bp
DNA GroR3enstandard 1 kb
Ethidiumbromid

Fleischextrakt

Hefeextrakt

IPTG [Isopopylthio-B-galaktosid]
Kanamycinsulfat

Malzextrakt

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Eurolab, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck Eurolab, Darmstadt
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Penicillin G Kaliumsalz

Pepton aus Casein, tryptisch verdaut

Pepton aus Fleisch, peptisch verdaut

Pepton aus Gelatine, pankreatisch verdaut

Pepton aus Sojabohnenmehl, enzymatisch verdaut
Phenol, puffergesattigt

Plasmid Mini Kit

Restriktionsenzynico RI

RNAse A

SDS [Sodiumddecylsilfate = Natriumlaurylsulfat]
Starke, l6slich

Standard | Agar

Streptomycinsulfat

Syber® Green Master Mix

Taq DNA Polymerase, nativ

TagMan® PCR Core Reagent Kit

TOPO TA Cloning® Kit

Tris [Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan]
Tween® 80 [Polyoxyethylensorbitanmonooleat]
X-Gal [5-Brom-4-chlor-3-indolylB-D-galaktosid]

Alle weiteren, nicht in obiger Liste aufgefihrten Chemikalien wurden entweder von Merck

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck Eurolab, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Applied Biosystems, Weiterstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Weiterstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Eurolab (Darmstadt) oder von Roth (Karlsruhe) bezogen.

Sofern nicht anders angegeben, wurde zur Herstellung samtlicher walriger Lésungen und
Medien doppelt entionisiertes Wasser verwendet (Milli-Q Water System, Millipore,

Schwalbach), im folgenden als Bidest bezeichnet.

2.1.2 Verwendete Lésungen und Medien

LB Medium (Luria-Bertani Medium) zur Anzucht von Escherichia coli:

(SAMBROOK €t a., 1989)
10 g Pepton aus Casein
10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

ad 1000 ml H,O
pH-Wert 7

LB Agar zur Anzucht von Escherichia coli:
(SAMBROOK €t a., 1989)

15g 1™ Agar-Agar in LB Medium
pH-Wert 7

Phenol -Chloroform-Isoamylalkohol Losung (25:24:1)
500 ml puffergesattigtes Phenol

480 ml Chloroform

20 ml Isoamylalkohol
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SOC Medium (Invitrogen, Karlsruhe)

(Fertiglésung, Zusammensetzung laut Hersteller)
20 g Pepton

5 g Hefeextrakt

3,6 g Glukose ( =20 mM)

1,2 g MgSQ (=10 mM)

0,953 g MgCli (= 10 mM)

0,585 g NaCl (= 10 mM)

0,187 g KCI (= 2,5 mM)

TAE Puffer (Tris-Acetat-EDTA Puffer)

40 mM Tris

1 mMEDTA

pH-Wert Einstellung auf 8 mit konzentrierter Essigsaure

TES Puffer (Tis-EDTA-Salz Puffer)
100 mM NaCl

10 mM Tris

1mM EDTA

pH-Wert Einstellung auf 8 mit HCI

Alle fur keimfreies Arbeiten benotigten Medien, Losungen, Geratschaften und
Verbrauchsmittel wurden durch 20 minttige Dampfsterilisation (Vapoklav 500, H+P
Labortechnik, OberschleiRheim) bei 121 °C und 1,2 bar Uberdruck sterilisiert.

2.2 Pflanzenmaterial und Bodensubstr at

2.2.1 Pflanzenmaterial

Die Untersuchungen epiphytischer Mikroorganismen wurden auf Blattoberflachen der
Stieleiche Quercus robur L.) durchgefiihrt, einer in Deutschland weit verbreiteten und
forstwirtschaftlich bedeutenden Baumarte@der, 1995). Alle Pflanzen wurden im April

2000 von der Staatlichen Samenklenge Laufen bezogen und stammten aus dem bayerischen
Voralpenland. Die Eichen wurden seit 1998 in Hohenlagen um 420 Meter aufgezogen und
waren wahrend der untersuchten Vegetationsperioden 2000 und 2001 somit zwei bzw. drei
Jahre alt.

Die Eichen wurden jeweils in 57 x 7 cm messende PVC-ROhren gepflanzt. Jeweils zwolf

dieser Rohren wurden in eine handelsibliche Getrankekiste gesetzt, welche in eine mit
Wasser gefillte Kunststoffbox (53 x 35 x 23 cm) gestellt wurde. Durch Locher im Boden der

PVC-Ro6hren wurde die Wasserversorgung der Pflanzen gewahrleistet.
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2.2.2 Bodensubstrat und Diinger

Fur alle Pflanzen wurde ein Rinderfsubstrat (RTS, Okohum, Herbertingen) verwendet, das
laut Herstellerangaben folgende Eigenschaften besitzt:

e Zusammensetzung: Rindenhumus, Weil3torf und Griinkompost

* pH-Wert: 54-6,4
+ Salzgehalt: 1,3-2,2 I

« Nahrstoffgehalte: ~ N: 230 — 430 mig |
P: 190 — 360 mg
K: 560 — 800 mg't

Bereits in der Staatlichen Samenklenge Laufen wurde dem Bodensubstrat im April 2000
3,8 g ' Langzeitdiinger Osmocote® Plus (Scotts Celaflor, Ingelheim) zugemischt. Nach
einem Jahr wurde am 03.05.2001 eine erneute Dingung mit Beeren-Langzeitdiinger (Compo,
Munster) durchgefuhrt. Pro Pflanzentopf wurden 10 g Dinger zugegeben. Beide verwendeten
Dunger sind sogenannte NPK-Dauerdinger, die nach Herstellerangaben Uber folgende
Zusammensetzung verflgen:

Produktname: Osmocote® Plus Beeren-Langzeitdinger
Gesamtstickstoffgehalt (N): 16 % 15 %

verfligbares Phosphat,®%): 8 % 8 %

wasserlosliches Kaliumoxid ¢go): 12 % 12 %

wasserldsliches Magnesiumoxid (MgO): 2% 2%
Wirkungsdauer: 8-9 Monate 6 Monate

2.3 Charakterisierung der Mel3standorte

Die Versuchspflanzen wurden an zwel Standorten unterschiedlichen UV-B Strahlungs-
intensitaten ausgesetzt.

2.3.1 Standort Berg

Auf dem Wank [1780 m 4. NN], einem Berg in Garmisch-Partenkirchen, wurden 1997 zwei
Pflanzenanzuchtskammern, im folgenden als Solardome bezeichnet, eingerichtet (Abb. 2.1).
Die Aullenhille der Solardome besteht aus 4 mm dickem Spezialacrylglas (Plexiglas®
GS 2458, Rohm, Darmstadt), welches fiir UV-B Strahlung durchléssig ist. Sie wird von einem
Gerlst aus Aluminiumstreben gestitzt. Zwischen Auf3enhtlle und Innenraum wurden zur
Herstellung unterschiedlicher UV-B Strahlungsniveaus spezielle Folien eingezogen. Ein
Solardom wurde mit einer UV-B durchlassigen Folie ausgestattet [Berg UV+], wahrend in
den zweiten Solardom eine fir UV-B Strahlung undurchlassige Folie eingezogen wurde
[Berg UV-] (2.3.3). Im Boden der Solardome wurde die Mef3- und Regeltechnik installiert.

10
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Der Kammerinnenraum wurde mit Hilfe mehrerer Lufter klimatisiert, um einer Uberhitzung
der Pflanzen entgegenzuwirken. Eine ebenfalls im Boden installierte Heizung verhinderte das
Auftreten von Frostereignissen im Innern der Solardome. BerechnungenRUGGEVANN

(1999) ergaben, dal3 im Innern des Solardoms mit UV-B durchlassiger Folie durchschnittlich
54 % bzw. mit UV-B undurchlassiger Folie 12 % des im Wank-Freiland gemessenen UV-B
Strahlungsniveaus erreicht wurden. Eine kontinuierliche Aufzeichnung der UV-B Strahlung
im Innern der Solardome wurde durch gelegentliche Beschattung der Sensoren durch die
Aluminiumstreben der Auf3enhille behindert. Daher wurden die angegebenen UV-B
Strahlungsniveaus (Abb. 2.4) aus den Daten der UV-B Freiland-Messungen auf dem Wank
unter Bertcksichtigung der prozentualen Transmission berechnet.

A
5 AulRRenhille aus Plexiglas®
Folie
28m ‘\
Sockel mit Mel3-
I und Regeltechnik

Abb. 2.1: Solardome auf dem Wank [Standort Berg]. Fotografie [J.-P. Schnitzler] [A] und Schemazeichnung

[B] der Solardome auf dem Wank [1780 m 0. NN]. Zur Herstellung unterschiedlicher UV-B Expositionen
wurden spezielle Folien mit verschiedenen spektralen Durchlassigkeiten (2.3.3) eingesetzt. In den
Vegetationsperioden 2000 und 2001 wurden je Solardom zwolf Stielei@uercys robur L.) auf epiphytische
Mikroorganismen untersucht.

11
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Wahrend beider Vegetationsperioden wurden UV-B Strahlung und Lufttemperatur sowohl im
Innern beider Solardome als auch im Freiland gemessen [s.0.]. In jedem Solardom wurden
zwolf Eichen (2.2.1) bei unterschiedlichen UV-B Expositionen angezogen und beprobt. Im
Gegensatz zum Standort Tal (2.3.2) wurde aufgrund der extremen Umweltbedingungen am
Wank keine Freilandkontrolle eingerichtet.

2.3.2 Standort Tal

Fur die Untersuchungen am Standort Tal wurden zwei Pflanzenanzuchtskammern auf dem
Gelande des Instituts fir Meteorologie und Klimaforschung [IMK-IFU] in Garmisch-
Partenkirchen [750 m G. NN], im folgenden als Phytokammern bezeichnet, genutzt
(Abb. 2.2). In diesen Kammern wurden die gleichen Materialien wie am Standort Berg
verwendet (2.3.1). Die AuRenhille bestand aus 4 mm dickem Plexiglas® (GS 2458 Rohm,
Darmstadt), welches von einem Aluminiumgerist gestutzt wurde. Zur Herstellung
unterschiedlicher UV-B Strahlungsniveaus wurden die gleichen Folien (2.3.3) wie in den
Solardomen (2.3.1) eingesetzt. Eine Charakterisierung der Phytokammern wurdenvern P
(1998) vorgenommen. Fur die Versuche im Jahr 2000 und 2001 wurden einige bauliche
Verédnderungen durchgefihrt, um eine moglichst naturnahe Anzucht der Versuchspflanzen zu
ermdglichen. Zum einen wurden an den Sudseiten der Phytokammern die unteren Halften der
AulRenabdeckung entfernt, wodurch ein 60 cm grof3er Beluftungsspalt entstand (Abb. 2.2 B).
Die im Innenraum der Kammern eingezogenen Folien wurden bis 30 cm Uber den
Kammerboden gefiihrt, so dald eine direkte Sonnenbestrahlung der Pflanzen [ohne
Transmission der Folien] verhindert wurde. Zum anderen wurden die Nordwande der
Phytokammern vollstéandig, d.h. sowohl Plexiglas® als auch Folien, entfernt. Die so
geschaffenen Offnungen ermdglichten eine ausreichende Beliiftung der Kammern, ohne daf
Sonnenlicht ungefiltert auf die Versuchspflanzen treffen konnte. Hierdurch war es mdglich,
auf den Einsatz von Ventilatoren zu verzichten.

Am Standort Tal wurde je eine Phytokammer mit einer UV-B durchlassigen Folie [Tal UV+]
bzw. einer UV-B undurchléassigen Folie [Tal UV-] ausgestattet. Zusatzlich wurde direkt neben
den Kammern eine Freilandkontrolle [Tal Freiland] angezogen. In jeder Phytokammer
wurden zwolf Stieleichen angezogen und regelmaRig beprobt. Uber den gesamten
Versuchszeitraum wurden die Lufttemperatur im Freiland und in den Kammern sowie die
UV-B Strahlung im Freiland aufgezeichnet (2.5). Eine kontinuierliche Aufzeichnung der
UV-B Strahlung im Innern der Phytokammern erschien nicht sinnvoll, da — wie in den
Solardomen auf dem Wank — mit periodischer Beschattung der Sensoren durch das
Aluminiumgerist zu rechnen war. Statt dessen wurde an verschiedenen Tagen in den Jahren
2000 und 2001 die in den umgebauten Phytokammern auf Bestandshohe wirksame UV-B
Strahlung gemessen und mit den im Freiland gemessenen Werten verglichen.
Durchschnittlich wurden in der UV-B durchlassigen Kammer 69 % und in der UV-B
undurchlassigen Kammer 14 % des Freilandniveaus erreicht. Diese Werte wurden zur
Berechnung der UV-B Strahlungsniveaus innerhalb der Phytokammern herangezogen
(Abb. 2.4). Vergleichbare Untersuchungen vemEN (1998) vor dem Umbau der Kammern
ergaben UV-B Strahlungsniveaus von 66 % bzw. 8 % des Freilandwertes. Demzufolge
fuhrten die Umbaumalnahmen nur zu einer minimalen Veranderung der physikalischen
Eigenschaften der Phytokammern.

12
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A
Aul3enhille aus Plexiglas®
A
B I
I Folie
T
!
I s
2m N Ii I
I 1
Gl os
v r

Abb. 2.2: Phytokammern am Standort Tal. Fotografie [A] und Schemazeichnung [B] der Phytokammern auf

dem Gelande des Instituts fur Meteorologie und Klimaforschung [IMK-IFU] in Garmisch-Partenkirchen
[750 m 4. NNJ. Unter Verwendung spezieller Folien, die Uber verschiedene spektrale Durchlassigkeiten (2.3.3)
verfugten, wurden in den Phytokammern unterschiedliche UV-B Strahlungsintensitéten erreicht. Je Kammer
wurden 12 StieleichenQuercus robur L.) wahrend der Vegetationsperioden 2000 und 2001 auf epiphytische
Mikroorganismen untersucht.

2.3.3 Charakterisierung der verwendeten Folien

Das in den Pflanzenanzuchtskammern (2.3.1-2) verwendete Plexiglas® sowie die
eingesetzten Folien wurden vonANREN (1998) eingehend charakterisiert. Die zu
Versuchsbeginn und -ende durchgefuhrten eigenen Untersuchungen lieferten sehr ahnliche
Ergebnisse.

13
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Als UV-B durchlassige Folie wurde ein 25 pm dickes Tetrafluorethylen-Ethylenkopolymer
eingesetzt (Nowoflon ET 6235, Nowofol, Siegsdorf), wahrend zur weitgehenden
Abschirmung der UV-B Strahlung eine 50 pm dicke Polyesterfolie (Folanorm, Folex, Koln)
verwendet wurde.

Eine spektralphotometrische Untersuchung (Lambda 2 UV/VIS Spectrometer, Perkin-Elmer,
Rodgau-Jugesheim) beider Folien jeweils bei Versuchsbeginn und bei Versuchsende zeigte
die unterschiedlichen Durchlassigkeiten der Folien im UV-B Bereich deutlich (Abb.2.3).

100

Transmission [%]

O T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Wellenlange [nm]

Abb. 2.3: Spektralphotometrische Untersuchung der UV-B durchlassigen und UV-B undurchlassigen

Folie. Dargestellt ist die gemessene Transmission gegen Luft. Als UV-B durchlassige Folie wurde Nowoflon ET
6235 (Nowofol, Siegsdorf) und als undurchlassige Folie Folanorm (Folex, Kdln) eingesetzt. Beide Folien
wurden jeweils vor Versuchsbeginn und nach Versuchsende vermessen [Gesamtexpositionsdauer: 50 Wochen;
in der Winterpause 2000/2001 wurden die Folien vor UV-B Strahlung geschuitzt aufbewahrt]. Untersucht wurde
der Wellenlangenbereich von 200 bis 800 nm mittels eines Spektralphotometers (Lambda 2 UV/VIS
Spectrometer, Perkin-Elmer, Rodgau-Jigesheim). Erklarungen: UV-B durchlassige Folie, Versuchsbeginn [—];
UV-B durchlassige Folie, Versuchsende [---]; UV-B undurchlassige Folie, VersuchsbeghnUV-B
undurchlassige Folie, Versuchsenee]]

2.4 Beprobung der Versuchspflanzen

Die Vesuchspflanzen wurden in  Garmisch-Partenkirchen an zwel  Standorten
unterschiedlicher Hohe angezogen. Am Standort Tal [750 m . NN] auf dem Gelande des
Instituts fur Meteorologie und Klimaforschung [IMK-IFU] wurden die Pflanzen drei
unterschiedlichen UV-B Strahlungsintensitaten ausgesetzt (2.3.2), wahrend am Standort Berg
[1780 m U. NN] Pflanzen bei zwei unterschiedlichen UV-B Expositionen angezogen wurden
(2.3.1). Die verschiedenen UV-B Strahlungsstarken wurden durch Verwendung von
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speziellen Folien in den Pflanzenanzuchtskammern erreicht, welche Uber unterschiedliche
Transmissionswerte im UV-B Wellenlangenbereich verflugten (2.3.3).

Zu Beginn der beiden untersuchten Vegetationsperioden [April bis Juni] wurden alle Pflanzen
am Standort Tal auf dem Institutsgelande im Freiland angezogen, um eine einheitliche und
natirliche Besiedlung der Blattoberflachen mit Mikroorganismen zu erméglichen. Am
05.06.2000 [Julianischer Tag 157] bzw. 04.06.2001 [Julianischer Tag 155] wurde eine
Probennahme zur Bestimmung der Ausgangszellzahlen durchgefihrt [Nullprobe].
Anschlielend wurden je zwdlf Pflanzen den funf Behandlungsvarianten zugeteilt und in
regelmafiigen Abstanden beprobt (Tab. 2.1). Zu allen Beprobungsterminen wurden die
Gesamtzellzahl heterotropher Organismen sowie die Anteile an Bakterien und Pilzen auf den
Blattoberflachen bestimmt. Weiterhin wurden die Zellzahlen von Denitrifizierern und
autotrophen sowie heterotrophen Nitrifizierern ermittelt. Zusatzlich wurden in der
Vegetationsphase 2001 Kopienzahlen von rDNA Genomsegmenten von EubaErmviarg
spec.,Cladosporium spec.,Microsphaera spec. undRamularia spec. auf Blattoberflachen
bestimmt. Ende Oktober 2000 bzw. 2001 wurden alle Pflanzen zur Uberwinterung in ein
ungeheiztes Gewachshaus auf dem Institutsgel&ande gebracht.

Tab. 2.1: Beprobungstermine der Versuchspflanzen. Aufgelistet sind die Daten und die entsprechenden
Julianischen Tage, an denen alle Pflanzen wahrend der Vegetationsperioden 2000 und 2001 zur Untersuchung
epiphytischer Mikroorganismen beprobt wurden. P: Probennahme.

Vegetationsperiode 2000 Vegetationsperiode 2001
Probennahme Datum Julianischer Tag Datum Julianischer Tag
PO 05.06.00 157 04.06.01 155
P1 04.07.00 186 25.06.01 176
P2 24.07.00 206 16.07.01 197
P3 21.08.00 234 14.08.01 226
P4 25.09.00 269 11.09.01 254
P5 23.10.00 297 16.10.01 289

Wahrend beider Vegetationsperioden wurden alle Versuchspflanzen mit Ausnahme der
Freilandkontrolle alle drei Wochen mit einer sterilen synthetischen Regenlésung besprinht.
Diese enthielt die fur Niederschlag in Garmisch-Partenkirchen tblichen Konzentrationen an
Ammonium und Nitrat (3,65 mg'IKNOs und 2,26 mgt NH.CI) (HAHN, 2000). Hierdurch
sollten die durch Niederschlagsereignisse hervorgerufene Befeuchtung der Blattoberflache
sowie ein maglicher Nahrstoffeintrag fur epiphytische Mikroorganismen simuliert werden.

2.5 Versuchsbegleitende Erfassung von Klimadaten

Wahrend der Vegetationsperioden 2000 und 2001 wurden Lufttemperatur und UV-B
Strahlung aller Pflanzenstandorte gemessen bzw. berechnet. Die Messung der Lufttemperatur
in den Solardomen auf dem Wank erfolgte mit je finf Sensoren des Typs HMP 143 (Vaisala,
Helsinki, Finnland), wéhrend an den Versuchsstandorten im Tal Temperaturfiihler des Typs
HP 101A (Rotronic Mel3gerate, Ettlingen) eingesetzt wurden.
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UV-B Strahlung Tal Temperatur Berg Temperatur Tal

Lichtperiodenmittel [MED h 1]

UV-B Strahlung Berg
Lichtperiodenmittel [MED h-]

24 h Mittelwert [°C]

24 h Mittelwert [°C]
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Abb. 2.4: Erfassung von Lufttemperatur und UV-B Strahlung an den Expositionsstandorten. Versuchs-
begleitend wurden die Lufttemperatur [24 h Mittelwert] und die UV-B Strahlung [Lichtperiodenmittelwert as
MED h*: Minimale Erythem-Dosis pro Stunde] an allen Expositionsstandorten gemessen bzw. berechnet. Die

angegebenen UV-B Strahlungswerte in den Solardomen und in den Phytokammern wurden gemalR der
gemessenen Transmission aus den im Freiland gemessenen Strahlungswerten berechnet (2.3). Die Erfassung und

Auswertung der Klimadaten am Standort Berg wurden vedd&EMANN (2002) und MAYRHOFER (2002)

durchgefiihrt. Erklarungen: Freiland]|, Pflanzenanzuchtskammer mit UV-B durchlassiger Folie [—],

Pflanzenanzuchtskammer mit UV-B undurchlassiger Felig [
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Fur die Messung der UV-B Strahlung wurden an beiden Standorten baugleiche UV-Biometer
Typ 501 (Solar Light, Philadelphia, USA) eingesetzt. Diese Weiterentwicklung des
Robertson-Berger-Biometers EBGER, 1976) ist ein Breitbandstrahlungssensor mit einem
Empfindlichkeitsbereich von 280 bis 400 nm (User Manual UV-Biometer 5QIAFRSLIGHT
CoMPANY, 1991), der gemall dem Erythemwirkungsspektrum der menschlichen Haut
(McKINLEY & DiFrFey, 1987) gewichtet wird. Hierbei werden die verschiedenen
Wellenlangen anhand ihrer Fahigkeit bewertet, eine ROtung der menschlichen Haut
hervorzurufen. Der berlcksichtigte MelRbereich ist somit nicht nur auf den UV-B
Strahlungsanteil beschrankt, sondern reicht bis in den UV-A Bereich hinein, was einen
Nachteil des MeRprinzips darstellt. Jedoch liegt die gewichtete Empfindlichkeit im UV-B
Bereich deutlich tber der des UV-A Strahlungsanteils. So wird beispielsweise die spektrale
Empfindlichkeit bei 370 nm [UV-A Bereich] um einen Faktor 10 000 geringer bewertet als
die spektrale Empfindlichkeit bei 290 nm [UV-B Bereich] (User Manual UV-Biometer 501,
SOLAR LIGHT, 1991). Die gemessene UV-B Strahlung wurde in MEDMinimale Erythem-

Dosis pro Stunde] angegeben. 1 MED entspricht der Strahlendosis, die auf der menschlichen
Haut eine minimale Roétung auslost. Fur einen durchschnittichen Menschen des Hauttyps I
betragt diese Strahlungsdosis 2109 nwas einer Bestrahlungsstarke von 0,0538 W m
gleichkommt (User Manual UV-Biometer 501013\R LIGHT, 1991).

2.6 Mikrobiologische M ethoden zur Unter suchung epiphytischer
Mikroor ganismen

In diesem Kapitel werden die eingesetzten mikrobiologischen Methoden zur Quantifizierung
von Mikroorganismen auf Oberflachen von Eichenblattern dargestellt. Ausgenommen ist die
Entwicklung der Extraktionsmethode, welche im Ergebnisteil (3.1) behandelt wird.

Zur Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen wurden zwei unterschiedliche Methoden
eingesetzt und verglichen. Zum einen wurde die "mosbgble mimber" [MPN]-Technik

(ALEF, 1991, B\st, 1999) zur Bestimmung der Gesamtzellzahl heterotropher Organismen
sowie der Anteile autotropher und heterotropher Nitrifizierer und Denitrifizierer eingesetzt.
Zum anderen wurden die Gesamtzellzahl heterotropher Organismen sowie die Anteile an
Bakterien und Pilzen mittels Ausplattieren [Spatelplattenverfahramr(A 991, B\sT, 1999)
bestimmt. Die Gesamtzellzahl diente hierbei als Bezugsgréfe zum Vergleich beider
methodischer Ansatze. Beide Anséatze liefern Lebendzellzahlen und ermdéglichen nur die
Erfassung von in den eingesetzten Medien kultivierbaren Mikroorganismen.

2.6.1 Most Probable Number-Technik

Die MPN-Technik z&ahlt zu den klassischen Methoden der mikrobiologischen Quantifizierung
und arbeitet mit Flissigndhrmedien L@, 1991). Zur Bestimmung der Zellzahl wurde
zunachst eine Dezimalverdiinnungsreihe aus der zu untersuchenden Probe hergestellt. In drei
Parallelen wurden Aliquots aus jeder Verdinnungsstufe in Nahrmediumrdéhrchen pipettiert
und diese nach Inkubation auf mikrobiellen Bewuchs bzw. mikrobielle Stoffwechselaktivitat
untersucht. Zur Auswertung wurden die pro Verdinnungsstufe positiv bewerteten Réhrchen
gezahlt. Mit Hilfe spezieller MPN-Tabellen (AF, 1991) wurde aus der Anzahl positiv

17



Material und Methoden

bewerteter Nahrmediumréhrchen in drei aufeinander folgenden Verdunnungsreihen eine
sogenannte Stichzahl ermittelt. Diese, multipliziert mit der kleinsten Verdinnungsstufe, in der
noch Bewuchs nachgewiesen wurde, ergab die hdchst wahrscheinlichste Zellzahl der zu
untersuchenden Probe.

Beispiel:

Es wurde eine Verdunnungsreine der zu untersuchenden Probe, bestehend aus vier
Konzentrationsstufen, hergestellt und je Verdiinnungsstufe Aliquots a 1 ml in drei Parallelen
untersucht. Bei der Auswertung von bewachsenen ["positiven”] Nahrmediumréhrchen wurden
folgende Ergebnisse erzielt:

10" Verdiinnung  : 3 Positive

102 Verdinnung 3 Positive O

10° Verduinnung 2 Positive  Ozur Ermittlung der Stichzahl herangezogen
10* Verdiinnung 0 Positive O

Unter dem Eintra@20 wurde in der benutzten MPN-TabelleL@s, 1991) die Stichzahl "9"
ermittelt. Das heiRt, das eingesetzte Aliquot [1 ml] der Verdiinnungsstiffeedielt

9 Zellen. Hieraus ergab sich eine Zellzahl von 9 X 20900 Zellen mt fir die zu
untersuchende Probe. Dieses Ergebnis stellt die "héchst wahrscheinlichste Zellzahl" dar.
Zusatzlich kann aus den MPN-Tabellen ein Konfidenzintervall berechnet werden, in welchem
die "tatsachlichen Werte" mit 95 % Wahrscheinlichkeit liegen. Dieses Intervall ist abhangig
von der Anzahl der pro Verdinnungsstufe eingesetzten Parallelen und berechnet sich fur
obiges Beispiel [3 Parallelansatze] durch Addition bzw. Subtraktion von 0,670 zum bzw. vom
dekadischen Logarithmus der berechneten ZellzaldrAL991):

Hochst wahrscheinlichste Zellzahl : 9900%%* Zellen mI*
Untergrenze des Konfidenzintervalls 00 = 17 =~ 192 Zellen ml™?
Obergrenze des Konfidenzintervalls (2PBf0670) = 107824 ~ 4207 Zellen m1™

Fur die unterschiedlichen Fragestellungen wurden vier MPN-Systeme in analoger Weise
angewandt. Jeweils 5 ml [bzw. 9 ml des Denitrifikationsmediums, s.u.] der entsprechenden
Medien (2.6.1-4) wurden in Reagenzglaser gefillt, mit Labocap-Kappen (Roth, Karlsruhe)
verschlossen und autoklaviert. Im Verlauf der Vegetationsperioden wurden unterschiedliche
Verdiinnungen der Extraktionslésung (3.1) eingesetzt [unverdinnt by Ha die
Gesamtzellzahlen sowohl im Verlauf der Vegetationsperiode als auch zwischen den einzelnen
Standorten deutliche Unterschiede aufwiesen (Abb. 3.4). Je Beprobungstermin wurden vier
Konzentrationsstufen untersucht. In drei Parallelansatzen wurde jeweils 1 ml der
Verdunnungsstufen zu den Nahrmediumréhrchen pipettiert und diese anschlie3end - je nach
Medium unterschiedlich lange - inkubiert.

2.6.1.1 MPN-M ethode zur Bestimmung der Gesamtzellzahl heter otr opher Organismen
und heterotropher Nitrifizierer

Das verwendete Fleischrepton-Medium [FP-Medium] @#PEN & VON BERG, 1998)
ermdglichte, die Gesamtzellzahl heterotropher Organismen und die Anzahl heterotropher
Nitrifizierer in einem Versuchsansatz gleichzeitig zu bestimmen.
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Zusammensetzung des FP-Mediums
(PAPEN & VON BERG, 1998):

5 g Pepton aus Fleisch

3 g Fleischextrakt

1gAgar-Agar

H,0 ad 1000 ml

pH 7

Bel der Herstellung wurde das Medium kurz erhitzt, um den enthaltenen Agar-Agar in
L6sung zu bringen. Nach Beimpfung der R6hrchen wurden alle Anséatze fir drei Wochen bei
28 °C im Dunkeln inkubiert. Zur ausreichenden Sauerstoffversorgung wurden alle Réhrchen
wochentlich aufgeschittelt.

Zur Bestimmung der Anzahl heterotropher Nitrifizierer wurden wo6chentlich jeder
gewachsenen Kultur 20 pl entnommen und mittels Teststdbchen (Roth, Karlsruhe) auf
Bildung von Nitrit und Nitrat untersucht. Das Vorkommen von Nitrit oder Nitrat wurde als
positiver Nachweis heterotroph nitrifizierender Mikroorganismen gewerter(A991). Die
wochentliche Wiederholung dieser Untersuchung wurde durchgefuhrt, um sicher zu stellen,
daR’ keine zwischenzeitlich herangewachsenen Nitrifizierer Gbersehen wurden, die bis zum
Versuchsende unter Umstanden von anderen Organismen "Uberwachsen" worden sein
konnten. RPEN & VON BERG (1998) konnten im FP-Medium keine mef3baren Stoffmengen
Nitrit oder Nitrat nachweisen. Dieses Ergebnis wurde durch eigene Untersuchungen der bei
allen Ansatzen mitgefuihrten Mediumskontrollen [ohne Inokulum] bestéatigt.

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl heterotropher Organismen wurde die Anzahl
bewachsener Kulturen am Ende der Inkubationszeit bestimmt.

2.6.1.2 MPN-M ethode zur Bestimmung von Denitrifizierern

Zum Nachweis denitrifizierender Mikroorganismen wurde ein modifiziertes Fleisch-Pepton-
Medium eingesetzt @PEN & VON BERG, 1998).

Zusammensetzung des Denitrifikationsmediums
(verandert nachAPEN & VON BERG, 1998):

5 g Pepton aus Fleisch

3 g Fleischextrakt

1 g Glukose

3 g KNG

H,O ad 1000 ml

pH 7

Es wurden jeweils 9 ml Denitrifikationsmedium in 16 cm hohe Reagenzglaser gefullt, ein
Probengefald [2 ml Volumen, Roth, Karlsruhe] mit der offenen Seite nach unten zugegeben
und die Reagenzréhrchen anschlielRend mit Labocap-Kappen (Roth, Karlsruhe) verschlossen.
Nach dem Autoklavieren waren die zugegebenen Probengefale [Funktionsweise als Durham-
Roéhrchen] vollstandig und ohne Luftblasen mit umgebenem Medium gefillt. In drei
Parallelansatzen wurde jeweils 1 ml jeder Verdinnungsstufe der Extraktionslosung (3.1) in
ein Nahrmediumréhrchen pipettiert. Es wurden vier Konzentrationsstufen [unverdiinnt, 10
102, 10% jeder Probe getestet. AnschlieRend wurden alle Reagenzglaser mit Gummistopfen
mit umstilpbarem Rand (15 mm Durchmesser, Fisher Scientific, Schwerte) luftdicht
verschlossen und fir sechs Wochen bei 28 °C im Dunkeln inkubiert. Diese Voraussetzungen
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boten geeignete Wachstumsbedingungen fiir Denitrifizierer. Alle Ansatze, die nach sechs
Wochen eine Gasblase in den ProbengefaRen aufwiesen, wurden als positiv fur die Detektion
von Denitrifizierern gewertet. Bum (1999) zeigte, dald in der Gasblase hohe Konzentrationen
an NO enthalten waren, welches eines der charakteristischen Produkte der Denitrifikation
darstellt.

2.6.1.3 MPN-M ethode zur Bestimmung autotropher Ammoniumoxidierer

Zur Untersuchung_ chemolithoautotrophem#oniumxidierer [CAO] wurde folgendes
Minimalmedium eingesetzt:

Zusammensetzung des CAO-Mediums
(verandert nachAPeN et al., 1991):

0,5 g NHCI

0,2 g KHPO,

0,04 g MgSQ@x 7 H,O

0,002 g CaGlx 2 H,O

0,01 g FeSQ

0,01 g EDTA-Dinatriumsalz

H,0O ad 1000 ml

pH 7,4 [eingestellt mit 5 %iger NaGQ.6sung]

Alle Ansatze wurden nach Beimpfung fur neun Wochen bei 28 °C im Dunkeln inkubiert.
Unter diesen Bedingungen waren nur chemolithoautotrophe Bakterien wachstumsfahig, da
nur diese fahig sind, durch Oxidation von Ammonium zu Nitrit Energie zu gewinnen. Um
eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten, wurden alle Nahrmedienrohrchen
wochentlich aufgeschittelt. Alle Anséatze wurden nach Ende der Inkubationszeit mittels Nitrit-
Nitrat-Teststdbchen  (Roth, Karlsruhe) auf  Nitritbildung  untersucht.  Alle
Nahrmediumréhrchen, in denen Nitrit nachgewiesen wurde, wurden als positiv gewertet.

2.6.1.4 MPN-Methode zur Bestimmung autotropher Nitritoxidierer

Die Quantifizierung _chemolithoautotropher ititoxidierer [CNO] erfolgte analog zur
Bestimmung chemolithoautotropher Ammoniumoxidierer (2.6.1.3). Es wurde jedoch ein
CNO-Minimalmedium eingesetzt, welches sich vom CAO-Medium im pH-Wert sowie in der
Verwendung von Natriumnitrit an Stelle von Ammoniumchlorid als Elektronenendakzeptor
unterscheidet.

Zusammensetzung des CNO-Mediums
(verandert nachA®EN et al., 1991):

0,5 g NaNQ

0,2 g KHPOy

0,04 g MgSQ@x 7 H,0

0,002 g CaGIx 2 H,O

0,01 g FeSQ

0,01 g EDTA-Dinatriumsalz

H,O ad 1000 ml

pH 7 [eingestellt mit 5 %iger NaGe.6sung]
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Zum Nachweis von Nitritoxidierern wurden 20 pl der zu untersuchenden Kultur mit 1 pl
10 %iger Amidoschwefelsaure gemischt, um Nitritionen abzufangen, welche den
Nitratnachweis storen. Anschlie3end wurden die Kulturen mittels Nitrit-Nitrat-Teststabchen
(Roth, Karlsruhe) untersucht. Alle Nahrmediumrdhrchen, in denen Nitrat nachweisbar war,
wurden als positiv gewertet.

2.6.1.5 Reproduzierbarkeit der Most Probable Number-M ethodik

Das erwahnte Beispiel zur Berechnung der héchst wahrscheinlichsten Zellzahl (2.6.1) zeigte
eine groRe Spannweite zwischen unterer [192 Zelleif] rind oberer Grenze des
Konfidenzintervalls [4207 Zellen m] auf Basis des 95 % Vertrauensbereichs. Daher wurden
weitere Versuche zur Reproduzierbarkeit der Methode durchgefuhrt. Hierzu wurde dieselbe
Extraktionslosung (3.1) in neun unabhangigen MPN-Anséatzen auf die Gesamtzellzahl
heterotropher Organismen untersucht (2.6.1.1), wobei die Konzentrationsstiféis 100*
untersucht wurden (Tab. 2.2).

Tab. 2.2: Untersuchungen zur Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der MPN-Technik. Dieselbe
Extraktionslosung (3.1) wurde in neun unabhangigen MPN-Anséatzen (n = 9) auf die Gesamtzellzahl
heterotropher Organismen untersucht (2.6.1.1). Je Ansatz wurden die Verdinnungsstuien 119 in drei
Parallelansétzen analysiert. Angegeben sind die hdchst wahrscheinlichsten Zellzahlen, die Grenzen der
Konfidenzintervalle sowie Mittelwert und Standardabweichung.

Hochst untere Grenze des | obere Grenze des
M PN- wahrscheinlichste | Konfidenzintervalls | Konfidenzintervalls
Ansatz | Stichzahl | Zellzahl [Zellen ml™] [Zellen ml™] [Zellen mI™]
1 320 900 192,3 4207,3
2 320 900 192,3 4207,3
3 320 900 192,3 4207,3
4 320 900 192,3 4207,3
5 310 400 85,5 1870,7
6 310 400 85,5 1870,7
7 310 400 85,5 1870,7
8 320 900 192,3 4207,3
9 311 700 149,6 32734
Mittelwert 7111
Standard-
abweichung 242,1
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2.6.2 Ausplattieren

Eine weitere klassische Quantifizierungsmethode der Mikrobiologie ist das Ausplattieren

[ Spatel plattenverfahren (BAsT, 1999)]. Hierbel wird ein Aliquot der zu untersuchenden Probe

auf einer Nahrmedienplatte mit einem Drigalski-Spatel gleichmafdig verteilt, bis die
Flussigkeit vollstandig in das Medium eingezogen ist. Alle Mikroorganismen, die unter
diesen Bedingungen kultivierbar sind, vermehren sich wahrend der Inkubationszeit und bilden
so makroskopisch sichtbare Kolonien. Diese werden anschlielend gezahlt, und unter
Berucksichtigung der eingesetzten Aliquotmenge kann die Lebendzellzahl der untersuchten
Probe als "Kolonien bildende Einheiten” ["colomyrhing wits”, CFU] angegeben werden.

2.6.2.1 Suche eines geeigneten Festmediums zur Quantifizierung epiphytischer
Mikroorganismen

Fur die Kultivierung und Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen wurde zunachst ein
geeignetes Festmedium gesucht. Es wurden 19 unterschiedliche Medien getestet, die in der
Literatur zur Untersuchung epiphytischer Mikroorganismen genutzt wurdevRE&vs et al.,

1987, ATLAS & PARKS, 1993, BRUNEL et al., 1994, BAND-GOYAL & SPOTTS, 1996, ACQUES

et al., 1995, KNKEL et al., 19894, iN et al., 1992, MRRISet al., 1998, BwsHAM et al., 1997,
PopLAWSKY & CHUN, 1998, SARMER et al., 1987, HOMPSON et al., 1993, ©MBOLINI et al.,

1999). So fern nicht anders gekennzeichnet, wurden alle Medien entsprechend darasn A

und PARKS (1993) angegebenen Zusammensetzung eingesetzt. Alle Medien wurden
dampfsterilisiert und anschlie3end in Petrischalen gegossen. Fir eine erste Untersuchung
wurden jeweils 50 pl einer Extraktionslésung, die epiphytische Mikroorganismen von
Blattoberflachen der Stieleiche enthielt (3.1), auf zwei Petrischalen jedes Mediums
ausplattiert. Alle Petrischalen wurden fur zehn Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert, und nach finf, sieben und zehn Tagen wurde die Anzahl von Kolonien bildenden
Einheiten [CFU] bestimmt. Acht der eingesetzten Medien erwiesen sich als ungeeignet, da sie
verglichen mit den elf anderen Medien eine deutlich geringere CFU-Anzahl oder Nachteile in
der Handhabung aufwiesen. Als optimale Anzuchtsbedingung wurde eine Inkubation von
sieben Tagen bei Raumtemperatur ermittelt, die fur alle weiteren Versuche beibehalten wurde.

Die elf verbliebenen Medien wurden fir eine zweite, genauere Untersuchung eingesetzt. Jedes
Medium wurde in vier Parallelen untersucht. Nach Inkubation fur sieben Tage wurde die
Anzahl von Kolonien bildenden Einheiten bestimmt. Beste Ergebnisse [hohe CFU-Zahl, gute
Handhabung und gute Reproduzierbarkeit] wurden mit dem Sojabohnen-Agar erzielt
(Abb. 3.2), der fur alle weiteren Versuche benutzt wurde.
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Auflistung der untersuchten Medien:

Cycloheximid-Agar:
verandert nach A AsundPARKS (1993)
50 g Glukose

15 g Agar-Agar

5 g Pepton aus Casein
4 g Hefeextrakt

0,55 g KHPQO,

0,425 g KClI

0,125 g CaGlx 2 H,O
0,125 g MgS@x 7 H,0
22 mg Bromocresolgrin
2,5 mg Fed

2,5 mg MnSQ

H,0O ad 1000 ml
pH-Wert 5,6

Czapek-Dox-Agar:

nach Merck Eurolab, Darmstadt

48 g Czapek-Dox Agar Fertigmedium
H,O ad 1000 ml

pH-Wert 7,3

Bengalrot-Agar:

verandert nach A.AsundPARKS (1993)
15 g Agar-Agar

10 g Glukose

5 g Pepton aus Sojabohnenmehl

1 g KH,POy

0,59 MgSQ@x 7 H0

0,05 g Bengalrot

H,O ad 1000 ml

pH-Wert 7

Dichloran-Bengalrot-Agar:
verandert nach A.AsundPARKS (1993)
15 g Agar-Agar

10 g Glukose

5 Pepton aus Casein

1 g KH,POy

0,59 MgSQ@Qx 7 O
0,025 g Bengalrot
0,0025 g Dichloran

H,0 ad 1000 ml
pH-Wert 5,6

Dichloran-Glycerin-Agar:
180 g Glycerin

15 g Agar-Agar

10 g Glukose

5 g Pepton aus Casein
1 g KH,POy

0,59 MgSQ@Qx 7 O

2 mg Dichloran

H,0 ad 1000 ml
pH-Wert 5,6

Fleisch-Pepton-Agar:

PAPEN undvoN BERG (1998)
15 g Agar-Agar

5 g Pepton aus Fleisch

3 g Fleischextrakt

H,0O ad 1000 ml

pH-Wert 7

Glukose-Pepton-Agar:

verandert nach A.AsundPARKS (1993)
20 g Pepton aus Casein

15 g Agar-Agar

10 g Glukose

5 g NaCl

H,0O ad 1000 ml

pH-Wert 4,8

Kartoffel-Starke-Agar:

300 g Kartoffeln wurden in 500 ml H,O
fur 30 Minuten gekocht, durch mehrere
Lagen Mull (Hans Hepp Medizintechnik,
Hamburg) gefiltert.

20 g Glukose

15 g Agar-Agar

H,0 ad 1000 ml

pH-Wert 5,6
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LB-Agar:

nach SAMBROOK ET AL. (1989)
15 g Agar-Agar

10 g Pepton aus Casein

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

H,0 ad 1000 ml

pH-Wert 7

Malzextrakt-Agar:

30 g Malzextrakt

15 g Agar-Agar

5 g Pepton aus Casein
H>0 ad 1000 ml
pH-Wert 5,4

MT42-Agar:
(eigene Vorschrift)

15 g Agar-Agar

5 g Glukose

5 g Pepton aus Casein
2 gNaCl

1 g Malzextrakt

1 g Hefeextrakt

1g Fleischextrakt

0,5 g KH,PO,
0,1gMgSO, x 7 H,O
H,0O ad 1000 ml
pH-Wert 7

Néahrstoff-Agar:

15 g Agar-Agar

5 g Pepton aus Casein
5 g NaCl

2 g Hefeextrakt

1 g Fleischextrakt

H,0O ad 1000 ml
pH-Wert 7,4

Sabouraud-Maltose-Agar:

verandert nach A AsundPARKS (1993)
40 g Maltose

15 g Agar-Agar

10 g Pepton aus Casein

H,0 ad 1000 ml

pH-Wert 5,6
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Starke-Casein-Agar:
15 g Agar-Agar

10 g I6sliche Starke
2 g KHPO,

2 g KNG;

2 g NaCl

0,3 g Casein

0,05 g MgSQ@x 7 H,0
0,02 g CaC@

0,01 g FeS®x 7 HO
H,0O ad 1000 ml
pH-Wert 7

Standard I-Agar:

nach Merck Eurolab, Darmstadt
37 g Standard | Agar Fertigmedium
H,O ad 1000 ml

pH-Wert 7,5

Standard Plate Count-Agar
15 g Agar-Agar

5 g Pepton aus Casein

2,5 g Hefeextrakt

1 g Glukose

H,O ad 1000 ml

pH-Wert 7

Sojabohnen-Agar

17 g Pepton aus Casein

15 g Agar-Agar

5 g NaCl

3 g Pepton aus Sojabohnenmehl
2,5 g Glukose

2,5 g KHPO,

pH-Wert 7,3

Verdinnter Sojabohnen-Agar:

15 g Agar-Agar

1,7 g Pepton aus Casein

0,5 g NaCl

0,3 g Pepton aus Sojabohnenmehl
0,25 g Glukose

0,25 g KHPQO,

H,0 ad 1000 ml

pH-Wert 7,3
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Wort-Agar:

15 g Agar-Agar
15 g Malzextrakt
12,75 g Maltose
2,75 g Dextrin
2,35 g Glycerin
1 g K>HPO4

1 g NH,CI

0,78 g Pepton aus Gelatine
H,0O ad 1000 ml
pH-Wert 4,8

2.6.2.2 Verwendung selektiver Hemmstoffe

Durch die Zugabe verschiedener, selektiver Hemmstoffe zu dem verwendeten Sojabohnen-

Agar (2.6.2.1) wurden bestimmte Organismen gezielt in ihrem Wachstum gehemmt. Der
gezielte Einsatz selektiver Hemmstoffe ermdglichte die Kultivierung von unterschiedlichen
Mikroorganismen-Gruppen:

» Heterotrophe Organismen: unveranderter Sojabohnen-Agar zur Quantifizierung der
Gesamtzellzahl heterotropher Organismen.

» Bakterien: Zusatz des Eukaryoten-Hemmstoffs Cycloheximid (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) in einer Endkonzentration von 50 ritgSojabohnen-Agar (IRRIS et
al., 1998). Cycloheximid hemmt diPeptidyltransferase der eukaryotischen 60S-
Ribosomenuntereinheit und blockiert so die Proteinsynthase €8, 1996).

> Pilze: Zusatz einer Antibiotikalésung in einer Endkonzentration von 83 ‘g |
Penicillin G Kaliumsalz (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und 30 mg" |
Streptomycinsulfat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) im Sojabohnen-Agax @t al.,
1992). Penicillin hemmt di®-Alanin-Transpeptidase von Gram-positiven Bakterien,
welche die Quervernetzung des Peptidoglukans bewirkt, und verhindert so die
Zellwandsynthese wachsender BakterieTR{ER, 1996). Im Gegensatz hierzu bindet
Streptomycin an das Protein S12 der 30S-Ribosomenuntereinheit Gram-negativer
Bakterien, wodurch die Initiation der Proteinbiosynthese gestort wird. Zusatzlich kann
Streptomycin eine Fehlablesung der mRNA verursachen, was eine Mil3gestaltung der
synthetisierten Proteine bewirkti(& er, 1996).

» Resistente Organismen: Zugabe von Cycloheximid, Penicillin und Streptomycin in
oben angegebenen Konzentrationen zur Ermittlung der Anzahl resistenter
Mikroorganismen.

Alle selektiven Hemmstoffe wurden dem Medium in Form einer 50-fach konzentrierten,
sterilfiltrierten Stammldsung unmittelbar vor dem GielRen der Agarplatten zugesetzt. Die
Antibiotika-Stammlésungen wurden in Bidest gelost, wéahrend die Cycloheximid-
Stammldsung in Ethanol angesetzt wurde. Die Cycloheximid-Endkonzentration im Medium
von 50 mg T war wasserldslich.
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2.7 Molekular biologische M ethoden zur Unter suchung epiphytischer
Mikroor ganismen

In diesem Kapitel werden algemeine Standardmethoden, wie Polymerasekettenreaktion
["'polymerase chain reaction”, PCR], Transformation und die Sequenzierung von
Genomsegmenten beschrieben. Weiter werden das Prinzip der quantitativen PCR kurz
erlautert und die durchgefiihrten Untersuchungen und Berechnungen zur Bestimmung der
Kopienzahl dargestellt. Die Entwicklung der Abhebetechnik zur DNA-Isolation von
epiphytischen Mikroorganismen sowie der Aufbau von Real Time PCR-Systemen werden im
Ergebnisteil beschrieben (3.3).

2.7.1 Verwendeter Vektor und eingesetzte Bakterienstamme

Fur alle Ligationen von PCR-Segmenten wurde der Vektor pCR2.1-TOPO (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Dieser 3,9 kb groRe Vektor wird vom Hersteller in linearisierter Form
geliefert. An den Vektorenden befindet sich je ein Gberhangendes T [Deoxythymidin] sowie
eine kovalent gebundenBopoisomerase |. Unter Verwendung defag DNA Polymerase
(Invitrogen, Karlsruhe) wurden PCR-Segmente mit an den Enden uberhdngenden A
[Deoxyadenosin] amplifiziert. Beim Zusammentreffen beider Komponenten erfolgt die
Ligation des PCR-Amplifikats in den Vektor.

Der Vektor besitzt einlacZa-Fragment, welches durch die multiple Klonierungsstelle
unterbrochen ist. Religieren beide Vektorenden ohne Einbau des PCR-Inserts, ist das
translatierte Enzym funktionsfahig und kann bei Anwesenheit des Induktors IPTG das
Substrat X-Gal zu dem Produkt 5,5-Dibrom-4,4'-dichlorindigo umsetzen. Dieses Produkt
verursacht eine tief blaue Farbung der entsprechenden Kolonie und kann somit als
Selektionsmarker genutzt werden. Ligiert ein PCR-Amplifikat mit dem Vektor, so wird das
lacZa-Fragment unterbrochen und kein funktionsféhiges Protein translatiert. Diese Kolonien
sind farblos. Des weiteren enthalt der pCR2.1-TOPO-Vektor zwei Resistenzgene gegen die
Antibiotika Ampicillin und Kanamycin. Nach der Transformation des Vektors in kompetente
Bakterienzellen erfolgt mit Hilfe der Antibiotikaresistenzen sowie der Koloniefarbung die
Selektion geeigneter Klone (2.7.6). Fur die Transformationen wurden kompetente Zellen
zweier Bakterienstamme verwendet:

Escherichia coli TG1: Wildtyp-Stamm

Genotyp:supE hsd45 thi A(lac-proAB); F [traD36 proAB lacl® lacZAM15] (SAMBROOK et

al. 1989). BevoE. coli TG1-Zellen zur Transformation eingesetzt werden konnten, war die
Herstellung kompetenter Zellen erforderlich (2.7.5)

Escherichia coli TOP10F’: (Invitrogen, Karlsruhe):

Genotyp: F' [acl® Tn10(Tef?)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139(ara-leu)7697galU galK rpsL (Str) endAl nupG. Dieser Bakterienstamm
wurde vom Hersteller bereits in Form kompetenter Zellen geliefert.
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2.7.2 Sequenzver gleiche und Suchein der Datenbank

Ermittelte Sequenzdaten wurden mit Sequenzen der Datenbanke SRS [Seqeteieval R
System] von EMBL [Hropean_Mblecular Bology Laboratory] und GenBank von NBCI
[National Genter for_Botechnology mformation der USA] verglichen. Hierzu wurden die
Programme Blast 2.2.2 (AscHuL et al., 1997) und Fasta 3.3e(fRSON & LIPMAN, 1988)
eingesetzt. Zum Vergleich mehrerer DNA-Sequenzen untereinander wurde das
Softwareprogramm Clustal W 1.8 herangezogen, wahrend fir die phylogenetischen
Untersuchungen das Softwareprogramm PAUP 3.0 genutzt wurde.

2.7.3 Amplifizierung von DNA-Segmenten mittels Polymer asekettenr eaktion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier Mef3systeme zur Quantifizierung epiphytischer
Mikroorganismen mittels Real Time PCR entwickelt. In den folgenden Kapiteln werden die
verwendeten Methoden, wie Gewinnung geeigneter Template-DNA fur PCR-Ansatze,
Ligation, Transformation und Sequenzierung, beschrieben.

2.7.3.1 Isolierung von DNA zum Einsatz als Template in Polymer asekettenr eaktionen

Fur den Aufbau von Real Time PCR-Systemen zur Quantifizierung von epiphytischen Pilzen
und Bakterien (3.3.6) wurden zunéachst spezifische Sequenzinformationen dieser Organismen
benttigt. Hierzu wurde genomische DNA epiphytischer Mikroorganismen von
Blattoberflachen der Stieleiche isoliert und mittels PCR geeignete Genomsegmente
amplifiziert. Die Isolierung dieser DNA erfolgte auf unterschiedliche Weisen.

Die fur die Amplifizierung von Genomsegmenten phytopathogener P@kaddsporium
spec.,Microsphaera spec. undRamularia spec.] bendétigte DNA wurde nicht mit Hilfe der
Abhebetechnik (3.3.1) gewonnen, da diese Methode zu diesem Zeitpunkt noch im
Entwicklungsstadium war. Statt dessen wurde ein Stick Pilzmycel herbstlicher Eichenblatter
mit einem sterilen Skalpell von der Blattoberflache entfernt und in 200 ul sterilem Wasser
suspendiert. Durch anschlielendes funfminutiges Kochen wurden die Pilzzellen
aufgeschlossen und diese Losung als Ausgangs-DNA fur PCR-Ansétze (2.7.3.2) verwendet.

Zum Zeitpunkt der Entwicklung eines QuantifizierungssystemsEfininia spec war die
Abhebetechnik (3.3.1) einsatzbereit. Diese Technik ermdglichte die Isolierung von PCR-
fahiger DNA epiphytischer Mikroorganismen von Eichenblattern der Freilandbaume (2.2,
2.3.2).

Zur Quantifizierung von Eubakterien wurde ein bereits etabliertes Real Time PCR-System
(BAcH et al., 2002) angewandt. Die fur die Kalibrierung dieses Systems benétigte Standard-
DNA wurde ausEscherichia coli TG1 (2.7.1) gewonnen. Hierzu wurde 1 ml einer in LB-
Medium (2.1.2) frisch gewachsenen Ubernachtkultur&oroli TG1 zum ZellaufschluB finf
Minuten in kochendem Wasser inkubiert und anschlieRend 1:1000 mit sterilem Wasser
verdinnt. Diese L6sung wurde als Ausgangs-DNA fir Polymerasekettenreaktionen
eingesetzt.
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2.7.3.2 Optimierung der PCR-Bedingungen zur Amplifizierung von DNA-Segmenten
ver schiedener Mikroorganismen

Die Auswahl geeigneter Oligonukleotide fur eine Amplifizierung der gewtnschten DNA-
Segmente wird im Ergebnisteil (3.3.4) beschrieben. Mit Hilfe dieser Primer (Tab. 3.1) und der
isolierten DNA epiphytischer Mikroorganismen (2.7.3.1) wurden die PCR-Bedingungen der
verschiedenen Ansatze optimiert. Alle hierfir benétigten Reagenzien wurden von Invitrogen
(Karlsruhe) bezogen. Ausgangspunkt fur alle Amplifizierungsversuche war folgender
Standard-PCR-Ansatz:

Komponenteund Konzentration  Eingesetztes Endkonzentration im

der Stamml6ésung: Volumen: 50 ul PCR-Ansatz:
PCR-Puffer [10 x] 5 ul 1x

MgCl; [50 mM] 2 ul 2mM

dNTP-Mix [je 10 mM] 1ul je 0,2 mM
DNA-Template [unbekannt] 1l unbekannt
Detergenz W-1 [1 %] optional 1ul 0,02 %

Forward Primer [100 uM] 1l 2 UM

Reverse Primer [100 pM] 1pl 2 UM

H.O ad 50 pl

Taq DNA Polymerase [1 U ul’] 1 ul 0,02 U ut

Alle PCR-Anséatze wurden in einem TRIO Thermoblock (Biometra, Gottingen) inkubiert. Die
verwendeteTag DNA Polymerase wurde erst nach einer zehnminutigen Denaturierung des
PCR-Ansatzes zugegeben [s.u.]. Fur alle Ansatze wurde mit Ausnahme der Annealing-
Temperatur und der Polymerisationszeit immer das gleiche Temperaturprogramm genutzt:

1. Schritt: einmaliges Denaturieren 10 Minuten bei 95 °C
2. Schritt: Zugab&aq DNA Polymerase 10 Minuten bei 85 °C
3. Schritt: Denaturieren 30 Sekunden bei 94 °C
36 ma[ 4. Schritt: Annealing 30 Sekunden bei 48 — 66 °C
5. Schritt: Polymerisation 30 — 60 Sekunden bei 72 °C
6. Schritt: Ende bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C

Von diesen Bedingungen ausgehend wurden durch Variation der Magnesiumkonzentration,
der Annealing-Temperatur und durch An- oder Abwesenheit eines Detergenz [W-1 %],
welches zur Erhéhung der Thermostabilitat der verwende@NA Polymerase eingesetzt
wurde, die PCR-Bedingungen fur eine bestmogliche Amplifizierung des gewiinschten DNA-
Segments optimiert.

Beste Ergebnisse zur Amplifizierung von Genomsegmenten epiphytischer Pilze wurden mit
der Primerkombination "ITS1 for" und "Mic rev" (Tab. 3.1) bei einer Magnesiumchlorid-
konzentration von 2 mM im Ansatz und einer Annealing-Temperatur von 58 °C erreicht. In
diesem Ansatz wurde kein Detergenz verwendet, und die Polymerisationszeit betrug eine
Minute. Geeignete Amplifikate voarwinia spec wurden in PCR-Ansatzen mit den Primern
"Erwin for2" und "Erwin rev2" (Tab. 3.1) unter Verwendung von 2 mM Mg©|,02 %
Detergenz W-1 bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und 30 Sekunden
Polymerisationszeit synthetisiert. Eine optimale Amplifizierung soherichia coli TG1-
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Genomsegmenten wurde bei einer MgCl,-Konzentration von 2 mM, einer Annealing-
Temperatur von 55 °C, einer Minute Polymerisationszeit und Verwendung der Primer
"Ecoli1l6S for" und "Ecolil6S rev" (Tab. 3.1) verwirklicht. Alle genannten Primer (Tab. 3.1)
wurden in einer Endkonzentration von 2 pM eingesetzt. Die Gro3e der amplifizierten
Segmente wurde anschlieRend mittels Gelelektrophorese bestimmt (2.7.13).

2.7.4 Ligation von PCR-Produkten

Zur Sequenzierung von PCR-Produkten wurden die Amplifikate (2.7.3.2) in den Vektor
pCR2.1-TOPO (2.7.1) ligiert. Beim Zusammentreffen des PCR-Amplifikats, welches an
beiden Enden ein Gberhangendes Deoxyadenosin besal3, mit dem Vektor, der an beiden Enden
Uber Gberhangende Deoxythymidine verfugte, wurden beide Komponenten durch die kovalent
gebundendopoisomerase | ligiert (2.7.1). Folgender Ligationsansatz wurde fir alle Versuche
verwendet (alle Reagenzien aus TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen, Karlsruhe):

0,5 — 4 ul PCR-Produkt

1 pl Salzlésung (1,2 M NacCl, 0,06 M Mggl
1 pl pCR2.1-TOPO Vektor

ad 5 ul HO

Nach dem Mischen aller Komponenten und einer Inkubationszeit von 30 Sekunden bis 30
Minuten wurden 2 ul dieses Ansatzes zur Transformation kompetenter Zellen genutzt.

2.7.5 Herstellung kompetenter E. coli TG1-Zellen

Bakterienzellen, die zur Aufnahme externer DNA fahig sind, werden als kompetent
bezeichnet. Zur Herstellung kompetenter Zellen wurde das Hitzeschock-Verfahren nach
SAMBROOK et al.(1989) angewandt. Hierzu wurde 1 ml einer frischen UbernachtkultuEvon

coli TG1 [16 Stunden Inkubation bei 37 °C] in LB-Medium (2.1.2) mit frischem Medium
1:100 verdunnt und erneut fur zwei Stunden in einem Wasserbadschiittler (Julabo SW-20C,
Seelbach) bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation im Eisbad fiur 30
Minuten. Bei allen weiteren Arbeitsschritten wurde auf eine ununterbrochene Kihlung der
Bakterien geachtet. Zur Sedimentation der Zellen wurde fir zehn Minuten bei 8g0@@dx

4 °C zentrifugiert (JA14 Rotor, J2-21 Zentrifuge, Beckman-Coulter, Munchen). Der
Uberstand wurde verworfen und dem Pellet 25 ml eiskalte 50 mM,€Ca8ling zugegeben.
Durch diesen Reinigungsschritt wurden einerseits Mediumreste entfernt, und andererseits
erhohte CaGldie Durchlassigkeit der Zellmembran. Zur erneuten Sedimentation wurde bei
gleichen Bedingungen [s.0.] zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
anschlieend in 1 ml eiskalter 50 mM CaCbsung resuspendiert. Die so gewonnenen
Zellen vonE. coli TG1 waren fur ca. 24 Stunden in der Lage, externe DNA aufzunehmen.
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2.7.6 Transformation von E. coli TG1 und Selektion positiver Klone

Fur Transformationen wurden entweder kompetente ZellerEvoali TOP10F’ (Invitrogen,
Karlsruhe) oder vonE. coli TGl verwendet (2.7.1, 2.7.5). Die Durchfihrung der
Transformation war fir beid&. coli-Stamme &ahnlich: 2 pl des Ligationsansatzes (2.7.4)
wurden mit 50 pl eisgekuhlter, kompeterieicoli TOP10F bzw. 100 pE. coli TG1-Zellen
(2.7.5) vermischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
Hitzeschock-Behandlung fir 30 [fur TOP10F'-Zellen] bzw. 40 Sekunden [fur TG1-Zellen]
bei 42 °C. Hierdurch wurde die Durchlassigkeit der Bakterienzellwand und somit die
Effektivitat der Aufnahme externer DNA erhoht. AnschlieBend wurden 250 pl SOC-Medium
(2.1.2) zu den TOP10F’-Zellen bzw. 1 ml LB-Medium (2.1.2) zu den TG1-Zellen gegeben
und fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert, um im Vektor enthaltene Resistenzgene zu
aktivieren. 50 und 250 pl TOP10F’-Zellen bzw. 200 und 900 pl TG1-Zellen wurden auf je
eine LB-Agarplatte (2.1.2), der 100 pg tmAmpicillin und je 32 pg mt X-Gal und IPTG
zugesetzt waren, ausplattiert. Unter diesen Bedingungen wuchsen nur Zellen, welche durch
die Aufnahme des Vektors ampicillinresistent geworden waren. Nach zwdlf bis 16 Stunden
Inkubation bei 37 °C erschienen blaue und weile Kolonien auf den Agarplatten. Blaue
Kolonien deuteten auf Zellen mit insertlosem Vektor hin, wohingegen weil3e Zellen fir Klone
mit inserttragenden Vektoren sprachen (2.7.1) und weiter untersucht wurden.

2.7.7 Minipraparation von Plasmid-DNA nach Birnboim & Doly

Durch die Transformation (2.7.6) wurden inserttragende Vektoren in E. coli-Zellen
eingebracht. Nach Kultivierung der Bakterien wurden die Plasmide mit eéinem von BIRNBOIM

und DoLy (1979) beschriebenen Verfahren isoliert. Zunéachst wurden Inokula ausgewéahlter
Klone (2.7.6) in Reagenzglaser mit 5 ml LB-Medium (2.1.2) und 25 il Kainamycin
uberfihrt. Nach zwolf bis 16 Stunden Inkubation bei 37 °C in einem Wasserbadschuittler
(Julabo SW-20C, Seelbach) wurden 1,5 ml dieser Kultur durch zweiminitige Zentrifugation
bei 4 °C und 22 000 g (Tischzentrifuge 3K15, Sigma, Laborzentrifugen, Osterode am Harz)
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl BD1-Lésung [S0 mM
Glukose, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 4 mg mlysozym] resuspendiert und fiir

funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl BD2-Lésung [0,2 M
NaOH, 1 % SDS] und funf Minuten Inkubation auf Eis erfolgte ein alkalischer Zellaufschluf3.
Anschlieend wurden 150 pl BD3-Losung [3 M NaC@O, pH 5] zur Neutralisation und

zum Ausfallen von Salzen zugesetzt. Nach Mischen der Losung durch mehrfaches Invertieren
wurde fur funf Minuten auf Eis inkubiert, bevor Zelltrimmer und unl6sliche Bestandteile
durch zehnminiitige Zentrifugation [s.0.] sedimentiert wurden. Der Uberstand wurde in neue
ReaktionsgefalRe mit 500 ul vorgelegter Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Losung (25:24:1,
2.1.2) Uberfuhrt, mehrfach invertiert und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Hierdurch wurden Proteine und SDS aus der wéalrigen Phase entfernt. Zur Phasentrennung
wurde anschlieend fur 15 Minuten zentrifugiert [s.0.]. Die waldrige Phase [Oberphase] wurde
in neue Reaktionsgefalle Uberfuhrt und mit 1 ml reinem Ethanol versetzt, durch Invertieren
gemischt und zur Fallung der Plasmid-DNA zehn Minuten auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurde fir 16 Minuten zentrifugiert [s.0.]. Der Uberstand wurde entfernt und 0,5 ml 70 %iges
Ethanol zum Waschen der sedimentierten DNA zugefugt. Nach Zentrifugation [funf Minuten,
s.0.] wurde der Uberstand entfernt und die Plasmid-DNA durch fiinfminitige Inkubation im
Vakuumexsikkator (Eppendorf Concentrator 5301, Koln) bei 30 °C getrocknet. AbschlieRend
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wurde das DNA-Pellet in 50 ul J resuspendiert und mittels Restriktion und
Agarosegelelektrophorese (2.7.8, 2.7.13) Uberprift, ob das isolierte Plasmid das gewlinschte
Insert enthielt.

2.7.8 Restriktion von Plasmid-DNA

Restriktionsenzyme sind in der Lage, wenige Basen lange DNA-Sequenzen zu erkennen und
dort spezifisch zu schneiden. Bei den hier beschriebenen Ansatzen wurde ausschlie3lich das
RestriktionsenzymEco RI (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. Der verwendete Vektor
pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) enthélt zvizmo RI-Schnittstellen, die jeweils nur
wenige Basen vor und hinter der Insertionsstelle des PCR-Amplifikats liegen. Durch
Verwendung des unten aufgefiihrten Restriktionsansatzes wurde das PCR-Insert um
insgesamt 17 Basen verlangert aus dem Vektor herausgetrennt. Dieser Versuch war eine
wichtige Kontrolle, um zu tberprifen, ob die zuvor isolierte Plasmid-DNA (Kap. 2.7.7) Uber
ein Insert erwarteter Grof3e verfugte.

Restriktionsansatz:

2 ul REakt Il Puffer [1 M NacCl, 0,5 M Tris-HCI pH 8; 0,1 M Mg{|
2 uIRNAse Losung [0,1 pg (1]

1-10 pl Plasmid-DNA-L6sung [ca. 0,3 pgil

1 ulEco RI[10 U piY]

ad 20 ul HO

Obige Komponenten wurden gemischt und fir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz mittels Agarosegelelektrophorese (2.7.13) untersucht.
Ansatze, in denen Banden der gesuchten Groél3e sichtbar waren, wurden sequenziert.

2.7.9 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Bestimmungen von Basensequenzen der untersuchten epiphytischen DNA-Segmente
erfolgte unter Verwendung eines automatischen Sequenziergerats (ABI PRISM™ 310,
Applied Biosystems, Weiterstadt) und dem hierzu passenden Sequenzierungskit (BigDye
Terminator Cycle Sequencing RR Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt). Fir alle
untersuchten Proben wurde folgende Sequenzreaktion angesetzt:

1 pl Plasmid-DNA [ca. 200 - 500 ng]

3,5 pl M13 Forward oder Reverse Primer [5 pg]niinvitrogen, Karlsruhe)
4 ul Terminator-Mix (s.u., Applied Biosystems, Weiterstadt)

ad 20 ul HO
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Alle Reaktionen wurden mit folgendem Temperaturprogramm in einem Thermoblock
(Personal Cycler 3.01, Biometra, Gottingen) durchgefuhrt:

1. Schritt: Einmaliges Denaturieren 1 Minuten bei 96°C

2. Schritt: Denaturieren 30 Sekunden bei 96 °C
25 mal 3. Schritt: Annealing 15 Sekunden bei 50 °C
4. Schritt: Polymerisation 4 Minuten bei 60 °C
5. Schritt: Ende bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C

Bei den hier verwendeten M13 Primern handelt es sich um allgemeine Sequenzierungsprimer,
die komplementar zu Sequenzabschnitten auf dem Vektor pCR2.1-TOPO sind. Die
Primerbindungsstellen sind fur den "M13 (-20) forward Primer" 93 Basen bzw. fur den "M13
reverse Primer" 90 Basenpaare von dem Insertbereich des Vektors entfernt.

Im Gegensatz zur PCR wurde beim Sequenzierungsansatz jeweils nur ein Primer [forward
oder reverse] eingesetzt, so dal3 keine exponentielle Vermehrung, sondern lediglich eine
lineare Vervielfaltigung der Template-DNA erfolgte. Fir jedes zu sequenzierende Plasmid

wurden zwei Sequenzreaktionen angesetzt, einmal unter Verwendung des "M13 forward
Primers" und einmal unter Einsatz des "M13 reverse Primers".

Der in der Sequenzreaktion verwendete Terminator-Mix beinhaltete nach Herstellerangaben
Tris-HCI pH 9, MgC}, Ampli Tag DNA Polymerase, FS mit hitzestabileDiphosphatase,

dNTPs und BigDye markierte_ Dédoxy-Nikleosidtiphosghate [ddNTPs] (Applied
Biosystems, Weiterstadt). Als Markierungen der ddNTPs wurden vier unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe auf Rhodaminbasis verwendet, so dalR jede Base nach Anregung Licht
einer bestimmten Wellenldnge emittierte. Durch die fehlende Hydroxylgruppe an der
3' Position der Didesoxyribose fuhrte der Einbau von ddNTPs zu einem Abbruch der
Polymerisationsreaktion ["Terminator"]. Dadurch entstanden DNA-Segmente
unterschiedlicher GroR3e, die jeweils am Ende eine fluoreszenzmarkierte Base besalien.

Im Anschluld an die Sequenzierungsreaktion wurde eine Ethanolfallung zur Entfernung der
Tag DNA Polymerase und ungebundener Nukleotide durchgefiihrt. Hierzu wurden dem
Sequenzansatz 80 pb®l, 10 pul 3 M NaCHCOO [pH 5] und 250 pl reines Ethanol zugesetzt
und gemischt. Zur Sedimentation der DNA wurde der Ansatz fir 15 Minuten bei 4 °C und
22 000 xg zentrifugiert [Tischzentrifuge 3K15, Sigma, Laborzentrifugen, Osterode am Harz].
Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 250 pl 70 %igem Ethanol
nachgereinigt. Nach erneuter Zentrifugation [5 Min., s.0.] wurde der Uberstand entfernt und
die DNA durch funfminttige Inkubation in einem Rotationsexsikkator (Eppendorf
Concentrator 5301, KoIn) bei 30 °C getrocknet. Das Pellet wurde anschlieRend in 25 pl
Template Suppression Reagent (Applied Biosystems) resuspendiert, durch zweiminitige
Inkubation in kochendem Wasser denaturiert und anschlieRend funf Minuten auf Eis
inkubiert. Die Lésung wurde in spezielle Sequenziergefal3e mit Septen (Applied Biosystems)
uberfihrt und in den Probenaufgeber des Sequenzers gestellt.

Zur Sequenzanalyse wurden die DNA-Proben durch Anlegen einer Spannung von 2 kV fiir 90
Sekunden elektrokinetisch auf eine 61 cm lange Kapillarsaule (Applied Biosystems)
aufgetragen, die auf 50 °C temperiert wurde. Diese war mit einem Spezialpolymer
(Performance Optimized Polymer 6, Applied Biosystems) geflllt, das vor jeder neuen
Probenaufgabe automatisch erneuert wurde. Anschlie3end erfolgte eine gelelektrophoretische
Trennung der unterschiedlich gro3en DNA-Segmente, indem eine Spannung von 12 kV und
ein Strom von 5 pA angelegt wurde. Das eingesetzte System war in der Lage, DNA-
Segmente, deren Gr63e sich lediglich in einer Base unterschied, zu trennen. Nach Anregung
mit einem Laser emittierten die fluoreszenzmarkierten Basen an den Enden der DNA-Strange
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Licht unterschiedlicher Wellenlange, welches detektiert wurde und die Identifizierung der
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffe und somit auch der entsprechenden Basen erméglichte.
Alle untersuchten DNA-Proben wurden stets von beiden Leserichtungen sequenziert, um
durch den Vergleich der komplementaren DNA-Strange Lesefehler zu eliminieren.

Die Steuerung des Sequenziergeréats sowie die Aufnahme der Rohdaten erfolgte anhand des
Softwareprogramms "ABI PRISM™ 310 Collection 1.0.4" (Applied Biosystems). Die
Datenauswertung wurde mit dem Programm "Sequencing Analysis 3.0" (Applied Biosystems)
durchgefuhrt.

2.7.10 Isolierung hochreiner Plasmid-DNA

Fur eine gquantitative Untersuchung von DNA-Segmenten epiphytischer Mikroorganismen
(2.7.11-12) war die mittels Minipraparation von Plasmid-DNA nacknBoim und DoLy

(1979) gewonnene DNA (2.7.7) nicht geeignet, da diese RNA-Verunreinigungen enthielt. Die
Isolation hochreiner, RNA-freier Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung eines
Reinigungskits (Plasmid Mini Purification Kit, Qiagen, Hilden). Hierzu wurde ein Inokulum
der zu untersuchenden Klone in 5 ml LB-Medium (2.1.2) mit 100 iy Ampicillin oder

25 ug mtt Kanamycin fir zwélf bis 16 Stunden bei 37 °C in einem Wasserbadschiittler
(Julabo SW-20C, Seelbach) inkubiert. 1,5 ml dieser Kultur wurden fir zwei Minuten
zentrifugiert [4 °C, 22 000 g, Tischzentrifuge 3K15, Sigma, Laborzentrifugen, Osterode am
Harz]. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300 pl Puffer 1 [50 mM Tris-HCI
pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg riflRNAse A, Qiagen, Hilden] resuspendiert. Nach Zugabe von
300 pl Puffer 2 [200 mM NaOH, 1 % SDS, Qiagen, Hilden] erfolgte ein alkalischer
ZellaufschluR wahrend einer funfminttigen Inkubation bei Raumtemperatur. Die
anschlieBende Zugabe von 300 pl eiskaltem Puffer 3 [3 M KO, pH 5,5, Qiagen,
Hilden] neutralisierte die Losung. Durch Inkubation fur finf Minuten auf Eis wurden Salze
und SDS ausgefallt, danach wurde die Lésung fur zehn Minuten zentrifugiert [s.0.]. Der
Uberstand wurde auf ein Qiagen-tip 20 Saulchen aufgetragen, welches zuvor durch Zugabe
von 1 ml QBT-Puffer [750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15 % Triton X-100, 15 %
Isopropanol, Qiagen, Hilden] equilibriert wurde. Durch die viermalige Zugabe von je 1 ml
QC-Puffer [1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15 % Isopropanol, Qiagen, Hilden] wurden
RNA-Molekuile, Detergenz- und Proteinreste entfernt und die im Saulenpackbett gebundene
Plasmid-DNA gereinigt. Durch Zugabe von 800 pl QF-Puffer [1,25 M NaCl, 50 mM Tris-
HCIl pH 8,5, 15 % Isopropanol, Qiagen, Hilden] wurde die Plasmid-DNA eluiert. Zur
Entfernung von Salzen wurde die DNA geféllt. Hierzu wurden dem Eluat 560 ul Isopropanol
zugegeben und fur 30 Minuten zentrifugiert [s.0.]. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet zweimal durch Zugabe von 1 ml 70 %igem Ethanol nachgereinigt. Anschlie3end wurde
das Pellet fur finf Minuten in einem Rotationsexsikkator (Eppendorf Concentrator 5301,
Kdln) bei Raumtemperatur getrocknet und in 20 pOHesuspendiert. Sofern mittels
gelelektrophoretischer Analyse (2.7.13) keine Anzeichen einer Verunreinigung erkannt
wurden, erfolgte die spektrophotometrische Quantifizierung der DNA-Menge dieser Plasmid-
LOsung.
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2.7.11 Spektralphotometrische Bestimmung der DNA-Menge

Fur die quantitative Bestimmung von epiphytischen Mikroorganismen mittels Real Time PCR
(3.4) war die Kalibrierung dieses Systems mit DNA-L6ésungen bekannter Kopienzahl
unabdingbare Voraussetzung. Hierzu wurde die DNA-Menge der hochreinen
Plasmidisolationen (2.7.10) bestimmt. Ausgehend von dieser Messung wurde die DNA-
Kopienzahl in den Plasmid-Lésungen berechnet.

DNA- und RNA-Molekile kénnen durch UV-Licht der Wellenlange 260 nm angeregt

werden. Diese Eigenschaft kann zur spektralphotometrischen Bestimmung der
Nukleinsauremenge genutzt werden. Eine relative Absorption [oder Optische Dichte] von 1
bei Anregung mit Licht der Wellenlange 260 nm entspricht einer Konzentration an
doppelstrangiger DNA von 50 pg h{SAMBROOK et al., 1989).

Zur Bestimmung der DNA-Menge wurden jeweils 10 pl der gereinigten Plasmid-DNA

(2.7.20) mit 590 pl BO gemischt und 500 pl dieser Losung in eine Quarzglaskuvette

(Suprasil Quarzglas, Hellma, Millheim) gefillt. Die Absorption bei 260 nm wurde an einem

Spektralphotometer (Lambda 2 UV/VIS Spectrometer, Perkin-Elmer, Rodgau-Jigesheim)
gegen HO gemessen. Die verbleibenden 100 pl Lésung wurden als Stammldsung zur
Herstellung von Standardldsungen definierter Kopienzahlen fur die Kalibrierung der Real
Time Systeme verwendet (2.7.12).

2.7.12 Berechnung der Kopienzahl

Fur die Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen mittels Real Time PCR war die
Kalibrierung dieser Systeme mit DNA-L6sungen bekannter Kopienzahlen erforderlich.
Ausgehend von der spektralphotometrisch bestimmten Menge hochreiner Plasmid-DNA
(2.7.11) wurden die Kopienzahlen dieser Proben berechnet, was hier am Beispiel eines Klons
von Erwinia spec. ["Erwin3"] erlautert werden soll.

Durchschnittliches Molekulargewicht von
Desoxy-Nukleosidmonophosphaten (dNMP):
dAMP: 313,2 g mot

dCMP: 289,2 g mél

dGMP: 329,2 g mél

dTMP : 304,2 g mol

dNMP : 308,95 g mol™

Berechnung des Vektormolekulargewichts:

Basenpaare des Vektors pCR2.1-TOPO : 3908
Basenpaare des Inserts "Erwin3" . 262
Basenpaare des Vektors mit Insert 14170
Basenpaare des doppelstrangigen Vektors mit Insert : 8340
Molekulargewicht des doppelstréangigen Vektors

mit Insert : 308,95 g mdk 8340

= 2576 643 g mol™
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Stoffmenge [mol] der Stammiésung von "Erwin3" (2.7.11):
Spektralphotometrische Bestimmung der

DNA-Menge von"Erwin3" (2.7.11) : 1,45 pg i
1 mol doppelstrangiger Vektor mit Insert 12576643 ¢
1 g doppelstrangiger Vektor mit Insert : 3,88102 ol

1,45 pg doppelstrangiger Vektor mit Insert 5,62748 10" mol

Umrechnung Stoffmenge zu Teilchenzahl [ = Kopienzahl]:
1 Mol = 6,023 16’ Teilchen [Avogadro-Konstante]
5,62748 13> mol =3,38943 10™ K opien

Die Stammlésung des Klons "Erwin3" enthalt 1,45 ug DNA, s entspricht ca. 3,3940
Kopien ml*.

In analoger Weise wurden die Kopienzahlen fur alle Ansatze berechnet. Zur Kalibrierung der
verwendeten Real Time Systeme wurden (iblicherweisebk0 16 Kopien pro Ansatz
eingesetzt. Um Fehler durch mdgliche DNA-Abbauprozesse bei wiederholtem Einfrieren und
Auftauen zu vermeiden, wurden alle hergestellten Verdinnungen aliquotiert und nur einmal
aufgetaut.

2.7.13 Agarosegelelektrophorese zur Grol3enbestimmung von DNA-Segmenten

Fur alle durchgefuhrten gelelektrophoretischen Untersuchungen zur Bestimmung der Gréf3e
von DNA-Segmenten wurde ausschlieBlich hochreine Agarose (Invitrogen, Karlsruhe)
eingesetzt. Ublicherweise wurden 1 %ige Agarosegele hergestellt, lediglich zur Untersuchung
sehr kleiner DNA-Stlicke [kleiner als 200 bp] wurden auch 2 %ige Gele verwendet. Die
entsprechenden Agarosemengen wurden jeweils in 80 ml TAE-L6sung (2.1.2) durch Erhitzen
gelést und mit 4 pl einer Ethidiumbromididsung [10 mgjmgemischt. Dieser Farbstoff
interkaliert in doppelstrangige DNA und macht diese bei Anregung mit UV-Licht [312 nm]
sichtbar. Die Losung wurde in 15 x 11 cm grol3e Gelhalter mit wahlweise 14 bzw. 28
Geltaschen gegossen. Zum Ausharten wurde das Agarosegel mindestens 25 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Gelhalter in mit TAE-Puffer (2.1.2)
geflllte Elektrophoresekammern tberfuhrt. Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden mit
1/5 Volumen Bromphenolblau-L6sung [14 mg Bromphenolblau, 10 ml Glycerin, 10 ml TES
(2.1.2)] gemischt und luftblasenfrei in die Geltaschen pipettiert. Zur GroRenbestimmung der
DNA Segmente wurde auf jedem Agarosegel ein 100 bp bzw. 1 kb DNA-GroR3enstandard
(Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen. Die gelelektrophoretische Trennung der DNA-Segmente
erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 120 V (Elektrophoresis Power Supply PS3002,
Invitrogen, Karlsruhe) fir eine Stunde. AnschlieBend wurde das Agarosegel aus der
Elektrophoresekammer genommen, miOHabgewaschen und zur Auswertung mit UV-Licht

der Wellenlange 312 nm angeregt. Unter Verwendung einer Geldokumentationsanlage (Intas,
Gottingen) wurde eine Fotografie des Agarosegels bei UV-Anregung angefertigt.
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2.7.14 Verwendung einesinternen Standards zur Bestimmung von Verlusten und zur
Berechnung von Wiederfindungsraten wahrend der DNA-Isolation von
epiphytischen Mikroorganismen

Sowohl fur den Vergleich unterschiedlicher DNA-Isolationsmethoden als auch fur die
guantitative Bestimmung epiphytischer Mikroorganismen in einer Probe war es essentiell, die
Verluste wahrend der Aufarbeitung zu quantifizieren. Hierzu wurde ein interner Standard
verwendet, der weder in den untersuchten Blattern der Stieleiche noch in den zu
guantifizierenden epiphytischen Mikroorganismen vorkommt. Allen Ansatzen wurden vor
Beginn der Aufarbeitung £Kopien eines Plasmids zugesetzt, welches das Myrcensynthase-
Gen [AJ304839] aus der Steineicl@@guércusilex L.) enthielt (FscHBACH, 2001, FSCHBACH

et al., 2001). Anhand eines entwickelten Real Time PCR-Systems (3.3.6-7) wurde die Anzahl
der enthaltenden Myrcensynthase-Gen-Kopien nach der Aufarbeitung in jedem Ansatz
quantifiziert. Dies ermdglichte nicht nur einen Vergleich der untersuchten
Isolationsmethoden, sondern auch die Berechnung von Wiederfindungsraten, wodurch
Aufarbeitungsverluste bestimmt werden konnten.

Bei den Untersuchungen zur Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen auf
Blattoberflachen der Stieleiche wurden bis zu 72,55 % des eingesetzten Standards
wiedergefunden. Die durchschnittliche Wiederfindungsrate betrug 17,58 %. Proben, deren
Wiederfindungsraten unter 0,02 % lagen, wurden verworfen, da aufgrund der grof3en Verluste
nachfolgende Berechnungen zu ungenau erschienen.

Im folgenden Beispiel wurde die Kopienzahl genomischer rDNA-Segmente von
Microsphaera spec auf einem Eichenblatt bestimmt, welches am 14.08.01 [Julianischer Tag
226; dritte Probennahme] im Freiland geerntet wurde.

Formel zur Berechnung d&/iederfindungsrate [WFR]:

Myrp X Vg X 100 %
WFR = (Gl. 3.1)
Myrs X Vp

Myrp : mittels Real Time PCR gemessene Kopienzahl des Myrcensynthase-Plasmids in

der Probe

Ve  : Gesamtvolumen [ul] der DNA-LOsung nach DNA-Isolation epiphytischer Mikro-
organismen

Myrs : eingesetzte Kopienzahl des Myrcensynthase-Plasmids [bei allen Prépen 10

Vp . eingesetztes Volumen [ul] der DNA-Losung zur Untersuchung der Probe mittels

Real Time PCR [bei allen Proben 5 pl]

1494877 x 140 pl x 100 %
168 x 5 pl

~ 41,86 %
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Die Berechnung der Kopienzahl genomischer DNA von Microsphaera spec. erfolgte nach
folgender Gleichung:

ooy = MIEXVox100%
opienz = . o.
P Vox WrRxBF 32

Mic : gemessene Kopienanzahl der genomischen DNA von Microsphaera spec. in der
Probe

WFR : Wiederfindungsrate [ %]

BF : Blattflache [nf] des Eichenblatts, von dessen Oberfliche DNA epiphytischer
Mikroorganismen isoliert wurde.

Fur obiges Beispiel ergab sich:

1469680 Kopien x 140 pl x 100 %
5 ul x 41,86 % x 0,0019644n

= 5,01 18°Kopien m?

2.7.15 Vergleich unterschiedlicher Methoden der DNA-I solation epiphytischer
Mikroorganismen

Es wurden drei Methoden zur Isolation von DNA epiphytischer Mikroorganismen verglichen.

Ausgangspunkt aller Untersuchungen war die mittels Abhebetechnik (3.3.1) gewonnene
epikutikulare Wachsschicht, welche epiphytische Mikroorganismen enthielt. Um Verluste

wahrend der Aufarbeitung quantifizieren zu kénnen, wurde allen Ansatzen ein interner
Standard [Myrcensynthase-Gen] zugesetzt (2.7.14).

Je nach Blattflache variierte die Menge des gefrorenen Wassers, welches nach dem
Festfrieren und Abheben der Blatter zur quantitativen Erfassung der Wachsschicht in die
ZentrifugengefalRe dberfihrt wurde (3.3.1). Daher wurden in den anschlieBenden

Methodenbeschreibungen zur DNA-Isolation keine absoluten, sondern nur relative

Volumenangaben angegeben. Da die Blatter in reinem Wasser [1 g =1 ml] festgefroren
wurden, erfolgte die Volumenbestimmung jeder Probe durch Wiegen der Zentrifugengefale
vor und nach Einftillen der zerkleinerten Eisstlicke.

2.7.15.1 DNA-Isolation nach einer veranderten Minipraparations-Vorschrift von
Birnboim & Doly

Diese Methode zur DNA-Isolation aus epiphytischen Mikroorganismen baute auf der bereits
beschriebenen Minipraparation von Plasmid-DNA (2.7.7) naeh#®im und DoLy (1979)
auf.

Nach Ablosung der epikutikularen Wachsschicht mittels Abhebetechnik (3.3.1) und
Uberfihrung in ZentrifugengefaBe [50 ml ZentrifugengefalBe aus Polyallomer mit
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Schraubverschlu3, Beckman-Coulter, Minchen] wurde die gefrorene Untersuchungslésung
bei Raumtemperatur unter mehrmaligem Invertieren aufgetaut. Es wurde 1/50 Volumenanteil
eines Tris-EDTA Puffers [1,25 M Tris-HCI pH 8; 0,5 M EDTA] zur Stabilisierung der DNA
und 1/14 Volumenanteil einer 10 %igen SDS-LAsung zugegeben. SDS bewirkte die Zellyse
und fuhrte zur teilweisen Auflésung der Wachsschicht. Zum alkalischen Zellaufschlu? wurde
1/77 Volumenanteil einer 10 M NaOH-LOsung zugefigt und nach wiederholtem Invertieren
far finf Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 1/2 Volumenanteil 3 M NEOKD-
Losung [pH 5] zugesetzt und nach grindlichem Mischen fir weitere 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde eine Tribung der Losung durch ausfallende Salze
beobachtet. Durch 25 Minuten Zentrifugation [JA20 Rotor, J2-21 Zentrifuge, Beckman-
Coulter, Minchen] bei 25 000¢g und 0 °C wurden Zelltrimmer sowie ausgefallene oder
unlésliche Bestandteile sedimentiert und der Uberstand in neue ZentrifugengefaRe [s.o.]
Uberfuhrt. Zur Proteinfallung und Beseitigung von SDS-Resten wurde der Lésung ein gleicher
Volumenanteil einer Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol Losung [25:24:1] (2.1.2) zugegeben
und fir zehn Minuten bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Invertieren inkubiert. Zur
Phasentrennung wurde fir 15 Minuten bei 25 0@pund O °C zentrifugiert. Die obere,
walRrige Phase wurde entnommen und in neuen Zentrifugengeféal3en [s.0.] mit dem zweifachen
Volumen Ethanol zur DNA-Fallung versetzt. Die Losung wurde nach zehnminutiger
Inkubation auf Eis fir 25 Minuten zentrifugiert [s.0.]. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet in 2 ml 70 %igem Ethanol nachgereinigt. Nach erneuter Zentrifugation fiir zehn
Minuten [s.0.] wurde der Uberstand entfernt und das Pellet zehn Minuten an der Luft
getrocknet, um Ethanolreste zu entfernen. AnschlieBend wurde die DNA in 15@0ul H
resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? Uberfuhrt und bei —20 °C gelagert.

2.7.15.2 DNA-Isolation nach einer verkirzten Minipraparations-Vorschrift von
Birnboim & Doly

Die zweite hier dargestellte Methode zur DNA-Isolation von epiphytischen Mikroorganismen
entspricht dem geschilderten Protokoll zur Minipraparation von DNA (2.7.15.1), jedoch mit
zwei entscheidenden Veranderungen: Zum einen erfolgte nach der Zugabe des Tris-EDTA
Puffers und der SDS-LO6sung ein zweimindtiger Kochschritt fir eine verbesserte Auflésung
der Wachsschicht und einen effektiveren Zellaufschluf3. Zum anderen wurde auf die Phenol-
Chloroform-Extraktion verzichtet, da nur mit geringen Proteinkonzentrationen in der zu
untersuchenden Lésung gerechnet wurde. Abgesehen von diesen beiden Veranderungen
erfolgte die DNA-Isolation analog der beschriebenen Methode (2.7.15.1).

2.7.15.3 DNA-Isolation nach einer Minipraparation fir Gesamt-DNA

Mittels Abhebetechnik (3.3.1) wurde die epikutikulare Wachsschicht inklusive der in ihr
eingeschlossenen epiphytischen Mikroorganismen in Zentrifugengefal3e [50 ml, Polyallomer
mit Schraubverschlul3, Beckman-Coulter, Minchen] Uberfuhrt. Zu der gefrorenen LAsung
wurde 1/9 Volumenanteil einer 10 %igen SDS-LOsung zugegeben, um einerseits einen
ZellaufschlulR und andererseits das Auflosen der Wachsschicht zu erreichen. Zur
Stabilisierung der DNA wahrend der Isolation wurde 1/50 Volumenanteil eines Tris-EDTA
Puffers [1,25 M Tris-HCI pH 8; 0,5 M EDTA] zugegeben. Innerhalb von 15 Minuten wurden
die Zentrifugengefalle in einem Wasserbadschuttler (Julabo SW-20C, Seelbach) von
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Raumtemperatur auf 65 °C aufgeheizt und die zu untersuchende Probe hierdurch aufgetaut.
Anschliel3end wurde die LOsung fur zwei Minuten bei 65 °C inkubiert, um den Grad der
Zellyse zu erhohen. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wurde der Losung ein gleicher
Volumenanteil einer Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol [25:24:1] Losung (2.1.2) zugegeben
und mehrfach invertiert. Wahrend einer Inkubation von zehn Minuten bei Raumtemperatur
erfolgte die Ausfallung von Proteinen und SDS. Anschliel3end wurde zur Phasentrennung fir
15 Minuten bei 18 000 g und 0 °C zentrifugiert [JA20 Rotor, J2-21 Zentrifuge, Beckman-
Coulter, Munchen]. Die Oberphase wurde entnommen und erneut mit dem gleichen Volumen
einer Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol Lésung in einem neuen Zentrifugengefald
vermischt. Nach Inkubation und Zentrifugation [s.0.] wurde die Oberphase in einem neuen
Zentrifugengefal? mit 1/8 Volumenanteil 3 M NagHDO-LOsung [pH 5] sowie der
2,5fachen Menge Ethanol gemischt. Wahrend zehnmindtiger Inkubation auf Eis erfolgte die
Fallung der DNA, welche durch anschlieBende Zentrifugation fur 25 Minuten bei 0 °C und
18 000 xg [s.0.] sedimentiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet in
400 pl HO resuspendiert. Die Losung wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfahrt und mit
1 ml Ethanol sowie 45 ul 3 M NaGHOO-LAsung vermischt. Es folgte eine erneute DNA-
Fallung wahrend einer zehnminitigen Inkubation auf Eis. Anschlieend wurde die DNA
durch Zentrifugation fur 15 Minuten bei 4 °C und 22 0G9ir einer Tischzentrifuge (Modell
3K15, Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz) sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet durch flinfminitige Inkubation in einem Vakuumexsikkator
(Eppendorf Concentrator 5301, Kdln) bei 30 °C getrocknet. Anschliel3end wurde die DNA in
150 pl HO resuspendiert und bei —20 °C gelagert.

2.7.15.4 Bestimmung von Wiederfindungsraten zum Vergleich unterschiedlicher
Methoden zur DNA-Isolation epiphytischer Mikroor ganismen

Die Bestimmung der Kopienzahl des Myrcensynthase-Gens mittels Real Time PCR (3.3.6-7)
in den isolierten DNA-L6sungen, die mit Hilfe der drei untersuchten Methoden (2.7.15.1-3)
gewonnen worden waren, ergab, dal3 lediglich mit der Methode zur Isolierung von Gesamt-
DNA (2.7.15.3) ein Teil des eingesetzten internen Standards (2.7.14) detektiert wurde. Es
wurde eine Wiederfindungsrate von 5,7 % berechnet (2.7.14). In beiden DNA-
Isolationsmethoden nach abgeanderten Minipraparations-Vorschriften von Birnboim und
Doly (2.7.15.1-2) wurden keine Kopien des Myrcensynthase-Gens wiedergefunden. Fur alle
weiteren Untersuchungen epiphytischer Mikroorganismen wurde daher die DNA nach dem
Protokoll zur Minipréaparation von bakterieller Gesamt-DNA (2.7.15.3) isoliert.

2.7.16 Real Time PCR

Die Real Time PCR, auch guantitative PCR genannt, erlaubt die Bestimmung der Kopienzahl
eines DNA- (oder RNA-) Segments in einer Probe. Voraussetzungen hierfur sind einerseits
die Auswahl spezifischer Oligonukleotide und andererseits die Kalibrierung dieses Systems
mit DNA-L6sungen bekannter Kopienzahl. In diesem Kapitel werden das zugrunde liegende
Prinzip sowie Standardansatze beschrieben, wéhrend die Entwicklung der eingesetzten
Quantifizierungssysteme sowie die damit erzielten Ergebnisse im Ergebnisteil (3.3-4)

beschrieben werden.
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Alle Untersuchungen wurden mit dem Real Time PCR-Geréat "Sequence Detection System
5700" (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefuhrt, welches mit Hilfe des Software-
programms "GeneAmp 5700 SDS 1.3" (Applied Biosystems) gesteuert wurde. Alle
verwendeten Materialien und Losungen [96-well-Platten, Verschlu3kappen, Primer, Sonden,
Tag DNA Polymerase, PCR-Reagenzien] wurden von Applied Biosystems (Weiterstadt)
bezogen. Die eingesetzten TagMan-Sonden enthielten am 5" Ende den Fluoreszenzfarbstoff
FAM [6-Carboxyfluorescein] und am 3' Ende den Quencher TAMRA [6-Carboxytetramethyl-
rhodamin].

Zur Auswahl geeigneter Primer fur die Real Time PCR wurde das Softwareprogramm

"Primer Express 2.0" (Applied Biosystems) eingesetzt, welches aus einer eingegebenen
Basensequenz eine Liste mit moglichen Oligonukleotiden generierte, die den Anforderungen
der Real Time PCR hinsichtlich Schmelzpunkt, Amplikonlange usw. (Tab. 2.3) entsprachen.

Tab. 2.3: Wichtige Parameter zur Auswahl geeigneter Real Time PCR-Oligonuklectide. Dargestellt sind
die wichtigsten Einstellungen des Software Programms " Primer Express 2.0" (Applied Biosystems, Weiterstadt),
nach denen eine gegebene Sequenz hinsichtlich geeigneter Primer und Sonden zur Quantifizierung mittels Real
Time PCR untersucht wird.

Par amter | SollgréRe

Primer

Lange 9 — 40 bp [optimal 20 bp]

Schmelzpunkt 58 — 60 °C

GC-Gehalt 20 -80 %

Nukleotidsequenz maximal 3 G in Folge

TagMan Sonde

Lange 9 — 40 bp [optimal 20 bp]

Schmelzpunkt 68 — 70 °C

GC-Gehalt 20 - 80 %

Nukleotidsequenz maximal 3 G in Folge
kein G am 5' Ende

Amplikon

Lange 50 — 150 bp

Schmelzpunkt maximal 85 °C

Es lassen sich zwei Techniken der Real Time PCR unterscheiden, die im folgenden kurz
erlautert werden.

2.7.16.1 Syber® Green-Methode

Die Syber® Green-Methode baut auf einem herkémmlichen PCR-Ansatz auf, dem ein
Fluoreszenzfarbstoff (Syber® Green, Applied Biosystems, Weiterstadt) zugesetzt ist. Ein
Fluoreszenzsignal ist jedoch nur mefbar, wenn Syber® Green in doppelstrangige DNA
interkaliert, so dal3 die Starke des Fluoreszenzsignals direkt mit der Menge neu synthetisierter
DNA korreliert. Nach jedem PCR-Zyklus wird die Fluoreszenz aller Proben durch eine CCD-
Kamera ["charge-@upled_evice"] gemessen. Durch einen Vergleich mit bei jedem PCR-Lauf
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mitgefuhrten Kontrollen ohne Template-DNA ['no template control] bzw. ohne Primer ["'no
amplification control"] wird ein Schwellenwert ["Threshold"] ermittelt, der Rauschen von
Signal trennt. Die Nummer des PCR-Zyklus', der diesen Schwellenwert erstmals
uberschreitet, wird als ©@Nert bezeichnet (Abb. 2.5). Mit Hilfe von bei jedem PCR-Lauf
mitgefuihrten Standards [Losungen mit bekannter DNA-Kopienzahl] kénnen aus den
gemessenen©Nerten Kopienzahlen berechnet werden.

3
2,5 1
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'”N’
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1]
o Schwelenwert (T hreshold)
0 \ \
5 10 15 20

Nummer des PCR Zyklus

Abb. 2.5: Bestimmung der Ct-Werte einer Real Time PCR. Dargestellt sind die Rohdaten von vier Real

Time PCR-Ansatzen mit unterschiedlichen KopienzahlehKbpien [0 0], 10° Kopien [- — —], 16 Kopien

[-----], 10° Kopien [ --- -]. Durch mitgefilhrte Kontrollen wird ein Schwellenwert [*Threshold"] definiert, der
Rauschen und Signal trennt. DefFWert ["Threshold ®@cle"] ist die Nummer des ersten PCR-Zyklus, der ein
Fluoreszenzsignal aussendet, das grofl3er als der Schwellenwert ist. Je mehr Kopien des zu untersuchenden DNA-
Segments in einer Probe enthalten sind, desto kleiner ist der zugrunde liegéhdet.C

2.7.16.2 TagMan®-Methode

Die TagMan®-Methode benutzt ein &hnliches Prinzip wie die Syber® Green-Methode,
jedoch ist der Fluoreszenzfarbstoff bei diesem Ansatz an eine Sonde gebunden. Diese Sonde
kann als dritter Primer angesehen werden und bindet zwischen dem Forward und Reverse
Primer. Neben der Fluoreszenzmarkierung enthélt die Sonde weiterhin einen Quencher, der
das Aussenden eines Fluoreszenzsignals verhindert, solange Farbstoff und Quencher dicht
beieinander sind (Abb. 2.6). Erst wenn die Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der
verwendetenTag DNA Polymerase zerstort wird und Quencher und Fluoreszenzfarbstoff
raumlich getrennt werden, wird ein Fluoreszenzsignal emittiert, das ebenfalls direkt mit der
Menge neu synthetisierter DNA korreliert. Auch bei dieser Technik wird das Prinziprder C
Werte (2.7.16.1, Abb. 2.5) zur Berechnung der Kopienzahl angewendet.
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F | Fluoreszenzfar bstoff @ Quencher

@ Beginnende Polymerisation: Farbstqff
EO_“Nafd F inaktiv, da an Quencher gebunden
- rimer Sonde
3" o'
5 3
<4+—5
Reverse
Primer
Wahrend Polymerisation Abbau der Sonde durgch
Exonukleaseaktivitat ddfaq DNA Polymerase
5 - \‘1
3 5'
5' 3
< 5'
Fluoreszenzsignal durch aktiven Farbsto~\‘f
=~ /N
5' » 3'
3 5'
5' 3
3'«¢ 5'

Abb. 2.6:. Prinzip der Real Time PCR mittels TagMan®-Methode. Schematisch dargestellt ist die
Funktionsweise der Real Time-Quantifizierung mittels TagMan®-Methode. Durch die Exonukleaseaktivitéat der
verwendeteTag DNA Polymerase wird die eingesetzte Sonde wahrend der Amplifizierung abgebaut. Durch die
Trennung von Fluoreszenzfarbstoff und Quencher kommt es zur Aussendung eines Fluoreszenzsignals. Die
Starke dieses Signals ist korreliert mit der Anzahl amplifizierter DNA-Segmente und ermdglicht die
Bestimmung der vorhandenen Kopienzahl.

42



Material und Methoden

2.7.16.3 Optimierung der Bedingungen fir Real Time PCR-Untersuchungen

Fur alle Real Time PCR-Ansatze wurden ein universelles PCR-Programm genutzt, das
folgende Schritte umfal3te:

1. Schritt: Initilerung 2 Minuten bei 50 °C

2. Schritt: Aktivierung der Ampliag 10 Minuten bei 95 °C
GoldPolymerase

3. Schritt: Denaturierung 15 Sekunden bei 95 °C

45 maI|: 4. Schritt: Annealing/Polymerisation eine Minute bei 60 °C

Alle Real Time PCR-Untersuchungen wurden in Dreifachansatzen in 96-well Platten
(Applied Biosystems, Weiterstadt) in je 25 pl Volumen durchgefihrt. Fir jeden PCR-Lauf
wurden eine neue Kalibrationsgerade aus mindestens drei verschiedenen Konzentrationen des
entsprechenden Plasmids erstellt sowie zwei Kontrollen angesetzt. Die "no template control"
enthielt keine DNA, wahrend die "no amplification control” weder Primer noch Sonde
enthielt. Anhand dieser beiden Kontrollen wurden unspezifische Signale erkannt, die fur die
Festsetzung des Schwellenwertes ["Threshold"], der Rauschen von Signal trennt, bedeutend
waren. In allen untersuchten Real Time-Systemen [Syber® Green und TagMan®] wurden
Primer-Konzentrationen von 50, 300 und 900 nM in allen Kombinationsmdglichkeiten
eingesetzt. HoOhere Primer-Konzentrationen erlaubten in der Regel effektivere
Amplifizierungen, jedoch stieg gleichzeitig die Menge unspezifisch amplifizierter DNA-
Segmente. Beste Ergebnisse wurden mit Primer-Konzentrationen von 300 nM erreicht, so dal3
diese Menge in allen folgenden Versuchen beibehalten wurde.

In Real Time-Systemen zur Quantifizierung von GenomkopienEvaimia-Gruppen mittels
TagMan®-Methodik (2.7.16.2) wurden Sonden-Konzentrationen von 50, 125 und 250 nM
eingesetzt. Ubereinstimmend wurden in samtlichen Ansatzen beste Ergebnisse mit einer
Sonden-Konzentration von 125 nM erzielt, welche fiur alle weiteren Untersuchungen
verwendet wurde. Die Konzentrationen aller weiteren Komponenten wurden gemaf der vom
Hersteller (Applied Biosystems, Weiterstadt) vorgeschlagenen Zusammensetzung des
TagMan® PCR Master Mix eingesetzt. Ein kompletter Real Time PCR-Ansatz, welcher aus
den verschiedenen Bestandteilen des TagMan® PCR Core Reagent Kit (Applied Biosystems,
Weiterstadt) zusammen pipettiert wurde, enthielt 3,5 mM MgClx TagMan® Puffer,

0,025 U uttAmpliTag® Gold DNA Polymerase, sowie jeweils 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP

und dUTP [abweichend von Angaben des Herstellers, der 0,4mM dUTP empfiehlt].
Zusatzlich wurden je Ansatz 5 pl DNA eingesetzt und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 25 ul aufgefillt. Lediglich das vonaBH ET AL. (2002) entwickelte TagMan® System

zur Quantifizierung von Eubakterien wurde nach Angaben der Autoren unter Verwendung
von 4,5 mM MgC}, einer Primerkonzentration von 200 nM und einer Sondenkonzentration
von 150 nM eingesetzt. Alle anderen Angaben deckten sich mit deB&rWinia spec
verwendeten Konzentrationen im TagMan®-Ansatz [s.0.].

Fur Real Time PCR-Untersuchungen auf Basis der Syber® Green-Methode (2.7.16.1) wurde
ein zweifach konzentrierter Syber® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Weiterstadt) eingesetzt. Je Ansatz wurden 12,5 pl Master Mix verwendet und nach Zugabe
von 0,3 pM Primern und 5 pl DNA mitJ® auf 25 pl aufgefillt. Soweit bekannt, enthielt
dieser Ansatz die gleichen Komponenten und Konzentrationen wie der TagMan® PCR
Master Mix.
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Nach Beendigung der PCR-Laufe wurde in Syber® Green-Ansatzen eine

Schmelzpunktanalyse der amplifizierten DNA-Segmente durchgefiihrt. Diese ermoglichte

Uber einen Vergleich mit den Schmelzpunkten der Standard-DNA eine Unterscheidung
zwischen spezifischer und unspezifischer Amplifizierung. Alle PCR-Ansatze, bei denen keine
klare Aussage Uber die Spezifitat getroffen werden konnte, wurden auf ein 2 %iges
Agarosegel aufgetragen und nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter UV-Anregung
betrachtet. Anhand der BandengroRe wurde zwischen spezifischen und unspezifischen
Amplifizierungen unterschieden.

2.8 Flachenbestimmung und mikroskopische Untersuchung von Blattern

2.8.1 Bestimmung der Blattflachen

Alle mittels mikrobiologischer (3.1) oder molekularbiologischer (3.3) Methoden ermittelten

Zell- bzw. Kopienzahlen wurden auf Blattflachen bezogen. Die untersuchten Eichenblatter

wurden auf einem Flachbildscanner (Scan Jet 4 C, Hewlett Packard, Boblingen) als ,scharfes
schwarz-weild Foto“ eingescannt. Aus den entsprechenden tif-Dateien wurden mittels des
Softwareprogramms LSM Image Examiner 2.30.011 (Carl Zeiss, Jena) die Blattflachen

bestimmt. Zur Umrechnung der programminternen Grof3enskala in Quadratzentimeter wurde
eine Kalibrierung mit mehreren Papierquadraten definierter Grol3e unter den gleichen

Bedingungen durchgefuhrt.

2.8.2 Untersuchungen von Blattoberflachen mittels konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie

Bel der Entwicklung geeigneter Methoden zur Untersuchung von mikrobiellen Blattepi phyten

war die Effektivitdt und Reproduzierbarkeit der Ablésung von Mikroorganismen von der
Blattoberflache bedeutend. Daher wurde die Oberseite von Stieleichenbl&iesnmtué

robur L.) mikroskopisch auf mikrobielle Besiedlung untersucht. Zum einen wurden
unbehandelte Blatter von Freilandbaumen (2.2.1, 2.3.2) analysiert, um den Grad der
natirlichen Besiedlung zu erfassen, und zum anderen wurden Blatter, die mittels der
entwickelten Ablésemethoden (Extraktionsmethode und Abhebetechnik, 3.1.1, 3.3.1)
behandelt wurden, mikroskopiert. Hierbei stand die Abschéatzung von GroéRenordnungen der
mit beiden Methoden abldsbaren epiphytischen Mikroorganismen im Vordergrund.

Die zu untersuchenden Blatter wurden fir zehn Minuten im Dunkeln in einer DAPI-Losung
der Konzentration 1 pg mlinkubiert. Nach Waschen in-B zur Entfernung von nicht
gebundenem DAPI wurden die gefarbten Blattstiicke mikroskopiert. Der Fluoreszenzfarbstoff
DAPI interkaliert in die DNA epiphytischer Mikroorganismen und kann durch Licht der
Wellenlange 364 nm angeregt werden. Nach Anregung emittiert der Fluoreszenzfarbstoff
Licht der Wellenlangen groBer 470 nm und ermdglicht so die Detektion von
Mikroorganismen (BsT, 1999).

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (LSM 510, Carl Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Die Steuerung des Mikroskops und die
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Bildbearbeitung erfolgten mit dem Software-Programm LSM 510 2.3 (Carl Zeiss, Jena). Fur
die mikroskopischen Aufnahmen wurde Licht der Wellenlange 364 nm eines UV-Lasers
sowie Licht der Wellenlangen 543 nm und 633 nm zweier Helium-Neon-Laser zur Anregung
genutzt. Durch Kombination mehrerer geratespezifischer Filtersets war es mdglich, aus dem
Emissionsspektrum entsprechende Wellenlangenbereiche der Autofluoreszenz von
Chlorophyll sowie der DAPI-Fluoreszenz in zwei verschiedenen Kanélen zu detektieren.
Durch Kombination der Informationen beider Kanale konnte ein mikroskopisches Bild
generiert werden, das Mikroorganismen auf der Blattoberflache zeigt (Abb. 3.6).

2.9 Neutralzucker-Bestimmung und -Reduzierung in Extraktionslésungen

Durch Schitteln von Blattproben in 0,9 %iger NaCl-Lésung wurden epiphytische
Mikroorganismen von der Blattoberflache abgelost und in die Extraktionslosung tberfuhrt
(3.1.1). Diese Losung wurde nun mit mehreren Methoden untersucht, um verschiedene
mikrobielle Gruppen zu quantifizieren. Die Bestimmung autotropher Nitrifizierer erfolgte
mittels MPN-Methoden (2.6.1.3-4) unter Verwendung eines Selektivmediums. Um das
Wachstum heterotropher Organismen zu verhindern, war die Entfernung von Zuckern und
anderer leicht verwertbarer Kohlenstoffquellen erforderlich. Der nachgewiesene
Neutralzuckergehalt der Extraktionsldsung stand der selektiven Anzucht autotropher
Organismen entgegen (2.9.1). Deshalb war es erforderlich, eine geeignete Methode zur
Reduzierung der Neutralzuckergehalte in der Extraktionslésung zu entwickeln (2.9.2).

2.9.1 Spektralphotometrische Untersuchungen der Extraktionslésungen zur
Bestimmung der Neutralzuckerkonzentration

Fur die Bestimmung des Neutralzuckergehaltes der Extraktionslosung wurde einrais D

et al.(1956) entwickeltes spektralphotometrisches Analyseverfahren angewandt. 400 ul der zu
untersuchenden Extraktionslésung wurden mit 10 pl 90 %igem (w/v) Phenol in einem 1,5 ml
ReaktionsgefaR gemischt. Durch die Zugabe von 1 ml konzentried80,Hwurden
vorhandene Zucker hydrolysiert. Nach zehnmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Lésung in eine Halb-Mikro-Klvette (Sarstedt, NUmbrecht) Uberfihrt und die Absorption
bei 490 nm bestimmt. Zur Kalibrierung wurden Glukosekonzentrationen von 5 bis 50 mg |
analog untersucht. Fur die so ermittelte Kalibrationsgerade (Abb. 2.7) wurde ein
Regressionskoeffizient von ’R= 0,993 ermittelt. Alle Untersuchungen wurden in
Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

2.9.2 Auswahl einer geeigneten Methode zur Reduzierung des Neutralzuckergehaltes in
Extraktionslésungen

Zur Untersuchung autotropher Nitrifizierer wurde eine Aufarbeitungsmethode gefordert,
welche I6sliche Zucker aus der Extraktionslosung entfernt, ohne die Zellzahl der vorhandenen
Mikroorganismen zu verandern. Hierzu wurden drei unterschiedliche Techniken — Uberdruck-
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und Vakuumfiltration sowie Zentrifugation — miteinander verglichen. Um einheitliche und
somit vergleichbare Ausgangsbedingungen zu erreichen, wurden diese Versuche nicht mit der
beschriebenen Extraktionsldsung (3.1.1), sondern mit einer Bakteriensuspension bekannter
Zellzahl durchgefuhrt. Zur Herstellung dieser Losung wurden 0,5 ml é&neoli TG1
Ubernachtkultur in LB-Medium (2.7.1, 2.1.2) in 500 ml steriler 0,9 %iger NaCl-Lésung
verdunnt. Fur alle Ansatze wurden Aliquots von 50 ml in drei Parallelen untersucht.

Absor ption [490 nm]
o © 9 © o o 9o o
N w S [§)] [e)] ~ [oe] [{e]
M

o
=
I
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o
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Abb.2.7: Kalibrationsgerade der Neutralzuckerbestimmung nach DuBois et al. (1956). Jeweils 400 pl
Extraktionslosung wurden mit 10 pl 90 %igem Phenol und 1 ml konzentrieg®0,Hversetzt. Nach
zehnminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 490 nm gemessen. Es wurden
Glukosekonzentrationen von 5 bis 50 migdingesetzt. Alle Bestimmungen wurden in drei Parallelansétzen
durchgefiihrt. Es wurde ein Regressionskoeffizient vora &993 bestimmt.

Bei der Uberdruckfiltration wurden 50 ml dieser Lésung in einen Proteinkonzentrator (Stirred
Ultrafiltration Cell 8050, Amicon, Beverly, Massachusetts, USA) geflllt und durch Anlegen
eines Uberdrucks durch einen Cellulosenitrat-Filter (Micron Sept, 0,22 um PorengroRe, 47
mm Durchmesser, Osmonics, Minnetonka, USA) gepret. Der Uberdruck wurde durch
Begasung mit sterilfiltriertem Stickstoff (N5.0, Messer Griesheim, Krefeld) erzeugt. Zum
Nachreinigen der zurlckgehaltenen Bakterien wurden 25 ml Kochsalzlésung in den
Proteinkonzentrator gefillt und mittels Uberdruck durch denselben Cellulosenitrat-Filter
geprel3t. AnschlieBend wurde der Filter unter gleichmaiigem Rihren fir zwei Stunden in
50 ml 0,9 %iger NaCl-Lésung inkubiert, um die Bakterien zu resuspendieren. Jeweils 50 pl
dieser Lésung wurden in Zweifachansatzen zur Bestimmung der Lebendzellzahl auf LB-
Agarplatten ausplattiert. Nach 18 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden Kolonien bildende
Einheiten [CFU] gezahlt.

Bei der Untersuchung mittels Vakuumfiltration wurden analog 50 ml Bakteriensuspension in
ein VakuumfiltrationsgefalR gefillt und die Flissigkeit durch Erzeugung eines Unterdrucks
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durch einen Cellulosenitrat-Filter [s.0.] gesaugt. Anschlie3end wurden 25 ml Kochsalzlésung
zum Nachreinigen des Filterrickstandes vakuumfiltriert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte
wie bei der Uberdruckfiltration [s.0.] beschrieben.

Fur die Zentrifugationsmethode wurden 50 ml Bakteriensuspension in einen
Zentrifugenbecher gefillt und fir zehn Minuten bei 4 °C und 8 09&entrifugiert (JA14

Rotor, J2-21 Zentrifuge, Beckman-Coulter, Miinchen). Nach Entfernung des Uberstandes
wurde das Pellet mit 25 ml Kochsalzldsung nachgereinigt und erneut wie beschrieben
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das Bakteriensediment in 50 ml
Kochsalzlésung resuspendiert und zwei 50 pl Aliquots dieser Losung zur Bestimmung der
Lebendzellzahl ausplattiert.

Zur Berechnung von Wiederfindungsraten war es erforderlich, auch die Lebendzellzahl der
fur alle Ansatze verwendeten Bakteriensuspension zu bestimmen. Daher wurden sechs
Aliquots der Suspension a 50 ul auf LB-Agarplatten ausplattiert und die Anzahl Kolonien
bildender Einheiten bestimmt [s.0.]. Diese Zellzahl wurde als 100 % Wiederfindungsrate
definiert, und die ermittelten CFUs der drei untersuchten Methoden wurden auf diesen Wert
bezogen (Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Wiederfindungsraten von Escherichia coli TG1 in Extraktionslésungen nach unterschiedlichen
Aufarbeitungen zur Reduzierung des Neutralzuckergehaltsd,5 ml einer Ubernachtkultur vda coli TG1 in
LB-Medium (2.7.1, 2.1.2) wurden in 500 ml 0,9 %iger NaCl-Loésung verdinnt. Jeweils 50 ml dieser
Bakteriensuspension wurden mit drei unterschiedlichen Methoden untersucht. Bei Anwendung der Uberdruck-
bzw. Vakuumfiltration wurden die Bakteriensuspensionen mittels Uberdruck bzw. Vakuum durch einen
Cellulosenitrat-Filter [PorengrofRe 0,45 um] filtriert. Zur Nachreinigung wurden die Filter mit 25 ml NaCl-
Lésung filtriert. AnschlieRend wurden die Membranen in 50 ml steriler 0,9 %iger NaCl-Losung fir zwei
Stunden unter Rihren inkubiert, um sedimentierte Bakterien zu resuspendieren. Bei der Zentrifugationsmethode
wurden 50 ml Bakteriensuspension fur zehn Minuten bei 8 0§@entrifugiert, das Bakterienpellet in 25 ml
steriler 0,9 %iger NaCl-Losung nachgereinigt und erneut zehn Minuten zentrifugiert. Anschlie3end wurde das
Bakteriensediment in 50 ml steriler 0,9 %iger NaCl-Losung resuspendiert. In allen Versuchsanséatzen und der
Bakteriensuspension wurde die Lebendzellzahl bestimmt. Hierzu wurden in Doppelbestimmungen 50 pl der
Losung auf LB-Agarplatten ausplattiert und nach 18-stiindiger Inkubation bei 37 °C die Anzahl Kolonien
bildender Einheiten [CFU] bestimmt. Zur Berechnung der Wiederfindungsraten wurden alle Zellzahlen in
Relation zur eingesetzten Bakteriensuspension [entspricht 100 %] gesetzt. Alle Untersuchungen wurden in drei
Parallelen durchgefuhrt.

Ansatz CFU ml™ Wiederfindungsrate [%]
Uberdruckfiltration | (0,17+ 0,09) x 10 22+1,1
Vakuumfiltration | (0,54+ 0,29) x 10 7,0+ 3,8
Zentrifugation (8,00+ 2,38) x 10 103,1+ 30,6
Bakteriensuspension (7,76+ 2,96) x 10 100+ 38,2

Alle drei untersuchten Methoden schienen fir die Entfernung loslicher Zucker aus einer
Losung geeignet, da die Flussigkeitsphase [inklusive geldster Zucker] vollstandig verworfen
wurde, wahrend Mikroorganismen [und andere unl6sliche Substanzen] zuriickgehalten
wurden. Die Wiederfindungsraten der resuspendierten Bakterien unterschieden sich jedoch
stark. Wahrend mittels beider Filtrationsmethoden weniger als 10 % der eingeBetdien

Zellen wiedergefunden wurden [7#03,8 % bei Vakuumfiltration und 2,2 1,1 % mittels
Uberdruckzentrifugation], erlaubte die  Zentrifugationsmethode eine quantitative
Wiederfindung [berechnete Wiederfindungsrate: 1@330,6 %] der eingesetzten Biomasse
(Tab. 2.4). Vor der Untersuchungen autotropher Nitrifizierer wurden daher alle

47



Material und Methoden

Extraktionslosungen mit dieser Zentrifugationsmethode behandelt. Hierdurch wurde die
Neutralzuckerkonzentration in den Extraktionslésungen bis zu einem Faktor 11 verringert
(Tab. 2.5). Die so behandelten Extraktionslésungen wurden anschlieend zur Untersuchung
autotropher Nitrifizierer eingesetzt (2.6.1.3-4).

Tab. 2.5. Spektralphotometrische Neutralzuckerbestimmung in Extraktionsldsungen.Es wurden flnf
Extraktionslosungen von Eichenproben auf den Gehalt an Neutralzuckern vor und nach der Aufarbeitung mit der
Zentrifugationsmethode (2.9.2) untersucht. Nach vorheriger Kalibrierung wurde die Zuckerkonzentration [als
Glukoseadquivalente] der Losung anhand der Absorptionswerte bei Anregung mit Licht der Wellenlange 490 nm
berechnet (2.9.1). Jede Zuckerbestimmung wurde in drei Parallelen durchgefihrt.

Probe Zuckerkonzentration [mg 1]
vor Aufarbeitung | nach Aufarbeitung
Probe A 34,27 £ 0,90 3,10+ 0,19
Probe B 32,22 + 3,08 7,56 + 1,85
Probe C 33,18+ 7,27 7,99 + 3,50
Probe D 20,41 + 0,68 3,89+1,19
Probe E 12,73+ 0,64 348+1,24
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3 Ergebnisse

Zentrales Ziel dieser Arbeit war die Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen auf
Blattoberflachen der Stieleiche, welche unter verschiedenen UV-B Strahlungsniveaus
angezogen wurden. Zur Erfassung von Anderungen im jahreszeitlichen Verlauf war zunachst
die Entwicklung geeigneter Quantifizierungsmethoden erforderlich. Im folgenden werden der
Aufbau einer klassischen Untersuchungsmethode zur Bestimmung der Lebendzellzahl
beschrieben sowie der einer molekularbiologischen Methode, die ohne vorherige Anzucht
eine Quantifizierung von Genomkopien ermdglicht.

3.1 Entwicklung einer Extraktionsmethode zur Ablésung epiphytischer
Mikroorganismen von Blattoberflachen

Die Entwicklung einer Extraktionsmethode zur mikrobiologischen Untersuchung von Pilzen

und Bakterien auf Blattern der Stieleich@uércus robur L.) erforderte eine geeignete
Technik zur Ablésung dieser epiphytischen Mikroorganismen von der Blattoberflache sowie
die Auswahl brauchbarer Nahrmedien.

3.1.1 Auswahl einer geeigneten Ablésemethode fir epiphytische Mikroorganismen zur
Bestimmung der Lebendzellzahl

Ausgangspunkt fur die Entwicklung einer geeigneten Ablosemethode war eine als "leaf
washing" bezeichnete Technik @®RIs et al., 1998, ACQUES & MORRIS, 1995), welche
epiphytische Mikroorganismen durch Schutteln der Blattproben in einer Extraktionslosung
von der Blattoberflache ablost. Zur Optimierung dieser Methode wurden unterschiedliche
Zusammensetzungen bzw. Behandlungen dieser Extraktionslésung untersucht. Hierzu wurden
funf Blattproben, die jeweils aus vier Eichenbléatter von Freilandbaumen des Standorts Tal
(2.3.2) bestanden, in Glasflaschen gegeben und mit 40 ml steriler 0,9 %iger NaCl-Losung
versetzt. Die Proben wurden im Dunkeln auf einem Rotationsschittler (Typ 3020,
Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel) bei 120 Umdrehungen pro Minute auf Eis
geschuttelt. In den ersten 15 Minuten wurden alle finf untersuchten Proben gleich behandelt.
Nach 15 Minuten wurden die unterschiedlichen Behandlungen begonnen. Es wurde
untersucht, wie die Ablésung von Mikroorganismen von Blattoberflachen durch Zugabe eines
Detergenz, durch Zugabe von Ethanol als organisches Ldsungsmittel, sowie durch
Ultraschallbehandlung beeinflul3t wurde: Ansatz 1 wurde das Detergenz Tween® 80 (Roth,
Karlsruhe) zugegeben [Endkonzentration 0,1 %&R(BsoLet al., 1993), Ansatz 2 wurde fur

funf Minuten in einem Ultraschallbad (Sonorex RK100, Bandelin Electronic, Berlin)
inkubiert, wahrend die Anséatze 3 und 4 mit einer Endkonzentration von 5 bzw. 10 % v/v
Ethanol versetzt wurden. Ansatz 5 wurde unbehandelt [d.h. 0,9 %ige NaCl-Lésung]
weitergefihrt. Nach funf, zehn, 15, 20, 30, 45, 60, 120 und 180 Minuten wurden diesen finf
Proben je 100 pl Extraktionslésung steril entnommen und in drei Parallelen jeweils 20 pl auf
LB-Agarplatten ausplattiert. Nach 24-stundiger Inkubation bei 37 °C wurde die Anzahl
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Kolonien bildender Einheiten auf allen Platten bestimmt und die Lebendzellzahl der
Extraktionslosung berechnet. Da aufgrund der natirlichen Variabilitat Zellzahlen auf
Blattoberflachen starken Schwankungen unterliegarL@vsky & CHUN 1998), war eine
Normierung notwendig, um die einzelnen Behandlungsvarianten vergleichen zu kodnnen.
Hierzu wurde die ermittelte Zellzahl nach 15 Minuten fir jeden Ansatz als 100 % definiert
und alle weiteren bestimmten Zellzahlen auf diesen Wert bezogen (Abb. 3.1). Bei
Betrachtung der Blattproben aus Ansatz 2 [Ultraschallbehandlung] war eine dunkle
Verfarbung der Blatter erkennbar, die auf Infiltration des Interzellularraums hindeutete.
AulRerdem wurde eine leichte Grunfarbung der Extraktionslésung beobachtet, welche auf
ausgetretenes Chlorophyll aus zerstorten Pflanzenzellen zuriickzufihren war. Da die zu
entwickelnde Methode nur epiphytische Mikroorganismen, jedoch keine Endophyten, die sich
innerhalb des Blattgewebes befinden, erfassen sollte, war dieser Ansatz ungeeignet.

500

100 % [normiert]

w W A
3 & 8

250 -

Relative Zelzahl [% CFU]

8 & 8

50 1 /)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zeit [Minuten]

Abb. 3.1: Vergleich verschiedener Ablésemethoden zur Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen.
Blattproben, die aus Eichenbléattern von Freilandbdaumen des Standorts Tal stammten (2.2.1, 2.3.2), wurden mit
funf unterschiedlichen Techniken in einer Extraktionslosung auf Eis fur drei Stunden geschittelt. Nach
definierten Zeitabstanden [siehe Text] wurden Aliquots entnommen, um die Zellzahlen als Kolonien bildende
Einheiten zu bestimmen. Zum Vergleich der Proben wurden alle Ansétze in den ersten 15 Minuten gleich
behandelt [0,9 %ige NaCl-Losung] und die ermittelten Zellzahlen nach 15 Minuten als 100 % definiert. Alle
weiteren Zellzahlbestimmungen wurden auf diesen Wert bezogen. AnschlieBend wurden die unterschiedlichen
Behandlungen begonnen: Zugabe von 0,1 % Deterdéhzq % [ ] und 10 % EthanolX], funf Minuten
Ultraschallbehandlung®] sowie unbehandelte 0,9 %ige NaCl-Losumdy Die Zellzahlbestimmung erfolgte in

drei Parallelen durch Ausplattieren von jeweils 20 ul Extraktionslésung auf LB-Agarplatten und Auswertung der
Kolonien bildenden Einheiten nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37 °C.
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In den Anséatzen 3 und 4 wurden nach Ethanolzugabe geringere Zellzahlen als in der
unbehandelten Kochsalz-Variante gefunden. Die eingesetzten Ethanolkonzentrationen [5 bzw.
10 % v/v] hatten toxische Wirkung auf die Mikroorganismen, so dafl} diese beiden
Behandlungen ebenfalls ungeeignet erschienen. Beste Ergebnisse wurden in den Ansétzen 1
[0,1 % Tween® 80 in 0,9 % NaCl] und 5 [0,9 % NacCl] erreicht. Nach einer Inkubationszeit
von drei Stunden wurden in beiden Varianten nahezu gleiche Zellzahlen erreicht. Da der
Einsatz des nicht ionischen Detergenz Tween® 80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat, Roth,
Karlsruhe) keine verbesserte Ablosung von Mikroorganismen von der Blattoberflache
ermdglichte, jedoch eine negative Beeinflussung der Membranstabilitat durch Einlagerung
des Detergenz in das Bilayersystem der Zellmembran nicht ausgeschlossen werden konnte,
wurden fur alle weiteren Versuche Blattproben in einer 0,9 %igen NaCl-Lésung ohne weitere
Zusatze [Ansatz 5] fur drei Stunden auf Eis im Dunkeln bei 120 Umdrehungen pro Minute
geschuttelt.

Die so gewonnene Extraktionsldsung wurde zur Bestimmung von Lebendzellzahlen mittels
Ausplattieren und MPN-Technik untersucht (2.6). Zur Quantifizierung von autotrophen
Nitrifizierern (2.6.1.3-4) war eine vorherige Reduzierung des Neutralzuckergehaltes der
Extraktionslosung erforderlich (2.9.2).

3.1.2 Auswahl eines geeigneten Nahrmediums zur Quantifizierung epiphytischer
Mikroorganismen durch Ausplattieren

Epiphytische Mikroorganismen von Blattern der Stieleiche wurden mit Hilfe der entwickelten
Extraktionsmethode (3.1.1) von der Blattoberflache in eine Extraktionslésung Uberfihrt. Zur
Bestimmung der Lebendzellzahl wurden Aliquots dieser Lésung sowohl mit
unterschiedlichen ~ MPN-Techniken (2.6.1.1-4) als auch durch Ausplattieren
[Spatelplattenverfahren (&1, 1999)] untersucht. Zur Auswahl eines geeigneten
Festmediums fur die Quantifizierung heterotropher Mikroorganismen wurden elf Medien
(2.6.2.1) genauer untersucht. In Vierfachbestimmungen wurden 50 pl derselben
Extraktionslosung (3.1.1) auf N&hrmedienplatten ausgestrichen und Kolonien bildende
Einheiten [CFU] nach einer Inkubationszeit von sieben Tagen bei Raumtemperatur im
Dunkeln ausgezahlt (Abb. 3.2). In diesem Vergleich erwies sich der untersuchte Sojabohnen-
Agar (2.6.2.1) als am besten geeignet, da mit diesem Medium nicht nur reproduzierbar die
hochsten CFU-Werte erreicht wurden, sondern die Nahrmedienplatten auch problemlos in der
Handhabung waren. Der Sojabohnen-Agar wurde fur alle weiteren Versuche unter den
beschriebenen Anzuchtsbedingungen [sieben Tage Inkubationszeit bei Raumtemperatur im
Dunkeln] eingesetzt.
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Abb. 3.2: Vergleich verschiedener Medien zur Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen mittels
Ausplattieren. Jeweils 50 pl einer Extraktionslosung, welche epiphytische Mikroorganismen von
Blattoberflachen der Stieleiche enthielt (3.1.1), wurden in Vierfachbestimmungen auf elf unterschiedliche
Nahrmedien ausplattiert. Nach sieben Tagen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden Kolonien
bildende Einheiten pro Nahrmediumplatte ausgezahlt.

3.2 Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen auf Blattern der
Stieleiche Quercusrobur L.) mittels der gewahlten Extraktionsmethode

Wahrend der Vegetationsperioden 2000 und 2001 wurden an zwei Standorten Blatter von
Stieleichen Quercus robur L.) untersucht, die unterschiedlichen UV-B Strahlungsniveaus
ausgesetzt waren. Durch Verwendung von Folien mit unterschiedlichen Durchlassigkeiten fur
UV-B Strahlung (2.3.3) wurden am Standort Berg (2.3.1) sowie am Standort Tal (2.3.2)
Eichen in je einer Pflanzenanzuchtskammer mit und einer ohne UV-B Strahlung angezogen.
Zusatzlich wurden am Standort Tal Pflanzen im Freiland untersucht, was am Standort Berg
aufgrund der klimatischen Bedingungen nicht méglich war (2.3.1). Die in der vorliegenden
Arbeit entwickelte Methode zur Ablésung epiphytischer Mikroorganismen von
Blattoberflachen ermoglichte die Anzucht und anschlieende Bestimmung der
Lebendzellzahlen unterschiedlicher Mikroorganismengruppen (Abb. 3.3). Durch Einsatz
unterschiedlicher Selektivmedien und Techniken (2.6.1.1-4, 2.6.2., 3.1.2) wurden die
Gesamtzellzahl heterotropher Organismen sowie die Anteile an Bakterien, Pilzen,
denitrifizierender und heterotroph nitrifizierender Organismen in der gewonnenen
Extraktionslosung (3.1.1) bestimmt. Zur Untersuchung autotropher Nitrifizierer war eine
vorherige Aufarbeitung der Extraktionsldsung mittels einer Zentrifugationsmethode nétig, um
storende Neutralzucker zu entfernen (2.9.2).
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung der entwickelten Extraktionsmethode zur Untersuchung
epiphytischer Mikroorganismen auf Blattoberflachen. Blatter von Stieleichen, welche unterschiedlichen
UV-B Strahlungsexpositionen ausgesetzt waren (2.3-4), wurden in einer 0,9 %igen NaCl-Losung geschiittelt,
wodurch epiphytische Mikroorganismen von der Blattoberflache abgeldst wurden (3.1.1). Zur Bestimmung der
Gesamtzellzahl heterotropher Organismen sowie der Anteile an Pilzen, Bakterien, Denitrifizierern und
heterotrophen Nitrifizierern wurde diese Extraktionslésung ohne weitere Aufarbeitung eingesetzt (2.6.1.1-2,
2.6.2, 3.1.2). Autotrophe Nitrifizierer (2.6.1.3-4) wurden nach Entfernung ldslicher Neutralzucker durch
Zentrifugation der Extraktionslésung (2.9.2) quantifiziert.

3.2.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl heter otropher Mikroorganismen und
heterotropher Nitrifizierer mittels M PN-T echnik

Die Quantifizierung der Gesamtzellzahl heterotropher Mikroorganismen sowie die
Bestimmung des Anteils heterotropher Nitrifizierer erfolgten gleichzeitig im selben MPN-

Ansatz (2.6.1.1). Heterotrophe Nitrifizierer wurden durchschnittlich nur in jeder finften
untersuchten Probe nachgewiesen, wahrend eine Bestimmung der Gesamtzellzahl
heterotropher Organismen in nahezu allen Proben méglich war.
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Zellzahl [MPN m Blattflache]

Abb. 3.4: [Legende siehe nachste Seite]
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Abb. 3.4: Bestimmung der Gesamtzellzahl heterotropher Mikroorganismen, heterotropher Nitrifizierer

und Denitrifizierer auf Blattoberflachen von Stieleichen Quercusrobur L.) mittels MPN-Technik. Blatter

von Eichen, welche bei unterschiedlichen UV-B Strahlungsniveaus angezogen wurden (2.3-4), wurden in den
Jahren 2000 und 2001 auf epiphytische Mikroorganismen untersucht. Mit Hilfe einer entwickelten
Extraktionsmethode (3.1.1) wurden Mikroorganismen von Blattoberflachen abgelést und mittels zweier MPN-
Methoden (2.6.1.1-2) die Gesamtzellzahl heterotropher Organismgrsqwie die Mengen heterotropher
Nitrifizierer [A] und Denitrifizierer [(] bestimmt. Alle Bestimmungen wurden in vier Parallelen zu finf
unterschiedlichen Zeitpunkten [P1 — P5] in beiden Vegetationsperioden durchgefuihrt. Zusatzlich wurde vor
Beginn der unterschiedlichen Behandlungen eine Nullprobe [PO] aus der Gesamtheit aller Versuchspflanzen
gezogen, um einen Ausgangswert der Zellzahl epiphytischer Mikroorganismen auf den untersuchten Pflanzen zu
bestimmen.

Vor Versuchsbeginn [Nullprobe, Julianischer Tag 157] wurden in der Vegetationsperiode

2000 auf Eichenblattern Gesamtzellzahlen heterotropher Organismen in einer Gré3enordnung
von 10 bis 10 Zellen n¥® Blattflache ermittelt (Abb. 3.4). Die Pflanzen wurden anschlieRend
auf unterschiedliche Standorte mit verschiedenen UV-B Strahlungsintensitaten aufgeteilt
(2.3-4). Am Standort Berg reduzierten sich die Organismenzahlen bereits bis zur nachsten
Probennahme [P1, Julianischer Tag 186] adfti® 13 Zellen m? Blattflache. Im weiteren
Verlauf der Vegetationsperiode wurden gleich bleibende Zellzahlen dieser GrofRenordnung
bestimmt, welche zwischen minimal 4,2 x*1hd maximal 9,4 x 10Zellen m? Blattflache
schwankten. Im Gegensatz hierzu zeigten die ermittelten Zellzahlen epiphytischer
Mikroorganismen von Pflanzen aus den Tal-Standorten im Verlauf der Vegetationsphase
einen Anstieg der Gesamtzellzahl heterotropher Organismen. Es wurden Werte zwischen
1,1 x 16 und 3,3 x 18 Zellen m? Blattflache ermittelt. Am Ende der Vegetationsperiode [P5,
Julianischer Tag 297] wurden Zellzahlen uni b 1¢, am Freilandstandort sogar bis’10
Zellen m? Blattflache bestimmt (Abb. 3.4).

Zu Beginn der Vegetationsperiode 2001 [Nullprobe, Julianischer Tag 155] wurtlbis 1@
heterotrophe Organismen nBlattflache nachgewiesen (Abb. 3.4). In Extraktionslésungen
von Blattern des Berg-Standorts wurde wahrend der nachsten beiden Probennahmen eine
leichte Reduzierung der Zellzahlen auf ca’ b 10 Zellen m? festgestellt. Im weiteren
Versuchsverlauf erfolgte ein geringer Anstieg der Zelldichten, so dal3 am Versuchsende
nahezu das Ausgangsniveau wieder erreicht wurde. Die Zellzahlen am Standort Berg
schwankten zwischen 6,7 x310nd 6 x 10 Zellen m? Blattflache. Wie im Vorjahr stieg die
Anzahl heterotropher Organismen auf Blattern von Eichen des Tal-Standorts auch wahrend
der Vegetationsperiode 2001 deutlich an. Es wurde eine Variationsbreite der Zellzahlen von
7,1 x 10 bis 7,5 x 18 Zellen m? Blattflache bestimmt, und zu Versuchsende [P5, Julianischer
Tag 289] wurden 10bis 16 Zellen m Blattflache ermittelt.

Der Nachweis heterotropher Nitrifizierer war nicht in allen Proben mdglich, so dal’ keine
statistisch abgesicherte Bewertung der Zellzahlen erfolgen konnte. Bei Pflanzen, die in der
Vegetationsperiode 2000 im Tal ohne UV-B Strahlung kultiviert wurden, waren keine
heterotroph  nitrifizierenden  Mikroorganismen  nachweisbar. Die wahrend der
Vegetationsperiode bestimmten Zellzahlen schwankten zwischen £ xnt03,3 x 10
Nitrifizierern m? Blattflache (Abb. 3.4), wobei in der Mehrzahl der untersuchten Proben 10
bis 10 Nitrifizierer m? Blattflache bestimmt wurden. In beiden untersuchten
Vegetationsperioden waren auf Blattern von Eichen aus den Solardomen am Standort Berg
haufiger heterotrophe Nitrifizierer nachweisbar als auf Blattern von Pflanzen des Tal-
Standorts (Abb. 3.4).
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3.2.2 Quantifizierung von Denitrifizierern mittels M PN-T echnik

Epiphytische Mikroorganismen von Blattoberflachen wurden mit Hilfe der in dieser Arbeit
entwickelten Extraktionsmethode in eine 0,9 %ige NaCl-Lésung tberfuhrt (3.1.1) und diese
mit einer geeigneten MPN-Methode zur Bestimmung denitrifizierender Organismen (2.6.1.2)
untersucht. Da Denitrifizierer nicht auf allen Pflanzen unterschiedlicher Standorte und UV-B
Expositionen nachweisbar waren, wurde die Beschreibung von jahreszeitlichen Verlaufen
erschwert. In der Vegetationsperiode 2000 wurden auf Eichenblattern 9%4is B4 x 18

und im Jahr 2001 8,6 x 16is 7,4 x 18 Denitrifizierer m? Blattflache bestimmt (Abb. 3.4).

Die quantitative Bestimmung der Zellzahlen von Denitrifizierern auf Blattoberflachen ergab —
unabhangig vom Jahr und von der UV-B Strahlungsexposition — in der Mehrzahl der
untersuchten Blatter eine GroRenordnung von Hi® 10 Denitrifizierern n Blattflache,

ohne dafl} genauere Aussagen hinsichtlich einer jahreszeitlichen Entwicklung oder eines UV-B
Einflusses moglich waren.

3.2.3 Quantifizierung autotropher Ammoniak- und Nitritoxidierer mittels M PN-
Technik

Nach Ablésung epiphytischer Mikroorganismen von Blattoberflachen (3.1.1) und Entfernung
l6slicher Zucker aus diesen Extraktionslésungen (2.9.2) wurde die so aufgearbeitete Losung
mittels zweier MPN-Techniken auf Anwesenheit von autotrophen Ammoniak- und
Nitritoxidierern untersucht (2.6.1.3-4).

In der Vegetationsperiode 2000 konnten in keiner Probe autotrophe Ammoniakoxidierer
nachgewiesen werden. Autotrophe Nitritoxidierer wurden vereinzelt nachgewiesen. Um
sicherzustellen, dafl3 die positiven Nitrathachweise auch tatsachlich auf mikrobiologische
Nitratproduktion zurtickzufihren waren, wurden Aliquots dieser Proben in frische
Nahrmediumréhrchen Gberimpft und erneut inkubiert. In diesen Kontrollen wurde in allen
Fallen eindeutig mikrobielle Nitratproduktion nachgewiesen (2.6.1.3-4). Autotrophe
Nitritoxidierer wurden in einer GroRenordnung von® ifis 1d Zellen m? Blattflache
nachgewiesen. Da die untere Nachweisgrenze der eingesetzten Methode BeZelteri 672
Blattflache lag, erschien dieser Ansatz nur bedingt geeignet. Autotrophe Nitritoxidierer
wurden meistens nur in jeweils einer der vier untersuchten Parallelen (2.4) nachgewiesen, so
dafd keine statistische Absicherung der ermittelten Zellzahlen moglich war. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde ausgeschlossen, dal3 autotrophe Nitrifizierer zahlenmal3ig einen
bedeutenden Anteil an der epiphytischen Gesamtpopulation stellen, weshalb keine weitere
Untersuchung in der Vegetationsperiode 2001 erfolgte.

3.2.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl heter otr opher Mikroorganismen und der Anteile
an Bakterien und Pilzen mittels Ausplattieren

Nach dem Abldsen epiphytischer Mikroorganismen von der Oberflachen von Eichenblattern
mit Hilfe der entwickelten Extraktionsmethode (3.1.1) wurden Aliquots der gewonnenen
Extraktionslosung auf Nahrmedienplatten eines Sojabohnen-Agars ausplattiert (2.6.2, 3.1.2).
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Abb. 3.5: [Legende siehe nachste Seite]
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Abb. 3.5: Bestimmung der Gesamtzellzahl heterotropher Mikroorganismen und der Anteile an Bakterien

und Pilzen auf Blattoberflachen der Stieleichen Quercus robur L.) durch Ausplattieren. Epiphytische
Mikroorganismen auf Blattern von Eichen, welche verschiedenen UV-B Strahlungsexpositionen ausgesetzt
waren (2.3-4), wurden mit Hilfe einer entwickelten Extraktionsmethode (3.1.1) abgeldst. Aliquots dieser Lésung
wurden durch Ausplattieren auf einem Sojabohnen-Agar (2.6.2, 3.1.2), dem selektive Hemmstoffe zugesetzt
wurden (2.6.2.2), ausplattiert. Durch Auszahlung Kolonien bildender Einheiten [CFU] wurden die Anzahl
heterotropher Organismehl] und die Anteile an Bakterie®] und Pilzen [ A] ermittelt. In beiden untersuchten

Jahren wurden zu funf unterschiedlichen Zeitpunkten [P1 - P5] vier unabhéngige Proben aller
Anzuchtsvarianten untersucht. Vor Beginn der unterschiedlichen Behandlungen wurde eine Nullprobe [P0] aus
der Gesamtheit aller Versuchspflanzen geerntet, um einen Ausgangswert epiphytischer Mikroorganismen auf
Blattern dieser Pflanzen zu bestimmen.

Durch Zusatz selektiver Hemmstoffe (2.6.2.2) wurden Wachstumsbedingungen generiert, die
ausschliel3lich fur Bakterien bzw. Pilze geeignet waren. Nach einer Inkubation von sieben
Tagen bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden Kolonien bildende Einheiten [CFU] auf den
N&hrmediumplatten ausgezahlt.

Bevor die zu untersuchenden Eichen im Versuchsjahr 2000 auf die verschiedenen Standorte
mit unterschiedlichen UV-B Expositionen verteilt wurden, erfolgte die Bestimmung eines
Ausgangswertes der mikrobiellen Besiedlung [Nullprobe, Julianischer Tag 157]. Sowohl fiur
die Gesamtzellzahl heterotropher Organismen als auch fur die Anteile an Bakterien und
Pilzen wurde eine GroRenordnung von® IOFU m? Blattflache ermittelt (Abb. 3.5).
Unabhangig von der UV-B Strahlungsexposition verringerte sich die Zellzahl epiphytischer
Mikroorganismen von Pflanzen des Standorts Berg bereits bis zur nachsten Probennahme [P1,
Julianischer Tag 186] um eine GroRenordnung. Dieses Niveau wurde im Verlauf der
Vegetationsperiode gehalten bzw. nur minimal Gberschritten. Fir Pflanzen des Standorts Berg
wurden 1,5 x 1b bis 6,7 x 10 CFU ni* Blattfliche bestimmt. Am Ende der
Vegetationsperiode 2000 [P5, Julianischer Tag 297] wurde auf den meisten Blattern eine
Gesamtzellzahl von 26CFU m? Blattflache mit etwa gleicher Verteilung von Bakterien und
Pilzen bestimmt. Die Zellzahl epiphytischer Mikroorganismen von Pflanzen des Tal-Standorts
erhohten sich im Vergleich zur Nullprobe unabhéngig von der ausgesetzten UV-B
Strahlungsexposition. Wahrend der Vegetationsphase wurde eine Variationsbreite von 4,3 x
10" bis 2,9 x 18 CFU m? Blattflache ermittelt, wobei die héchsten Werte in der letzten
Probennahme [P5, s.0.] gefunden wurder! i 10 CFU m? Blattflache]. Auf Blattern von
Eichenpflanzen, die in den beiden Phytokammern im Tal kultiviert wurden [Tal UV-, Tal
UV+], wurden mehr Pilze als Bakterien nachgewiesen, wéahrend auf Eichenbléattern von
Pflanzen, die im Freiland kultiviert wurden, das umgekehrte Verhaltnis bestimmt wurde
(Abb. 3.5).

Im Versuchsjahr 2001 wurden die Beobachtungen des Vorjahrs bestatigt. Untersuchungen bei
Versuchsbeginn [Nullprobe, Julianischer Tag 155] ergaben einen vergleichbaren
Ausgangswert an heterotrophen Organismen in einer GroéRenordnung Yd®FWO m?
Blattflache (Abb. 3.5). Am Standort Berg wurden im Verlauf der Vegetationsperiode meistens
geringere Zellzahlen bestimmt, die zwischen 2,4 % ufd 6,8 x 16 CFU m? Blattflache
variierten. In der letzten Probennahme [P5, Julianischer Tag 289] wurde fur den Standort
Berg eine Gesamtzellzahl heterotropher Organismen in einer GroRenordnung Yis1 kb

CFU m? Blattflache bestimmt mit ahnlichen Anteilen an Bakterien und Pilzen. Auf Blattern
von Eichen des Tal-Standorts wurden im Verlauf der Vegetationsphase steigende Zellzahlen
ermittelt. Die Variationsbreite der gemessenen Werte betrug 2,0 bisl®,3 x 18 CFU ni?
Blattflache. Zu Versuchsende wurden Gesamtzellzahlen in einer GréRenordnund s 10
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10° CFU m™ Blattflache ermittelt. Wie im Vorjahr wurde auf Blattern von Eichen aus den
Phytokammern im Tal ein gr6Rerer Pilz- als Bakterienanteil bestimmt, wahrend auf
Blattoberflachen von Eichen aus dem Freiland der bakterielle Anteil Giberwog.

3.3 Entwicklung einer anzuchtsfreien, molekular biologischen Quantifi-
zierungsmethode fur epiphytische Mikroorganismen auf
Blattoberflachen der Stieleiche Quercusrobur L.)

Die in der vorliegenden Arbeit angewendete mikrobiologische Untersuchungsmethode (3.1)
ermdglichte die Bestimmung der Lebendzellzahl verschiedener Gruppen von
Mikroorganismen nach Kultivierung in einem geeigneten Fest- oder Flissigndhrmedium
(3.2). Dieser klassische Ansatz ist oftmals material- und zeitaufwendig. So werden zum
Beispiel fur die Quantifizierung autotropher Nitritoxidierer mittels MPN-Technik (2.6.1.4) fur
jede Blattprobe vier Verduinnungsstufen, zwolf Nahrmediumréhrchen sowie neun Wochen
Inkubationszeit bendtigt. Dartber hinaus ist nur eine geringe Anzahl von Mikroorganismen
unter den beschriebenen Bedingungen kultivierbar. Einige wichtige pflanzenpathogene Pilze,
wie beispielsweise der Eichenmehltislicrosphaera alphitoides, kdnnen nicht getrennt von
ihrem Wirt kultiviert werden (BSER, 2000). Zur Untersuchung solcher Spezies wurde daher
eine neue, molekularbiologische Untersuchungsmethode entwickelt, welche die gattungs-
oder sogar speziesspezifische Quantifizierung der Kopienzahl genomischer DNA ermdglichte.
Hierzu war zunéachst die Entwicklung einer geeigneten Methode zur quantitativen Ablésung
epiphytischer Mikroorganismen von der Blattoberflache und zur Isolation von DNA dieser
Organismen erforderlich. AnschlieBend war geplant, die isolierte DNA epiphytischer
Mikroorganismen unter Verwendung gattungs- bzw. speziesspezifischer Primer in PCR-
Ansatze einzusetzen, um rDNA-Genomsegmente zu erhalten, die nach Sequenzierung eine
Identifizierung der auf Eichenbléattern vorkommenden Mikroorganismen erlaubte. Auf den
Sequenzdaten aufbauend war die Entwicklung von Real Time PCR-Systemen zur
Quantifizierung ausgewahlter epiphytischer Mikroorganismen maoglich.

3.3.1 Entwicklung einer Technik zur Ablosung epiphytischer Mikroorganismen von
Blattoberflachen der Stieleiche ["Abhebetechnik”]

Mikroskopische Untersuchungen von Eichenblattern (3.3.2), welche mit der entwickelten
Extraktionsmethode (3.1) behandelt worden waren, ergaben, dald nicht alle epiphytischen
Mikroorganismen von der Blattoberflache mit dieser Methode entfernt wurden (Abb. 3.6). Fur
die neu zu entwickelnde molekularbiologische Untersuchungsmethode wurde daher eine neue
Ablosetechnik entwickelt. Ausgangspunkt fur diesen Ansatz war eine aus der Wachsanalytik
stammende Methode zur Untersuchung der Kutikula auf Blattoberflache (& et al.,

2000, &TTER et al.,, 2000, BNTER & SCHAFFER 2001), welche von ScHREIBER und
SCHEINPFLUG(2000) modifiziert wurde. Diese Methode wurde fur die Ablosung epiphytischer
Mikroorganismen von Blattoberflachen der Stieleiche weiterentwickelt.

25 ml steriles Wasser wurden in eine Edelstahlwanne [120 x 80 x 6 mm] gefillt und ein
Eichenblatt mit der Blattoberseite nach unten auf die Flissigkeit gelegt. Durch Abkihlen der
Edelstahlwanne in flissigem Stickstoff fror die Blattoberflache auf dem Wasser fest. Mit
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einem sterilen Spatel wurde das Blatt von der Eisschicht abgehoben ["Abhebetechnik™],

wobei die epikutikulare Wachsschicht auf dem gefrorenen Wasser zuriickblieb. Diese Technik
war pradestiniert fur die Ablésung epiphytischer Mikroorganismen, da diese sich auf bzw. in
dieser Wachsschicht befinden. Der Teil der gefrorenen Wasserschicht, tber dem sich das
Blatt befunden hatte [erkennbar an einem Blattabdruck im Eis], wurde mit einem Spatel
zerkleinert und in gefrorenem Zustand fur die anschlieBende DNA-Isolation aus
epiphytischen Mikroorganismen (3.3.3) in Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt (Abb. 3.7). Ein
vorheriges Auftauen der Eisschicht war nicht sinnvoll, da die auf der Flussigkeit
schwimmende Wachsschicht groRe Affinitat zu Oberflachen zeigte und so grol3e Verluste
beim Umfillen der aufgetauten Losung auftraten. In weiteren Untersuchungen wurden den
25 ml Wasser in der Edelstahlwanne unterschiedliche Konzentrationen einer Tris-HCI-
Pufferlosung [pH 8] sowie verschiedener Detergenzien [Tween® 80, SDS] zugesetzt, jedoch
wurde hiermit keine verbesserte Ablosung der Wachsschicht erreicht, so dal3 die Ablésung
epiphytischer Mikroorganismen fiur alle weiteren Untersuchungen wie oben beschrieben
durchgefiihrt wurde (Abb. 3.7).

3.3.2 Mikroskopische Untersuchungen der Blattoberseite von Eichenblatteruercus
robur L.) zum Vergleich verschiedener Ablésetechniken von epiphytischen
Mikroorganismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Techniken zur Ablosung epiphytischer
Mikroorganismen von Blattoberflachen der Stieleiche eingesetzt. Wahrend fur die
mikrobiologische Methode (3.1) Blattproben in einer Extraktionslésung geschuttelt wurden
['leaf washing"], wurde im molekularbiologischen Ansatz die Abhebetechnik (3.3.1)
angewandt. Um die Effizienz beider Ablosetechniken zu vergleichen, wurden Oberseiten von
EichenblatternQuercus robur L.) mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie untersucht.
Hierzu wurden Blattproben aus dem Freiland (2.3.2) unbehandelt und nach Ablésung durch
die Extraktions- bzw. Abhebemethode mikroskopiert.

Durch zehnmindtige Inkubation von Eichenblattern in einer DAPI-L6sung wurden
epiphytische Mikroorganismen angefarbt und nach Abwaschen der Farbelésung mit Hilfe
eines Laser Scanning Mikroskops (LSM 510, Carl Zeiss, Jena) sichtbar gemacht (2.8.2). Die
Blattoberseiten wurden mit Licht der Wellenlangen 364 nm, 543 nm und 633 nm
verschiedener Laser angeregt und durch Wahl geeigneter Filtersets die Emissionen der
Wellenlangenbereiche der DAPI-Fluoreszenz [> 470 nm] sowie der Autofluoreszenz des
Chlorophylls [660 — 700 nm] gemessen (2.8.2). Die so entstandenen mikroskopischen
Aufnahmen zeigten deutliche Unterschiede in der mikrobiellen Besiedlung der
unterschiedlich behandelten Blatter (Abb. 3.6). Wahrend unbehandelte Blatter eine dichte
Besiedlung mit Bakterien und Pilzen erkennen lieBen, war die mikrobielle Biomasse auf
Blattproben, die mittels Extraktionsmethode (3.1) behandelt worden waren, deutlich reduziert
(Abb. 3.6). Allerdings wurde keine vollstandige Ablésung epiphytischer Mikroorganismen
erreicht. Insbesondere entlang von Leitungsgefal3en ["Blattadern”] auf der Blattoberseite blieb
ein Teil der Mikroorganismen haften (Abb. 3.6 B). Hingegen wurde mit der Abhebetechnik
(3.3.1) eine quantitative Abl6ésung der mikrobiellen Biomasse von der Blattoberflache
erreicht. In den betrachteten mikroskopischen Aufnahmen waren nahezu keine verbliebenen
Mikroorganismen auf der Blattoberseite erkennbar.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Vorteile der Abhebetechnik gegeniber klassischen
Ablosemethoden wie der Extraktionsmethode ["leaf washing"].
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Abb. 3.6: Mikroskopische Aufnahmen von epiphytischen Mikroorganismen auf Eichenblattern zum
Vergleich verschiedener AblésetechnikenDie Oberseiten von Eichenblattern aus dem Freiland (2.3) wurden
fir zehn Minuten in einer DAPI-Lésung [1 pgthizur Farbung epiphytischer Mikroorganismen inkubiert und
nach Abwaschen in 4@ an einem Laser Scanning Mikroskop (LSM 510, Carl Zeiss, Jena) untersucht. Die
Blattflache wurde mit Licht der Wellenldngen 364 nm, 543 nm und 633 nm verschiedener Laser angeregt und
durch Einsatz entsprechender Filtersets die Emissionsbereiche der DAPI-Fluoreszenz [> 470 nm, blau
dargestellt] und der Autofluoreszenz des Chlorophylls [660 — 700 nm, rot dargestellt] detektiert (2.8.2).
Abgebildet sind mikroskopische Aufnahmen unbehandelter Blétter [A] sowie Blattproben nach Behandlung mit
der Extraktionsmethode [B] (3.1) und der Abhebetechnik [C] (3.3.1).

3.3.3 DNA-Isolation aus epiphytischen Mikroorganismen von Blattoberflachen

Es wurden drei Methoden zur DNA-Isolation aus epiphytischen Mikroorganismen verglichen
(2.7.15). Beste Ergebnisse wurden mit einer Aufarbeitung gemald eines Protokolls zur
Isolation von bakterieller Gesamt-DNA erzielt. Diese Methode wurde fur alle weiteren
Untersuchungen in Kombination mit der Abhebetechnik eingesetzt. Um Verluste wahrend der
Aufarbeitung quantifizieren zu kénnen, wurden allen AnsatzeA K®pien eines
Myrcensynthase-Gens aus der SteineicQee(cus ilex L.) zugesetzt (iScHBACH 2001,
FiscHBACH et al., 2001). Mit Hilfe dieses internen Standards (2.7.14) war es maoglich,
Wiederfindungsraten zu berechnen (2.7.14). Da DNA unspezifisch an Oberflachen bindet,
wurden allen Ansatzen noch im gefrorenen Zustand (3.3.1) Trager-DNA [DNA aus
Heringssperma, Invitrogen, Karlsruhe] in einer Endkonzentration von 0,1 uzpgksetzt.

Die Menge an eingesetzter Trager-DNA Ubertraf die DNA-Menge epiphytischer
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Mikroorganismen um mehrere Grolienordnungen, so dal3 Verluste von DNA epiphytischer
Mikroorganismen durch Adsorption an die Gefal3wéande minimiert wurden.

Die mit dieser Methode (Abb. 3.7) gewonnene DNA wurde anschlieRend in
Polymerasekettenreaktionen zur Amplifizierung von Genomsegmenten epiphytischer
Mikroorganismen eingesetzt.

A

sterilesH,O /l/ Edelstahlwanne

flussiger Stickstoff

Fedfrieren des Blatts auf der Wasser-
\ oberflache durch Abkihlung der Wanne in
flussigem Stickstoff

* Abheben des Blatts mit einem sterilen Spatell

Epikutikulare Wachse sowie epiphytische
Mikroorganismen bleiben auf der gefrorenen
Wasseroberflache zuriick

Uberfiihrung des gefrorenen Wassers
in ein Untersuchungsgefar, Zugabg
von Trager-DNA und eines internen
Standards (Myrcensynthase-Gen)

DNA-Isolation und Quantifizierung
mittels Real Time PCR

Abb. 3.7: Schematische Ubersicht der entwickelten Abhebetechnik zur DNA-Isolierung aus epiphytischen
Mikroorganismen. Blatter von Stieleichen wurden mit der Blattoberseite nach unten in eine mit 250ml H
gefillte Edelstahlwanne gelegt. Durch Kihlen der Wanne in flissigen Stickstoff fror die Blattoberseite im
Wasser fest. Das Eichenblatt wurde mit einem Spatel entfernt, wobei die epikutikulare Wachsschicht inklusive
epiphytischer Mikroorganismen in der gefrorenen Losung zurlckblieben. Der Teil der Eisschicht, tiber dem sich
das festgefrorene Blatt befand, wurde mit einem Spatel zerkleinert und in ein Untersuchungsgefal® tberfuhrt.
Nach der Zugabe von Trager-DNA [DNA aus Heringssperma] sowie eines internen Standards [Myrcensynthase-
Gen] erfolgte die Isolation der DNA aus epiphytischen Mikroorganismen.

3.3.4 Auswahl geeigneter Oligonukleotide zur Amplifizierung von DNA-Segmenten
mittels Polymer asekettenr eaktion [PCR]

Mit Hilfe der beschriebenen Abhebetechnik (3.3.1) war es mdglich, epiphytische
Mikroorganismen von der Blattoberflache abzulésen und ihre DNA zu isolieren. Fir die
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Entwicklung von Real Time PCR-Systemen zur Quantifizierung bestimmter Arten oder
Gattungen war es zunachst erforderlich, die gesuchten Arten auf der Blattoberflache der Eiche
mittels PCR-Amplifizierung nachzuweisen. Die Sequenzierung dieser PCR-Amplifikate
ermdglichte anschlielend die Auswahl geeigneter Oligonukleotide zum Aufbau von Real
Time PCR-Systemen (3.3.6).

3.3.4.1 Auswahl von Oligonukleotiden zur Amplifizierung von Genomsegmenten
epiphytischer Pilze

Mehltau Microsphaera spec) ist ein bedeutender phytopathogener Pilz auf Blattern der
Stieleiche (B/TIN, 1989). Zur Amplifizierung von DNA-Segmenten vbhcrosphaera spec

mittels PCR war die Auswahl spezifischer Oligonukleotide essentiell. Hierzu wurden die
Datenbanke von EMBL und GenBank (2.7.2) nach Sequenzdaten der ITS-Region [internal
transcribed jgacer region] vorMicrosphaera spec durchsucht. Die ITS-Region ist ein hoch
variabler, Organismen-spezifischer, nicht kodierender Bereich zwischen der 18S und 28S
rDNA (WHITE et al., 1990). Er wird von der 5,8S rDNA in zwei ITS-Bereiche geteilt.
Insgesamt wurden 15 verschiedene Mehltausequenzen dieser Region in den Datenbanken
gefunden. Durch Sequenzvergleiche dieser Arten wurden konservierte Regionen innerhalb der
GattungMicrosphaera identifiziert, die als Vorlage zur Synthese der Oligonukleotide "Mic

for" und "Mic rev" (Abb. 3.8, Tab 3.1) genutzt wurden. Zusatzlich wurden vier ITS-Primer
(Abb. 3.8, Tab 3.1), welche fur die Amplifizierung einer breiten Gruppe von Pilzen geeignet
waren (WHITE et al., 1990), verwendet [freundlicherweise von Herrn Gunther Bahnweg, GSF,
Neuherberg zur Verfigung gestellt] und in allen sinnvollen Kombinationsmaoglichkeiten in
PCR-Versuchen eingesetzt.

ITS1 for—p
Mic for—p ITS3 forp
18SrDNA ITS 258 ITS 28SrDNA
rDNA

<4—ITS2rev <«—Mic rev
<4—ITS4 rev

Abb. 3.8 Ausgewahlte Oligonukleotide zur Amplifizierung eines DNA-Segments audicrosphaera spec.
mittels PCR. Schematische Darstellung der eukaryotischen ITS-Regionen und Bindungsstellen eingesetzter
Primer. Die Primer wurden in allen sinnvollen Kombinationen eingesetzt (verdndert mamheaial., 1990).

Nach Optimierung der PCR-Bedingungen (2.7.3.2) und gelelektrophoretischer Anayse der
PCR-Amplifikate (2.7.13) wurden unter Verwendung der Primerkombination "ITS1 for" und

"Mic rev" PCR-Produkte der erwarteten Gréf3e amplifiziert (Abb. 3.9), welche anschliel3end
sequenziert wurden (3.3.5).
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Abb. 3.9 Gelelektrophoretische Analyse von PCR-Anséatzen zur Amplifizierung eines Mehltau-DNA-
Segments.Jeweils 10 pl der PCR-Ansétze wurden auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetragen und mittels
Gelelektrophorese getrennt (2.7.13). Die DNA wurde mit Ethidiumbromid angefarbt und bei Anregung mit UV-
Licht der Wellenlange 312 nm fotografiert. S1: 100 bp Standard; S2: 1 kb Standard; 1-9: PCR-Ansatze mit
unterschiedlichen Reaktionsbedingungen beziglich MgGhzentrationen [1-3: 1mM; 4-6: 2 mM; 7-9: 4mM]

und Annealing-Temperaturen [1, 4, 7: 52 °C; 2, 5, 8: 55 °C; 3, 6, 9: 58 °C]. Alle PCR-Ansétze enthielten die
Oligonukleotide "ITS1 for* und "Mic rev" unter angegebenen PCR-Bedingungen (2.7.3.2). Die erwartete
AmplikongrofRRe betrug ca. 600 bp (Pfeil).

3.3.4.2 Auswahl von Oligonukleotiden zur Amplifizierung von Genomsegmenten
epiphytischer Bakterien

Erwinia spec.

Zur Auswahl geeigneter Oligonukleotide fiir den Nachweis von epiphytisEhemia-
Bakterien auf der Blattoberfliche von Eichenblattern mittels PCR wurden mehrere
Nukleotidsequenzen voErwinia spec aus der Genbank miteinander verglichen (2.7.2), um
konservierte Sequenzbereiche zu identifizieren. Um ein moglichst breites Spektrum von
Bakterien innerhalb der Gattugwinia zu erfassen, wurden sowohl Sequenzen aus der 16S
Region als auch aus der "intergenic spacer region" bericksichtigt. Die "intergenic spacer
region"” ist ein mit Ausnahme der t-RNA-Glu (Abb. 3.10) nicht kodierender Bereich zwischen
der 16S und 23S rDNA von Prokaryoten. Um zu gewabhrleisten, daf3 die zur Oligonukleotid-
Auswahl herangezogenen Sequenzbereiche innerhalb der Gattinga konserviert, jedoch
gegenuber anderen Enterobakterien ausreichend verschieden waren, wurde die Sequenz der
"intergenic spacer region” von zwEiwinia pyrifoliae-Stammen [AJ132969 und AJ009930]

und vonErwinia rhapontici [AF232678] mit der Genbank verglichen (2.7.2) dstherichia
vulneris [AF047421] als nachster Verwandter auf3erhalb der GatiEmgnia ermittelt

[79,2 % Ubereinstimmung zuErwinia rhapontici]. Sequenzbereiche, in denen es
Ubereinstimmung zwischen deBrwinia-Sequenzen und Unterschiede Hscherichia
vulneris gab, wurden zur Auswahl von Oligonukleotiden herangezogen (Abb. 3.10, Tab. 3.1.).
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Die hieraus abgeleiteten Oligonukleotide wurden in PCR-Ansatze eingesetzt und die
Bedingungen optimiert. Unter Verwendung der Primer "Erwin for2" und "Erwin rev2" (Abb.
3.10, Tab. 3.1) wurde ein geeignetes PCR-Amplifikat erhalten, welches anschlie3end ligiert
und sequenziert wurde (2.7.4-9, 3.3.5).

Erw. pyr1 - CCTGAAGATACCT TCCCGCGCAGT GTCCACACAGATTGT CTGATAGAAGTAATGA- GC-
Er w. pyr 2 - CCTGAAGATACCT TCCCGCGCAGT GTCCACACAGATTGT CTGATAGAAGTAATGA- GC-
Erw. r ha ACCTGAAGATACCT TCCCGOGTAGT GT CCACACAGATTGT CTGATAGAAGAAAT GA- GCA
Esch. vul - CCTGAAAGAACCTCCTT- CGCAGTGTCCACACAGATTGTCTGATAGATGTAGAGAAGCA
Oligo Erwin for2 Oligo Erwin RT for

. —> ot o > ___
- AAAGIC----------- ACACCAGAGT CCCCATCGTCTAGAGGCCCAGGACACTGCCCTTTCACGGCTGTAA
- AAAGIC----------- ACACCAGAGT CCCCAT CGTCTAGAGGCCCAGGACACTGCCCTTTCACGGCTGTAA
AAAAGTIC- ---------- ACACCAGAGT CCCCATCGTCTAGAGGCCCAGGACACTGCCCTTTCACGGCTGTAA
AGGCGTCTAACGATTGACACT TCAGT GTCCCCTTCOGT CTAGAGGCCCAGGACACCGCCCTTTCACGGECCGGTAA

t-RNA-Glu

CAGGGGT TCGAAT CCCCT TGGGGACGCCA- - TACCGGTAACGAAGT GAAAGACGT TATCAACC- GTATCTCAA
CAGGGGT TCGAAT CCCCT TGGGGACGCCA- - TACCGGTAACGAAGT GAAAGACGT TATCAACA- GTATCTCAA
CAGGGGT TCGAAT CCCCT TGGGGACGCCA- - TACCGGTAACGAAGT GAAAGT CGT TATCACCCAGTATCTCAA
CAGGGGT TCGAAT CCCCTAGCECGACGCCACTTCCTGGT TTGT CAGT GAAAGT CACCCCGCCTAT- ATATCTCAA

I Oligo Erwin

AACTGATTCCACCTT- - - AACGGT GAGTCACGT TTGAGATATTTGCTCTTTAAT AATCCGGAACAAGCT GAAA
AACTGATTCCACCTT- - - AACGGTGAGTCACGT TTGAGATATTTGCTCT T TAATAAT CCGGAACAAGCTGAAA
AACTGATTATCCCCT- - - AA- GBGCGAGTCACGT TTGAGATATTTGCTCTTTAACAAT CCGGAACAAGCT GAAA
AACTGATTCCGT TCTGTCAACAGCGAGTCACGT TTGAGATATTTGCTCTTTAAAAATCTGGATCAAGCTGAAA

RT rev <

ATTGAAACGACGTGTCGT AT TCATTCCCCGTAATAAGAAT GAAGCTAACGATATGI TCGAGTCTCT CAA- TGC
ATTGAAACGACGTGTCGT AT TCATTCCCCGTAATAAGAAT GAAGCTAACGATATGTI TCGAGTCTCT CAA- TGC
ATTGAAACGACATGT CGT TTTCATTCT CCGTAATAAGAAT GAAATTAACGATATGT TCGAGTCTCTCAAATGC
ATTGAAACGACACACTGI TTCCTTTCTCOGTAATAAGAAAGCAAAATCCCCTCTGI TCGAGICTCTCAAATTT

Oligo Erwin rev2

CTCCAACTGATGAACGI CTTTCGEGACGCT TGTGCGT TGTGA
CTCCAACTGATGAACGTCTTTCGGGACGCTTGTGGGT TGTGA
TTACAACAGCAATGTGT TCTTCGEGACCCT TGTGGGT TGTGA
TTCCAATCAGAAG - - - - - T- - GAAAGATCTTCGGGITGTGA

Abb. 3.10: Vergleich der "intergenic spacer region" verschiedener Enterobakterien zur Auswahl
gattungsspezifischer Oligonukleotide. Die "intergenic spacer" Regionen zwischen der 16S und 23S rDNA von

zwei Erwinia pyrifoliae-Stammen [Erw.pyrl, AJ132969], [Erw.pyr2, AJ009930], vérwinia rhapontici
[Erw.rha, AF232678] und voBscherichia vulneris [Esch.vul, AF047421], dem nachsten Verwandten auf3erhalb
der GattungErwinia, wurden mit Hilfe des Software-Programms Clustal W 1.8 verglichen (2.7.2). Fur die
Auswahl der Oligonukleotide "Erwin for2" und "Erwin rev2" (Pfeile) wurden Bereiche ausgewahlt, die innerhalb
der Gattungerwinia konserviert, jedoch verschieden gegeniiBsaherichia vulneris waren. Im Bereich des
Primers "Erwin rev2" gab es zwei Basenpositionen, an denen sich die drei unter&rehitéa-Sequenzen
unterschieden. Beide moglichen Sequenzen wurden bei der Synthese der Oligonukleotide beriicksichtigt.
Zusétzlich eingezeichnet sind die fur Real Time PCR-Untersuchungen eingesetzten Oligonukleotide "Erwin RT
For" und "Erwin RT Rev" (Pfeile), sowie der Bereich des t-RNA-Glu-Gens [gestrichelte Linie].

Escherichia coli TG1:

Zur molekularbiologischen Quantifizierung von Eubakterien wurde ein von BACH et al.
(2002) entwickeltes Real Time PCR-System eingesetzt. Zur Kalibrierung dieses Systems
wurde eine DNA-LOsung bekannter Kopienzahl \Estherichia coli TG1 ben6étigt. Hierzu
war die Amplifizierung und Kontroll-Sequenzierung eines Bereichs der 16S rDNA
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erforderlich, um sicher zu stellen, dal’ die Bindungsstellen der Primer und Sonden im Genom
von Escherichia coli TG1 enthalten waren.

Zur Auswahl von Oligonukleotiden wurden die fliErwinia spec beschriebenen
Arbeitsschritte [s.0.] in analoger Weise durchgefuihrt. Aus der Genbank (2.7.2) wurden
mehrere 16S rDNA-Sequenzen vén coli K12-Stammen, zu denen auch der eingesetzte
E.coli TGl =zahlte, auf konservierte Bereiche untersucht. Hieraus wurden die
Oligonukleotidsequenzen "Ecolil6S for" und "Ecolil6S rev" abgeleitetet (Tab. 3.1). Nach
Optimierung der PCR-Bedingungen (2.7.3.2) wurde ein geeignetes Amplifikat erhalten,
welches anschliel3end sequenziert wurde.

Tab. 3.1 Sequenzen aller Oligonukleotide zur Amplifizierung von DNA-Segmenten von Microsphaera
spec., Escherichia coli TG1 und Erwinia spec.. Dargestellt sind Bezeichnung und Basensequenz in 5" > 3
Leserichtung.

Oligonukleotid Bezeichnung | Basensequenz

Microsphaera spec.

Mic for ATT AC(AC) GAG (CT)G(CT) GAG GCT CAG TCG
Mic rev CTA CCT GA(AT) TCG AGG TCAACCTGT G
ITS1 for TCC GTA GGT GAA CCT GCG G

ITS2 rev GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC

ITS3 for GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC

ITS4 rev TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

E. coli TG1

Ecoli16S for TGG GGA GCA AAC AGG ATT AGA TAC
Ecolil6S rev AAC CCAACATTT ACA AAC ACG AGC
Erwinia spec

Erwin forl CCT CAC ACC ATC GGATGT GC

Erwin revl GTC AAG GCC AGG TAAGGT TC

Erwin for2 AAA GTC ACACCAGAGTCCCCATC

Erwin rev2 GAA CAT ATC GTT A(AG)(CT) TTCATTC

3.3.5 Sequenzierung und I dentifizierung von PCR-Amplifikaten epiphytischer
Mikroorganismen von Eichenblattern

Unter Verwendung der aus konservierten Regionen abgeleiteten Oligonukleotide (3.3.4) und

der isolierten DNA epiphytischer Mikroorganismen von Stieleichen (2.7.3.1, 3.3.1) wurden

mittels Polymerasekettenreaktionen (2.7.3) DNA-Segmente amplifiziert und anschlielend
sequenziert (2.7.4-9). Die Basensequenz der untersuchten rDNA-Regionen (Abb. 3.11)
erlaubte zum einen die Identifizierung der Proben durch einen Vergleich mit den
Datenbanken von EMBL und GenBank (2.7.2). Zum anderen waren die Sequenzdaten
essentielle Voraussetzung zum Aufbau hoch spezifischer Real Time PCR-Systeme. Insgesamt
wurden elf unterschiedliche rDNA-Sequenzen der Gattur@eadosporium, Microsphaera,
Ramularia und Erwinia identifiziert (Abb. 3.11). Die sequenzierten rDNA-Segmente der
filamentdsen PilzeCladosporium spec und Ramularia spec stammten aus dem gleichen
PCR-Ansatz, aus dem auch die Genomabschnitté/\arosphaera spec isoliert wurden und
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erklarten die Anwesenheit einer in der gelelektrophoretischen Untersuchung dieses PCR-
Ansatzes sichtbaren, zweiten DNA-Bande [ca. 500 bp] (Abb. 3.9).

Das aus dem Laborstamiascherichia coli TG1 isolierte rDNA-Segment besal3 eine
100 %ige Ubereinstimmung zu andegercoli K12-Stammen und war somit zur Eichung des
Real Time PCR-Systems zur Quantifizierung von Eubakterien geeignet.

A: Epiphytische Bakterien

Erwi ni a spec.:

Erwi nl [ AJ489444; 262 bp]:
1 AAAGTCACAC CAGAGTCCCC ATCGTCTAGA GGCCCAGGAC ACTGCCCTTT CACGGCTGTA 60
61 ACAGGGGTTC GAATCCCCTT GGGGACGCCA TCTCCTGATA ATGAGTGAAA GACATTATCA 120
121 ACCCGTATCT CAAAACTGAT TCTCTCCGCA AGGACGAGTC ACGTTTGAGA TATTTCCTCT 180
181 TTAACAATCC GGAACAAGCT GAAAATTGAA ACGACATGIC GITTTCATTC TCCGTAATAA 240
241 GAATGAAACT AACGATATGT TC

92,7 % Ubereinstimmung mit Erwi ni a rhapontici [AF232678]

Erwin2 [AJ489441; 262 bp]:

1 AAAGTCACAC CAGAGTCCCC ATCGTCTAGA GGCCCAGGAC ACTGCCCTTT CACGGCTGTA 60
61 ACAGGGGTTC GAATCCCCTT GGGGACGCCA TCTCCTGATA ATGAGTGAAA GACATTATCA 120
121 ACCCGTATCT CAAAACTGAT TCTCTCCGCA AGGACGAGTC ACGTTTGAGA TATTTGCTCT 180
181 TTAACAATCC GGAACAAGCT GAAAATTGAA ACGACATGTC GTTTTCATTC TCCGTAATAA 240
241 GAATGAAATT AACGATATGT TC

92,7 % Ubereinstimmung mit Erwi ni a rhapontici [AF232678]

Erwin3 [AJ489442; 252 bp]:

1 AAAGTCACAC CAGAGTCCCC ATCGTCTAGA GGCCCAGGAC ACTGCCCTTT CACGGCTGTA 60
61 ACAGGGGTTC GAATCCCCTT GGGGACGCCA CACCGGTAAC GACGTGAAAG ACGTTGCCAC 120
121 TCAGTATCTC AAAGCTGACT TTAACGAGTC ACGTTTGAGA TATCTGCTCT TTAACAATCC 180
181 GGAACAAGCT GAAAATTGAA ACGACATGTC GTTTTCATTC TCCGTAATAA GAATGAAATT 240
241 AACGATATGT TC

92,1 % Ubereinstimmung mit Erwi ni a rhapontici [AF232678]

Erwind [AJ489443; 252 bp]:

1 AAAGTCACAC CAGAGTCCCC ATCGTCTAGA GGCCCAGGAC ACTGCCCTTT CACGGCTGTA 60
61 ACAGGGGTTC GAATCCCCTT GGGGACGCCA CACCGGTAAC GACGTGAAAG ACGTTGCCAC 120
121 TCAGTATCTC AAAGCTGACT TTAACGAGTC ACGTTTGAGA TATTTGCTCT TTAACAATCC 180
181 GGAACAAGCT GAAAATTGAA ACGACATGTC GTTTTCATTC TCCGTAATAA GAATGAAATT 240
241 AACGATATGT TC

92,5 % Ubereinstimmung mit Erwi ni a rhapontici [AF232678]
Erwin5 [AJ489446; 173 bp]:

1 ACACTGCCCT TTCACGGCTG TAACAGGGGT TCGAATCCCC TTGGGGACGC CATCTCCTGA 60
61 TAATGAGTGA AGGACATTAT CAACCCGTAT CTCAAAACTG ATTCTCTCCG CAAGGACGAG 120
121 TCACATTTGA GATATTTGCT CTTTAACAAT CCGGAACAAG CTGAAAATTG AAA
86,5 % Ubereinstimmung mit Erwi ni a rhapontici [AF232678]

Erwin6 [AJ489445; 173 bp]:

1 ACACTGCCCT TTCACGGCTG TAACAGGGGT TCGAATCCCC TTGGGGACGC CATCTCCTGA 60
61 TAATGAGTGA AAGACATTAT CAACCCGTAT CTCAAAACTG ATTCTCTCCG CAAGGACGAG 120
121 TCACATTTGA GATATTTGCT CTTTAACAAT CCGGAACAAG CTGAAAATTG AAA

87,2 % Ubereinstimmung mit Erwi ni a rhapontici [AF232678]
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B: Epiphytische Pilze

Cl adospori um spec. :

d ado [ AJ417495; 506 bp]:
1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA TATGACGCCC CAGGCTTGTA CAGCTGGGAA 60
61 CGCACAACCC TTTGITTTCC GACTCTGITG CCTCCGGEGGC GACCCTGCCT TCGGGECGGEGEG 120
121 GCTCCGGGTG GACACTTCAA ACTCTTGCGT AACTTTGCAG TCTGAGTAAA CTTAATTAAT 180
181 AAATTAAAAC TTTTAACAAC GGATCTCTTG GITCTGGCAT CGATGAAGAA CGCAGCGAAA 240
241 TGCGATAAGT AATGTGAATT GCAGAATTCA GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACATTG 300
301 CGCCCCCTGG TATTCCGGGG GGCATGCCTG TTCGAGCGIC ATTTCACCAC TCAAGCCTCG 360
361 CTTGGTATTG GGCGCCGCGA GTICTCTCGCG CGCCTCAAAG TCTCCGGCTA GGCGGTTCGT 420
421 CTCCCAGCGT TGTGGCAACT ATTCGCAGAG GAGTTCGAGT CGICGAGGCC GITAAATCTT 480
481 GAGITCGAGT CGTCGAGGCC GITTAAATCTT TCACAGGTITG ACCTCGATTC AGGTAG

91,1 % Ubereinstimmung zu C adospori um spec . [AJ300336]

M crosphaera spec. :

Microl [AJ417497; 605 bp]:

1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA AGGATCATTA CAGAGTGTGA GGCTCAGTCG TGGCATCTGC 60

61 TGCGTGCTGG GCCGACCCTC CCACCCGTGT CGATTTGTAT CTTGTTGCTT TGGCGGGCCG 120
121 GGCCGCGTCG TCGCTGCTCC GCAAGGACAT GCGTCGGCCG CCCACCGGTT TCGGCTGGAG 180
181 CGCGCCCGCC AAAGACCCAA CCAAAACTCATGTTGTTTTT GTCGTCTTAG CTTTATTATT 240
241 GAAATTGATA AAACTTTCAA CAACGGATCT CTTGGCTCTG GCATCGATGA AGAACGCAGC 300
301 GAAATGCGAT AAGTAATGTG AATTGCAGAA TTTAGTGAAT CATCGAATCT TTGAACGCAC 360
361 ATTGCGCCCC TTGGTATTCC GAGGGGCATG CCTGTTCGAG CGTCATAACA CCCCCTCCAG 420
421 CTGCCTTTGT GTGGCTGCGG TGTTGGGGCT CGTCGCGATG CGGCGGCCCT TAAAGACAGT 480
481 GGCGGTCCCG GCGTGGGCTC TACGCGTAGT AACTTGCTTC TCGCGACAGA GTGACGACGG 540
501 TGGCTTGCCA GAACAACCCA CTTGCTCCAG TCACATGGAT CACAGGTTGA CCTCGAATCA 600
601 GGTAG

100 % Ubereinstimmung zu M crosphaera al phitoi des [AF298538]

Micro2 [AJ417498; 604 bp]

1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA AGGATCATTA CAGAGTGTGA GGCTCAGTCG TGGCATCTGC 60

61 TGCGTGCTGG GCCGACCCTC CCACCCGTGT CGATTTGTAT CTTGTTGCTT TGGCGGGCCG 120
121 GGCCGCGTCG TCGCTGCTCC GCAAGGACAT GCGTCGGCCG CCCACCGGTT TCGGCTGGAG 180
181 CGCGCCCGCC AAAGACCCAA CCAAAACTCA TGTTGTTATT GTCGTCTTAG CTTTATTATT 240
241 GAAATTGATA AAACTTTCAA CAACGGATCT CTTGGCTCTG GCATCGATGA AGAACGCAGC 300
301 GAAATGCGAT AAGTAATGTG AATTGCAGAA TTTAGTGAAT CATCGAATCT TTGAACGCAC 360
361 ATTGCGCCCC TTGGTATTCC GAGGGGCATG CCTGTTCGAG CGTCATAACA CCCCCTCCAG 420
421 CTGCCTTTGT GTGGCTGCGG TGTTGGGGCT CGTCGCGATG CGGCGGCCCT TAAAGACAGT 480
481 GGCGGTCCCG GCGTGGGCTC TACGCGTAGT AACTTGCTTC TCGCGACAGA GTGACGACGG 540
541 TGGCTTGCCA GAACAACCCA CTTGCTCCAG TCACATGGAT CACAGTTGAC CTCGATTCAG 600
601 GTAG

99,8 % Ubereinstimmung zu M crosphaera al phitoi des [AF298538]
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Ranul ari a spec. :

Ramul [AJ417496; 495 bp]
1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CTGAGTTAGG GAGCAATCCC GAACCTCCAA 60
51 CCCTTTGTGA ACACATCTAG TTGCTTCGGG GGCGACCCTG CCGTTTCGAC GGCATTCCCC 120
121 CCGGAGGTCA TCAAAACACT GCATTCTTAC GTCGGAGTAT AAAGTTAATT TAATAAAACT 180
181 TTCAACAACG GATCTCTTGG TTCTGGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAAAT GCGATAAGTA 240
241 ATGTGAATTG CAGAATTCAG TGAATCATCG AATCTTCGAA CGCACATTGC GCCCCCTGGT 300
301 ATTCCGGGGG GCATGOCTGT TCGAGCGTCA TTTCACCACT CAAGCCTCGC TTGGTATTGG 360
361 GCGTCGOGAG TCTCTCGOGC GCCTCAAAGT CTCCGGCTAG GCGGTTCGTC TCCCAGCGTT 420
421 GTGGCAACTA TTCGCAGAGG AGTTCGAGTC GTCGCGGCCG TTAAATCTTT CACAGGTTGA 480
481 CCTCGAATCA GGTAG

96,2 % Ubereinstimmung zu Ranul aria col | o- cygni [AF173310]

Ramu? [495 bp]

1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CTGAGTTAGG GAGCAATCCC GAACCTCCAG 60
51 CCCTTTGTGA ACACATCTTG TTGCTTCGGG GGCGACCCTG CCGTTTCGAC GGCATTCCCC 120
121 CCGGAGGTCA TCAAAACACT GCATTCTTAC GTCGGAGTAT AAAGTTAATT TAATAAAACT 180
181 TTCAACAACG GATCTCTTGG TTCTGGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAAAT GCGATAAGTA 240
241 ATGTGAATTG CAGAATTCAG TGAATCATCG AATCTTTGAA CGCACATTGC GCCCCCTGGT 300
301 ATTCCGGGGG GCATGCCTGT TCGAGCGTCA TTGCACCACT CAAGCCTCGC TTGGTATTGG 360
361 GCGTCGCGAG TCTCTCGCGC GCCTCAAAGT CTCCGGCTAG GCGGTTCGTC TCCCAGCGTT 420
421 GTGGCAACTA TTCGCAGAGG AGTTCGAGTC GTCGTGGCCG TTAAATCTTT CACAGGTTGA 480
481 CCTCGAATCA GGTAG

96,0 % Ubereinstimmung zu Ranul ari a col | o- cygni [AF173310]

Abb. 3.11: Nuklecotidsequenzen von rDNA-Segmenten epiphytischer Mikroorganismen von
Blattoberflachen der Stieleiche.Unter Verwendung gattungsspezifischer Oligonukleotide (3.3.4) und DNA
epiphytischer Mikroorganismen von Blattern der Stieleiche (2.7.3.1, 3.3.1) wurden mittels PCR (2.7.3)
verschiedene rDNA-Regionen amplifiziert. Diese wurden ligiert, kloniert und sequenziert (2.7.4-9) und mit
Sequenzen der Datenbank (2.7.2) verglichen. Dargestellt sind die Nukleotidsequenzen der untersuchten
epiphytischen Bakterien [A] und Pilze [B] sowie die grofte Ubereinstimmung zu Sequenzen der Datenbénke von
EMBL und GenBank. [Ein Sequenzvergleich der unterschiedliEnemia-lsolate ist in Abb. 3.12 dargestellt].

3.3.6 Auswahl geeigneter Oligonukleotide fiir die Quantifizierung unterschiedlicher
mikrobieller Gattungen mittels Real Time PCR

Die Nukleotidsequenzen von rDNA-Segmenten der Gattungen Cladosporium, Microsphaera,
Ramularia und Erwinia (3.3.5) wurden auf geeignete Sequenzbereiche zum Aufbau von Real

Time PCR-Systemen untersucht. Fir diese vier Systeme wurde die kostengtinstigere Syber®
Green-Technik (2.7.16.1) eingesetzt, wahrend bei der wam Bt al.(2002) Ubernommenen

Real Time-Methode zur Quantifizierung von Eubakterien die TagMan®-Technik genutzt
wurde (2.7.16.2). Zusatzlich wurde ein weiteres Real Time PCR-System auf Syber® Green-
Basis zur Quantifizierung des als internem Standard verwendeten Myrcensynthase-Gens
(FiscHBACH, 2001, FSCHBACH ET AL., 2001) entwickelt.

Bei der Auswahl geeigneter Oligonukleotide muf3ten sowohl Anforderungen der Real Time
PCR-Technik hinsichtlich Schmelzpunkt, Amplikonlange usw. als auch ausreichende
Spezifitat bertcksichtigt werden. Die Vorgehensweise sei am Beispiel der Primer-Auswahl
fur Erwinia spec kurz erlautert: Analog zur Auswahl von Oligonukleotiden fir eine

herkdbmmliche PCR (3.3.4.2) wurden alle zu diesem Zeitpunkt bekannten Sequenzen von
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Erwinia-Arten aus der Genbank miteinander verglichen (2.7.2), um konservierte Regionen zu
lokalisieren. Durch Vergleich der so gefundenen Sequenzen von zwei Erwinia pyrifoliae-
Stammen [AJ132969; AJ009930] und viarwinia rhapontici [AF232678] mit der Sequenz

von Escherichia vulneris [AF047421], dem nachsten Verwandten auf3erhalb der Gattung
Erwinia [79,2 % Ubereinstimmung zBrwinia rhapontici], war es mdglich, Regionen, die
innerhalb der Enterobakterien konserviert sind, von Regionen, die spezifisch fur die Gattung
Erwinia sind, zu unterscheiden (3.3.4.2, Abb. 3.10). Mit Hilfe des Softwareprogramms
"Primer Express 2.0" (Applied Biosystems, Weiterstadt) wurden die Sequenzen bezlglich
Schmelzpunkt, Amplikonlange, GC-Gehalt usw. (Tab. 2.3) untersucht (2.7.16) und eine Liste
moglicher Primer und Sonden-Kombinationen ermittelt. Aus diesen drei Kiriterien
[konserviert innerhalb der Gattungrwinia, verschieden zu anderen Enterobakterien,
Anforderungen der Real Time PCR] wurde nun ein Kompromifl3 gesucht, der méglichst allen
Bedingungen gerecht wurde, und entsprechende Oligonukleotide synthetisiert (Tab. 3.2). In
ahnlicher Weise wurde bei der Auswahl von Real Time PCR-Primern fir die Gattungen
Cladosporium, Microsphaera und Ramularia verfahren. Fir die Untersuchung von
Eubakterien mittels Real Time PCR wurden die Nukleotidsequenzen der Primer und der
TagMan-Sonde von &cH et al.(2002) tbernommen (Tab. 3.2).

Erw nl ACACTGCCCTTTCACGGECT GTAACAGGEGEGT TCGAAT CCCCT TGGEGGACGCCATCTCCTGA
Erwi n2 ACACTGCCCTTTCACGGCTGTAACAGGGEGT TCGAATCCCCTTGEGGACGCCATCTCCTGA
Erwi n3 ACACTGCCCT T TCACGGCT GTAACAGGGEGT TCGAAT CCCCT TGGEGGACGCCAC- - ACCGG
Erwi n4 ACACTGCCCTTTCACGGECTGTAACAGGGEGT TCGAATCCCCTTGEGGACGCCAC- - ACCGG
Erwi n5 ACACTGCCCT T TCACGGCT GT AACAGGGEGT TCGAATCCCCT TGGGGACGCCATCTCCTGA
Erwi n6 ACACTGCCCTTTCACGGECT GTAACAGGEEGT TCGAAT CCCCT TGGEGGACGCCATCT CCT GA

EE Rk S S Sk kS b S R S S R S S Rk kS

TAATGA- GTGAAAGACATTATCAACCCGTATCTCAAAACT GAT TCTCTCCGCAAGGACGAGTCACGT TTGA
TAATGA- GTGAAAGACATTATCAACCCGTATCTCAAAACTGATTCTCTCCGCAAGGACGAGT CACGTTTGA
TAACGACGT GAAAGACGT TGCCACTCAGTATCTCAAACGCTGACT-TT------- - AACGAGTCACGITTGA
TAACGACGT GAAAGACGT TGCCACTCAGTATCTCAAAGCTGACT- TT------ - - AACGAGTCACGTTTGA
TAATGA- GTGAAGGACATTATCAACCCGT ATCTCAAAACT GAT TCTCTCCGCAAGGACGAGT CACATTTGA
TAATGA- GTGAAAGACATTATCAACCCGTATCTCAAAACTGATTCTCTCCGCAAGGACGAGT CACATTTGA

*k* k% kkhkkkxk *k* *% * % * kkkhkkkkhkhkkkhkk kkhkkkx * % *kkkkhkkhkxkk, *khkkx*k

GATATTTGCTCTTTAACAAT CCGGAACAAGCT GAAAATTGAAA
GATATTTGCTCTTTAACAAT CCGGAACAAGCTGAAAATTGAAA
GATATCTGCTCTTTAACAAT CCGGAACAAGCTGAAAATTGAAA
GATATTTGCTCTTTAACAAT CCGGAACAAGCT GAAAATTGAAA
GATATTTGCTCTTTAACAAT CCGGAACAAGCTGAAAATTGAAA
GATATTTGCTCTTTAACAATCCGGAACAAGCTGAAAATTGAAA

khkkhkhk dhkkhkhhhkhhhhhhhhhhhkdhhhkhhhkhhhkhhhkhrhkhrhhk

Abb. 3.12: Vergleich sechs unterschiedlicher Sequenzen von Erwinia spec. zur Auswahl von spezifischen
TagMan®-Sonden zur Quantifizierung unterschiedlicher Gruppen innerhalb der Gattung Erwinia.
Insgesamt wurden sechs unterschiedliche Nukleotidsequenzen von epiphytischen Erwinia-Bakterien von
Blattoberflachen der Stieleiche isoliert (3.3.1), mittels PCR amplifiziert (2.7.3) und schliel3lich sequenziert
(2.7.4-9). Mit Hilfe des Software-Programms Clustal W 1.8 wurde ein Sequenzvergleich (2.7.2) der "intergenic
spacer"-Regionen zwischen der 16S und 23S rDNA dieser sechs Amplifikate durchgefiihrt. Ubereinstimmende
Basenpositionen wurden mit * gekennzeichnet. Dargestellt ist ausschlieBlich der fir alle Isolate bekannte
Sequenzbereich zwischen den Primern "Erwin RT for" und "Erwin RT rev". Zur Auswahl spezifischer Sonden
wurden Bereiche ausgewahlt, in denen sich die betrachteten Sequenzen unterschieden. Die entsprechenden
Sequenzen der Sonden wurden fett gedruckt. Aus dem Amplifikat "Erwin3" wurde Sonde "Erwin P1" abgeleitet
[spezifisch fur "Erwin3" und "Erwin4"], die Sequenz von Sonde "Erwin P2" stammt aus "Erwin5" und ist nur fir
diesen Klon spezifisch. Sonde "Erwin P3" wurde aus dem Klon "Erwinl" abgeleitet und stimmt auRerdem mit
der Sequenz von "Erwin2" Uberein (Tab. 3.2).
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Neben diesem Syber® Green-System [s.0.] zur Quantifizierung der Kopienzahlen von
"Gesamt Erwinia" wurden weitere Real Time PCR-Systeme auf Basis der TagMan®-
Methode (2.7.16.2) aufgebaut, um eine genauere Unterscheidung innerhalb der Gattung
Erwinia zu erreichen. FiUr diese Untersuchungen wurden die sechs unterschiedlichen
Sequenzen voBrwinia-Klonen herangezogen, welche von Blattoberflachen der Eiche isoliert
worden waren (3.3.1-5, Abb. 3.11). Fur diese Systeme wurden die gleichen Primer des
Syber® Green-Ansatzes verwendet, jedoch in Kombination mit einer hoch spezifischen
TagMan®-SondeEin Nukleotidsequenzvergleich aller Isolate von Erwinia spec. (Abb. 3.12)

zeigte, dal3 es innerhalb der Gattung zwei unterschiedliche Gruppen von Species gibt. Gruppe
A umfaldte die Sequenzen "Erwin3" und "Erwin4", die sich lediglich in einer Basenposition
unterschieden. Die deutlich unterschiedliche Gruppe B beinhaltete die Klone "Erwinl",
"Erwin2", "Erwin5" und "Erwin6". Diese vier Isolate besalRen an drei Stellen unterschiedliche
Basensequenzen.

Tab. 3.2: Sequenzen aller Oligonukleotide zur Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen mittels
Real Time PCR. Alle Basensequenzen wurdenin 5’ - 3’ Leserichtung dargestellt.

*: Die Nukleotidsequenzen zur Untersuchung von Eubakterien wurden von BACH et a. (2002) Gbernommen.
FAM: Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein; TAMRA: Quencher 6-Carboxytetramethylrhodamin.

Oligonukleotid | Basensequenz

Myrcensynthase (interner Standard)

Myrl for AACCATTCCTTGGAGTTCCCA

Myrl rev TGC TTC CAA CCT AGG CAT CCT

Cladosporium spec.

Clado for GCG CGC CTCAAA GTCTCC

Clado rev TGA AAGATT TAA CGG CCT CGA C

Microsphaera spec.

Micro for CGCTGC TCC GCA AGG AC

Micro rev GCG CTC CAG CCG AAA CC

Ramularia spec.

Ramu for ATCATT ACT GAG TTA GGG AGC AAT CC

Ramu rev GGG GAA TGC CGT CGA AAC

Eubakterien

Eubak for* GGT AGT C(CT)A (CT)GC (AC)(GC)T AAA CG

Eubak rev* GACA(AG)CCAT GCA (GC)CA CCT G

Eubak Sonde* FAM T(GT)C GCG TTG C(AGT)T CGA ATT AA(AT) CCA C TAMRA
Erwinia spec.

Erwin RT for ACACTGCCCTTT CACGGCT

Erwin RT rev TTTCAATTT TCA GCT TGT TCC G

Erwin P1 FAM ACC GGT AACGAC GTG AAA GACGTT GC TAMRA
Erwin P2 FAM ACG CCA TCT CCT GAT AAT GAG TGA AGG ACA TAMRA
Erwin P3 FAM ACGTGA CTCGTCCTT GCG GAG AGA ATC TAMRA

Durch einen Vergleich der sechs Sequenzen wurden Regionen ausgewahlt, die innerhalb der
Gattung Erwinia eine genauere Unterscheidung von Gruppen und einzelnen Klonen
ermdglichte. Durch Verwendung der TagMan®-Sonde "Erwin P1" (Tab 3.2) [spezifisch fur

71



Ergebnisse

"Erwin3" und "Erwin4"] wurden beide Isolate der Gruppe A erfal3t. Fir die Gruppe B wurden
zwei weitere Sonden konstruiert. Die Sonde "Erwin P2" (Tab 3.2) deckte sich ausschlief3lich
mit der Nukleotidsequenz des Klons "Erwin5", wahrend die Sonde "Erwin P3" spezifisch war
fur "Erwinl" und "Erwin2" (Tab 3.2). Die Kombination dieser entwickelten Real Time PCR-
Systeme erlaubte die Bestimmung der GesamtkopienzahEmemia spec. mittels Syber
Green®-Methode sowie eine genauere Unterscheidung verschiedener Gruppen innerhalb der
GattungErwinia.

3.3.7Kalibrierung der Real Time PCR-Systeme zur Quantifizierung epiphytischer
Mikroorganismen

Vor der Quantifizierung von Genomkopien epiphytischer Mikroorganismen wurden die
unterschiedlichen Real Time PCR-Systeme zunachst optimiert (2.7.16.3) und kalibriert. Fur
diese Untersuchungen wurde von den sequenzierten Klonen hochreine Plasmid-DNA isoliert
(2.7.10) und die DNA-Menge spektralphotometrisch bestimmt (2.7.11).
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Abb. 3.13: Kalibrationsgeraden von Syber® Green Real Time PCR-Systememufgetragen wurden die
eingesetzten Kopienzahlen verschiedener Standard-DNA-Losungen gegen -tliert€ Der G-Wert
["Threshold Cycle"] gibt die Nummer des ersten PCR-Zyklus' an, in dem ein Fluoreszenzsignal detektiert wird,
das Uber dem Schwellenwert ['Rauschen”] liegt (2.7.16). Als Standards wurden hochreine Plasmid-DNA-
Losungen mit klonierten DNA-Segmenten epiphytischer Mikroorganismen eingesetzt, welche von der
Blattoberflache der Stieleiche isoliert wurden (3.3.1-5). Die Kopienzahl wurde nach spektralphotometrischer
Messung der DNA-Menge berechnet (2.7.11-12). Alle Datenpunkte wurden in Dreifachbestimmung ermittelt.
Dargestellt sind die Kalibrationsgeraden der Syber® Green-System&rwinia spec | ]: R* = 0,993;
Microsphaera spec. [—]: R* = 0,985; Myrcensynthase [—]*R 0,997;Ramularia spec. —]: R* = 0,996

und Cladosporium spec. —J: R? = 0,999.
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Unter Berucksichtigung der jeweiligen Molekulargewichte der Vektoren wurde die
Kopienzahl der Plasmide berechnet (2.7.12). Durch entsprechende Verdinnungen wurden von
allen hochreinen Plasmiden Kalibrationslosungen mit definierten Kopienzahlen hergestellt,
die fur die Optimierung und Kalibrierung der Real Time-Systeme eingesetzt wurden.

Sowohl fir die funf entwickelten Syber® Green-AnsaZkaflosporium spec, Erwinia spec,
Microsphaera spec, Ramularia spec und Myrcensynthase-Gen] als auch fur die vier
TagMan®-Systeme ['Erwin P1", "Erwin P2", "Erwin P3" und Eubakterien] wurden
Kalibrationsgeraden mit sehr hohen Regressionskoeffizienten [6,84% 0,999] ermittelt,

was eindeutig die Funktionalitdt und Genauigkeit der entwickelten Real Time PCR-Systeme
zeigte (Abb. 3.13 und Abb. 3.14). In weiteren Versuchen wurde eine untere Nachweisgrenze
von kleiner 100 Kopien und eine obere Grenze von uieKapien pro Ansatz bestimmit.
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Abb. 3.14: Kalibrationsgeraden von TagMan® Real Time PCR-SystemerDargestellt sind die entwickelten
Systeme zur Quantifizierung der Erwinia-Gruppen. "Erwin3" [—]: R®=0,995 mit Sonde "Erwin P1",
"Erwin5" [0 O ]: R? = 0,988 mit Sonde "Erwin P2", sowie "Erwint*{—]: R? = 0,949 mit Sonde "Erwin P3".
Zusatzlich wurde ein von &H et al. (2002) etabliertes TagMan®-System zur Quantifizierung eubakterieller
Kopienzahlen mit einem Genomsegment #owoli TG1 kalibriert [—]: R? = 0,985. Aufgetragen wurden die
vorgelegten Kopienzahlen der unterschiedlichen Standard-DNAs gegen die Ci-Werte ["Threshold Cycle'],

welche die Nummer des ersten PCR-Zyklus' angeben, in dem erstmals ein Fluoreszenzsignal Uber dem
Schwellenwert ["Rauschen"] detektiert wird (2.7.16). Als Standards wurden hochreine Plasmid-DNA-L&sungen
mit klonierten DNA-Segmenten epiphytischer Mikroorganismen eingesetzt. Die Berechnung der Kopienzahl
erfolgte nach spektralphotometrischer Messung der DNA-Menge (2.7.11-12). Alle Datenpunkte wurden in
Dreifachbestimmung ermittelt.
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3.3.8 Validierung des entwickelten Real Time PCR-Systems flrwinia spec.

Anhand der Kalibrationsgeraden (Abb. 3.13, Abb. 3.14) wurde die Funktionalitat der
entwickelten Syber® Green- und TagMan® Real Time PCR-Systeme gezeigt. Jedoch waren
die Kalibrationsgeraden kein Beleg fir die Spezifitdt der entwickelten Methode. Die Auswabhl
der Oligonukleotidsequenzen anhand konservierter Regionen liel3 eine Spezifitat vermuten,
welche jedoch Uberpruft werden mufite. Da fir die Auswahl konservierter Regionen innerhalb
der GattungErwinia lediglich drei Sequenzen vorwinia spec. zur Verfligung standen,
waren die hiervon abgeleiteten Oligonukleotide mit einiger Unsicherheit behaftet. Daher
wurde eine Validierung des Syber® Green-Systems zur Quantifizierungrwonia-Species
durchgefiihrt, da auf diesen Oligonukleotiden drei weitere TagMan®-Systeme zur genaueren
Quantifizierung von Gruppen innerhalb der Gatténginia aufbauten.

Ausgangspunkt fur die Validierung war eine Eichenblattprobe, die am 04.06.01 [Nullprobe,
Julianischer Tag 155] von einem Baum aus dem Freiland geerntet wurde. Die Untersuchung
dieser Probe mit Hilfe des Syber® Green-Systems zur Quantifizierundenania spec

hatte ein eindeutig positives Ergebnis ergeben [Real Time PCR, Amplifikatgrofie,
Schmelzpunkt]. Dieses DNA-Amplifikat sollte nun kloniert und sequenziert werden. Da bei
einer gelelektrophoretischen Analyse des Amplifikats nur eine schwache Bande erkennbar
war, wurde 1 pl aus diesem Real Time PCR-Ansatz als Template in eine herkdmmliche PCR
(2.7.3) eingesetzt, um die Menge des Amplifikats zu erhohen ['Re-PCR"]. Das
Temperaturprogramm sowie die Konzentrationen an Mag@d dNTPs wurden den Real
Time PCR-Bedingungen angepalit (2.7.16.3). Dieses Amplifikat wurde in den pCR2.1-TOPO
Vektor ligiert und inE. coli TG1 transformiert (2.7.4-8). Es wurden finf Anséatze sequenziert
(2.7.9) und mit der Genbank (2.7.2) verglichen. Alle Klone wurden eindeutig als Mitglieder
der Gattungerwinia identifiziert. GroRte Ubereinstimmung [87 % identische Basen] bestand
zu Erwinia rhapontici [AF232678]. Die sequenzierten Klone entsprachen den Sequenzen
"Erwin5" und "Erwin6" (Abb. 3.11). Diese Untersuchung zeigte, dal® das entwickelte Real
Time PCR-System zur Quantifizierung vé@mnwinia spec. mittels Syber® Green-Technik
spezifisch fur Organismen der GattulBigyvinia ist. Die Real Time-Systeme wurden nun zur
Quantifizierung von epiphytischen Mikroorganismen auf Blattoberflachen eingesetzt.

Die drei verwendeten TagMan® Real Time PCR-Systeme zur Quantifizierungrwonia
spec. wurden ebenfalls kritisch untersucht. Zum einen wurden sie auf Querempfindlichkeiten
(Tab. 3.3) und zum anderen auf ihre Verwendbarkeit in der Praxis getestet (Abb. 3.15).

Die drei entwickelten TagMan® PCR-Systeme (3.3.3-6) ermdglichten eine genauere
Untersuchung von Gruppen und Stammen innerhalb der Gdttwagia. Hierbei wurden die
selben Primer wie im beschriebenen Syber® Green-System zur Quantifizieruegwara

spec eingesetzt, jedoch jeweils in Kombination mit einer hoch spezifischen TagMan®-Sonde
(Tab. 3.2). Alle DNA-Proben des Beprobungstermins PO [Nullprobe; 04.06.01; Julianischer
Tag 155] wurden zur Quantifizierung epiphytisclewinia-Bakterien mit diesen Systemen
eingesetzt (n = 19).

Mit allen drei entwickelten TagMan®-Sonden wurdérwinia-Stamme oder -Gruppen auf

den untersuchten Eichenblattern nachgewiesen (Abb. 3.15). Insgesamt war eine Detektion in
funf der 19 untersuchten Proben mdoglich. In diesen Proben betrug der Anteil mittels
TagMan®-Sonden nachweisbareErwinia-Stamme zwischen 2 und 100 % der
Gesamtkopienzahl! vd&rwinia spec.
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Abb. 3.15: Bestimmung der Kopienzahlen von rDNA-Segmenten verschiedener Erwinia-Gruppen auf der
Oberseite von Eichenblattern.Am 04.06.01 [Julianischer Tag 155] wurden Blattproben von Eichenpflanzen
(Quercus robur L.) aus dem Freiland (2.3) geerntet und DNA epiphytischer Mikroorganismen isoliert (3.3.3).

Anhand einer entwickelten Real Time PCR-Methode auf Syber® Green-Basis (3.3.4-7) wurden die
Gesamtkopienzahl von rDNA-Segmenten \Emvinia spec. quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert [—]
sowie Minimum und Maximum [-----] der Gesamtkopienzahl von rDNA-SegmentenEvaimia spec.. Mit

Hilfe entwickelter TagMan® PCR-Sonden (Tab. 3.2) wurden zusatzlich drei Gruppen innerhalb der Gattung
Erwinia unterschieden und die jeweiligen Kopienzahlen bestimmt (3.3.4-7). Die eingesetzte TagMan®-Sonde
"Erwin P1" ermdglichte die Quantifizierung von "Erwin3" und "ErwinA],[mit Sonde "Erwin P2" wurde Isolat
"Erwin5" nachgewiesend], und Sonde "Erwin P3" war spezifisch fur "ErwinX¥].[Es wurde DNA aus 19
Blattproben (n=19) isoliert, und alle Real Time PCR-Messungen wurden in Dreifachbestimmungen
durchgefuhrt.

Zur Untersuchung der Querempfindlichkeiten der drei verwendeten TagMan®-Sonden
wurden jeder Sonde je drei unterschiedliche rDNA-Segment&meimia-Klonen ["Erwinl",
"Erwin3", "Erwin5"] als Template-DNA vorgelegt. In drei Parallelansatzen wurden jeweils
100 000 Kopien vorgelegt und unter optimierten Bedingungen quantifiziert. Die Ergebnisse
(Tab. 3.3) zeigten, da’R die beid&nwinia-Gruppen [A und B] eindeutig unterschieden
wurden, jedoch innerhalb der Gruppe B Querempfindlichkeiten auftraten.

Tab. 3.3: Querempfindlichkeiten der verwendeten TagMan®-Sonden zur Quantifizierung von
Genomkopien vonErwinia spec.. In drei Parallelen wurden jeweils 100 000 Kopien von rDNA-Segmenten

dreier unterschiedlicher Erwinia-Sequenzen (3.3.5) als Template-DNA fir drei TagMan®-Sonden (3.3.6)
eingesetzt und mittels TagMan® Real Time PCR quantifiziert (2.7.16). Sonde "Erwin P1" war homolog zur
DNA-Sequenz von "Erwin3", Sonde "Erwin P2" zu "Erwin5" und Sonde "Erwin P3" zu "Erwinl".

TagMan® Detektierte Kopien pro Ansatz

Sonde Erwin3 (Gruppe A) Erwinl (Gruppe B) Erwin5 (Gruppe B)
Erwin P1 (1,0 +01) x 10 0 0

ErwinP2 |0 (09+02)x 10 (1,0 +03) x 10
ErwinP3 |0 (1,0 +03) x 10 (04+02) x 10
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3.4 Quantifizierung epiphytischer Mikroorganismen auf Blattoberflachen
der Stieleiche mittels Real Time PCR

In der Vegetationsperiode 2001 wurden Eichenpflanzen, die unter unterschiedlichen UV-B
Expositionen kultiviert wurden, auf epiphytische Mikroorganismen untersucht (2.4). Zu vier
Beprobungsterminen wurden Eichenblatter in vier unabhéngigen Proben (n=4) von allen
Expositionsvarianten (2.3-4) entnommen und die DNA epiphytischer Mikroorganismen
isoliert (3.3). Verluste wahrend der DNA-Isolierung wurden durch Einsatz eines internen
Standards [Myrcensynthase-Gen], der allen Proben zugesetzt wurde, bestimmt und durch
Berechnung einer Wiederfindungsrate berlcksichtigt (2.7.14). Zur Quantifizierung der
wiedergefundenen Myrcensynthase-Plasmide wurde ein entwickeltes Real Time PCR-System
auf Syber® Green-Basis verwendet (3.3.3-6). Anhand vier weiterer entwickelter Syber®
Green Real Time-Systeme (3.3.3-6) wurden die Kopienzahlen genomischer DNA von
Cladosporium spec, Microsphaera spec, Ramularia spec und Erwinia spec in allen Proben
bestimmt (Abb. 3.16). Zuséatzlich wurde die Anzahl genomischer DNA-Kopien von
Eubakterien mit einer vonA&H et al.(2002) entwickelten TagMan® PCR-Methode ermittelt
(Abb. 3.16). Alle Real Time PCR-Untersuchungen wurden in Dreifachbestimmungen
durchgefuhrt.

3.4.1 Epiphytische Pilze

Zu Versuchsbeginn [PO; 04.06.01; Julianischer Tag 155] wurden durchschnittiftibid0

10" Kopien m? Blattfliche an rDNA-Genomsegmenten vddicrosphaera spec. auf
Oberseiten von Eichenblattern ermittelt (Abb. 3.16). Nach Verteilung der Eichenpflanzen auf
die unterschiedlichen UV-B Strahlungsexpositionen der Standorte Berg und Tal wurden
wahrend der Vegetationsperiode 4,1 X bis 3,2 x 16¢ Kopien m* Blattfliche gemessen.
Dieses hohe Niveau wurde bis zum Versuchsende aufrecht erhalten, so dal3 in der letzten
Probennahme [P5; 16.10.01; Julianischer Tag 289] ¢ Kupien m? Blattflache an beiden
Standorten unabhangig von der UV-B Strahlungsexposition bestimmt wurden.

Sowohl die Kopienzahlen von rDNA-Segmenten v@ladosporium spec. als auch von
Ramularia spec. lagen deutlich unterhalb der fur Mehltau bestimmten Werte.
Ubereinstimmend fir beide phytopathogenen Pilze wurde ein Startwert [PO, s.0.] von
10" Kopien n¥ Blattflache ermittelt (Abb. 3.16). Auf Eichenblattern des Standorts Berg
wurden im Verlauf der Vegetationsperiode sinkende Kopienzahlen der rDNA beider Arten
zwischen 3 x 1bbis 1,1 x 16 Kopien ni Blattfliche gemessen. Zu Versuchsende wurden
nur noch 10 bis 16 Kopien m* Blattfliche bestimmt. Ein anderes Bild ergab sich —
unabhangig von der UV-B Exposition — im Tal. Hier wurden fiir die erste Probennahme [P1;
25.06.01; Julianischer Tag 176] Werte zwischen 1,1°x@0d 2,5 x 1& Kopien m?
Blattflache bestimmt, und es wurde ein leichter Anstieg der Kopienzahlen im Verlauf der
Vegetationsperiode beobachtet, so daR in der letzten Probennahme [P5, s.0.f ca. 10
Kopien mi? Blattflache ermittelt wurden.
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Abb. 3.16: Quantifizierung der Kopienzahlen genomischer DNA von epiphytischen Mikroor ganismen auf
Eichenbléttern. Die DNA epiphytischer Mikroorganismen auf Blattern von Eich@uefcus robur L.), welche

in der Vegetationsperiode 2001 bei verschiedenen UV-B Expositionen angezogen wurden (2.3), wurde isoliert
(3.3.3) und die Kopienzahlen genomischer rDNA-Segmente mittels entwickelter Real Time PCR-Systeme
(3.3.4-7) quantifiziert. Es wurden Kopienzahlen der phytopathogenen Rladosporium spec. A],
Microsphaera spec [[], Ramularia spec. [1] sowie epiphytischeErwinia-Bakterien p ] bestimmt. Zusatzlich
wurden Genomkopien von Eubakteriérj it einer bereits etablierten Real Time PCR-Methode quantifiziert

(BAcH et al. 2002). Es wurden vier unabhangige Proben (n = 4) je Behandlungsvariante untersucht. Vor
Versuchsbeginn wurde ein Startwert [Nullprobe, 04.06.01; Julianischer Tag 155] aus der Gesamtheit aller
Versuchspflanzen ermittelt. Anschlieend wurden die Eichenpflanzen auf die funf verschiedenen UV-B
Strahlungsexpositionen verteilt und zu drei unterschiedlichen Probennahmeterminen [P1, P3, P5 (Tab. 2.1)]
untersucht, wobei jede Real Time PCR-Messung wiederum in Dreifachansatzen durchgefihrt wurde.

3.4.2 Epiphytische Bakterien

Bevor die Eichenpflanzen auf die Standorte mit unterschiedlichen UV-B Strahlungs-
expositionen verteilt wurden, wurde auf Oberseiten von Eichenblattern ein Startwert [PO;
04.06.01; Julianischer Tag 155] in der GroRenordnung vérkapien m? Blattflache des
untersuchten rDNA-Bereichs von Eubakterien ermittelt (Abb. 3.16). Im Verlauf der
Vegetationsphase wurden Werte zwischen 3,0 xub@ 4,5 x 18 Kopien m? Blattflache
gemessen, wobei innerhalb der vier Parallelen Unterschiede von mehreren Gré3enordnungen
erkennbar waren. Da insbesondere in der letzten Probennahme [P5; 16.10.01; Julianischer
Tag 289] wenig Datenpunkte zur Verfligung standen, war keine klare Aussage zum Verlauf
von Kopienzahlen wahrend der Vegetationsperiode erkennbar. Die ermittelten Kopienzahlen
der rDNA-Segmente epiphytischer Eubakterien lassen keine Unterschiede zwischen Pflanzen
beider Standorte sowie zwischen den unterschiedlichen UV-B Strahlungsintensitaten
erkennen. Die DNA-Kopienzahl bewegte sich bis zum Versuchsende in einer Grél3enordnung
von 10 Kopien m? Blattflache.

Untersuchungen der Kopienzahl des entsprechenden rDNA-GenomsegmerEswiaia

spec. ergaben einen Startwert [PO; 04.06.01; Julianischer Tag 155] zwischend10@

Kopien m? Blattflache, der somit drei bis vier GréBenordnungen unterhalb der gemessenen
Kopienzahlen von Eubakterien lag (Abb. 3.16). Wahrend des Untersuchungszeitraumes
wurden Kopienzahlen von 6,7 x bis 5,7 x 10 Kopien m? Blattflache bestimmt.
Unabhangig von der UV-B Exposition und vom Standort der Pflanzen wurden sinkende
Kopienzahlen im Verlauf der Vegetationsphase gemessen. In der letzten Probennahme
wurden Kopienzahlen vorErwinia rDNA-Segmenten um fPOKopien m? Blattflache
ermittelt. Wahrend im Tal-Freiland rDNA-Kopienzahlen vorf kK@pien ni’ Blattflache fiir
Erwinia spec. bestimmt wurden, lieBen sich auf Blattern von Eichen, die in den
Phytokammern im Tal inkubiert wurden, keine rDNA-Kopien nachweisen.

78



4 Diskussion

Epiphytische Mikroorganismen kommen auf allen Blattflachen von Freilandpflanzen vor. Die
verschiedenen mikrobiellen Gruppen und Arten beeinflussen sich nicht nur untereinander,
sondern stehen auch in Wechselwirkung zu den Blattern, auf denen sie aufsitzen. lhr Einflul3
— positiv oder negativ — ist neben einer Reihe anderer GroéRen ein wesentlicher Faktor, der
Uber die Blattgesundheit der Wirtspflanze entscheidet. Epiphytische Mikroorganismen auf
Blattern der StieleicheQuercus robur L.), einer wichtigen, bestandsbildenden Baumart in
Deutschland (BTIN, 1989, HCKER, 1995), sind wenig untersucht. Uber die Auswirkungen
von Umweltfaktoren auf die Wechselwirkungen zwischen epiphytischen Mikroorganismen
und ihrem Wirt ist wenig bekannt. Aufgrund des zu erwartenden Anstiegs der UV-B
Strahlung in den nachsten JahrzehntemL(@vELL et al., 1998, RUDER et al., 2001,
WELLBURN, 1997) ist die Auswirkung der UV-B Strahlung auf das System Blatt-
Mikroorganismen von besonderer Bedeutung. Um den Einflu@ von UV-B Strahlung und
anderern Umweltfaktoren auf epiphytische Mikroorganismen zu untersuchen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit geeignete Methoden zur Quantifizierung von Bakterien und Pilzen auf
Blattoberflachen entwickelt.

In diesem Kapitel werden sowohl die einzelnen Schritte der Neu- und Weiterentwicklung der
eingesetzten Methoden sowie die erzielten Ergebnisse diskutiert und ein Ausblick auf
maogliche Nachfolgeuntersuchungen gegeben.

4.1 Vergleich der Untersuchungsstandorte

In der vorliegenden Arbeit wurden Eichen unter verschiedenen UV-B Strahlungsniveaus an
zwei Standorten untersucht, die rund 1000 Meter Hohendifferenz aufwiesen (2.3). Generell
konnen zur Generierung unterschiedlicher UV-Strahlungsniveaus UV-Lampen und / oder
Folienfilter eingesetzt werden esHAM et al., 1997, RNTEN, 1998, $HNITZLER et al.,

1999, TUVESON et al., 1988, WSER et al., 2000). Um moglichst naturnahe Bedingungen zu
erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit auf den Einsatz von UV-Lampen verzichtet und
statt dessen durch Verwendung geeigneter Folienfilter der UV-B Anteil der natirlichen
Sonnenstrahlung stark reduziert [UV-] bzw. wenig verandert [UV+]. Die verwendete UV-B
undurchlassige Folie (2.3.3) fuhrte im Vergleich zu Freilandwerten zu einer Reduzierung des
UV-B Anteils innerhalb der Pflanzenanzuchtskammern auf 14 % am Standort Tal bzw. 12 %
am Standort Berg. Auch wenn die UV-B Strahlung nicht vollstandig eliminiert wurde, so
rechtfertigte die deutliche Reduzierung des UV-B Anteils um mehr als 4/5 die Bezeichnung
der Expositionsvarianten als "Tal UV-" bzw. "Berg UV-". Die zu Vergleichszwecken
verwendete UV-B durchlassige Folie (2.3.3) fihrte zu UV-B Strahlungsexpositionen von
69 % in der Expositionsvariante "Tal UV+" bzw. 54 % in der Expositionsvariante "Berg
UV+"im Vergleich zu den an beiden Standorten gemessenen UV-B Strahlungsintensitaten im
Freiland. Ein nicht zu unterschatzender Strahlungsanteil [bis zu 46 %] wurde demzufolge
durch die Folien bzw. das als Wetterschutz umgebende Plexiglas® zurtckgehalten. Um dieser
Abschwachung der UV-Strahlung entgegen zu wirken, werden oftmals UV-Versuche an hoch
gelegenen Beprobungsflachen durchgefihrang®n, 1998). Mit zunehmender Ho6he
verringert sich die Dicke der Luftschicht Uber einem Standort. Insbesondere durch die
geringeren Anteile an Aerosolen und Ozon kommt es mit zunehmender H6he zu einem
Anstieg der UV-Strahlung (&PKE, 2000). Dieser Hoheneffekt kann die beim Einsatz von

79



Diskussion

Folienfiltern unvermeidlich auftretende Abschwéchung der einfallenden UV-Strahlung
zumindest teilweise kompensieren. Aus diesem Grund wurden Pflanzenanzuchtskammern auf
dem Gipfel des Wank errichtet [ca. 1000 m Hohendifferenz zum Tal]. Freilandmessungen
ergaben am Standort Berg deutlich h6here UV-B Strahlungswerte als am Standort Tal [Daten
nicht gezeigt]. Vergleicht man jedoch die in der vorliegenden Arbeit an beiden Standorten
versuchsbegleitend erfal3ten UV-B Strahlungswerte innerhalb der Pflanzenanzuchtskammern
(Abb. 2.4), so sind keine deutlichen Unterschiede zwischen den Lichtperiodenmittelwerten
der UV-B Strahlung in den Expositionskammern "Berg UV+" und "Tal UV+" bzw. zwischen
"Berg UV-" und "Tal UV-" erkennbar. Verantwortlich hierfir sind die unterschiedlich
konzipierten Pflanzenanzuchtskammern beider Standorte. In den Phytokammern im Tal
wurde eine mdglichst naturnahe Anzucht der Versuchspflanzen verwirklicht. Hierzu wurden
die Sudwande der Kammern halbseitig und die Nordwénde vollstandig entfernt (Abb. 2.2), so
daRR keine zusatzliche Klimatisierung der Kammern erforderlich war. Allerdings konnte
Streulicht einfallen, was zu einer leichten Erhohung der UV-B Strahlung fuhrte. Aufgrund der
deutlich extremeren klimatischen Bedingungen muf3ten am Standort Berg geschlossene
Pflanzenanzuchtskammern verwendet werden (Abb. 2.1). Lifter und Heizungen temperierten
die geschlossenen Kammern, um Uberhitzung sowie das Auftreten von Frostereignissen zu
verhindern. Durch die Verwendung von geschlossenen Anzuchtskammern wurde jedoch der
Einfall von Streulicht verhindert, so daf3 die im Innern der Expositionskammern gemessene
UV-B Strahlung vergleichbar zu Werten im Tal war.

Deutliche Unterschiede zeigten sich jedoch in der an beiden Standorten gemessenen
Lufttemperatur (Abb. 2.4). Am Standort Berg wurden in den Solardomen trotz Klimatisierung
im Verlauf beider Vegetationsperioden deutlich gréRere Temperaturschwankungen gemessen
als im Tal. Auf dem Wank wurden keine Versuchspflanzen im Freiland angezogen, da die
klimatischen Bedingungen einerseits eine vitale Entwicklung von Eichen in Frage stellten und
diese andererseits nicht in dieser Hohe [1780 m G. NN] natirlich vorkommeak k]

1995). Die im Innern der Solardome kultivierten Eichen zeigten keine aufRerlich erkennbaren
Unterschiede zu Pflanzen im Tal und waren bis zum Versuchsende vital. Die gemessenen
Lufttemperaturen zeigten keine Unterschiede zwischen den Expositionsvarianten eines
Standortes, so dal? durch Einsatz der Folienfilter lediglich das UV-B Strahlungsniveau
verandert wurde, wéahrend alle Gbrigen Umweltfaktoren unbeeinflul3t bzw. in gleichem Malie
verandert wurden.

Jedoch gilt es zu beriicksichtigen, dal3 die Anzahl epiphytischer Mikroorganismen durch
Regen beeinflul3t wird. Regen kann einerseits eine Reduzierung der Mikroorganismenzahlen
durch Abwaschung bewirken (KKeL, 1997), aber andererseits durch Befeuchtung der
Blattoberflache und Eintrag von Nahrstoffen wachstumsfordernd wirkead & UPPER,

2000). Durch regelmaRiges Besprihen der Blattoberflachen aller Eichen, die in
Pflanzenanzuchtskammern kultiviert wurden, mit einer synthetischen Regenlésung (2.4)
wurde Regen simuliert.

Zusammenfassend erforderte der Vergleich beider Standorte die Berlcksichtigung folgender
Punkte: Eichen am Standort Berg wurden in geschlossenen und mittels Lifter klimatisierten
Pflanzenanzuchtskammern kultiviert und waren starker vom umgebenden Freiland
abgeschirmt als Pflanzen am Standort Tal. Stieleichen kommen nicht nattrlich in Hohenlagen
des Wankgipfels [1780 m 4. NN] vor, so dal3 die Anzucht von Eichen in diesen Ho6hen ein
artifizielles System darstellt. Zwar wurden durch die Kultivierung im Innern der Solardome
das Strahlungsniveau sowie die Lufttemperaturen abgemildert, aber hinsichtlich Luftdruck
und Zusammensetzung der Luft herrschten verglichen mit dem Tal rauhere klimatische
Bedingungen am Berg-Standort.
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4.2 M ethodenentwicklung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden - eine mikrobiologische und eine
molekularbiologische - zur Quantifizierung von epiphytischen Mikroorganismen auf
Blattoberflachen der Stieleich@uercus robur L.) entwickelt, deren Vor- und Nachteile im
folgenden diskutiert werden. Abgesehen von methodischen Unterschieden ist zu
berticksichtigen, dafl3 die Isolierung der DNA epiphytischer Mikroorganismen mittels
molekularbiologischer Methode ausschlief3lich von der Blattoberseite erfolgte, wahrend die
mikrobiologische Extraktionsmethode Organismen von beiden Blattseiten erfal3te. Da die
Anzahl an Mikroorganismen abhangig von der Blattposition und -seite ARRQC, 1981,
KINKEL, 1997), kbnnen hierdurch Unterschiede auftreten.

4.2.1 Entwicklung einer mikrobiologischen Quantifizierungsmethode fur die
Untersuchung epiphytischer Mikroorganismen ["Extraktionsmethode"]

Zur Ablosung epiphytischer Mikroorganismenvon Blattoberflachen wurde die sogenannte
"leaf washing"-Technik eingesetztA@QUES & MORRIS, 1995, MoRRIS et al., 1998). Durch
Schutteln einer Blattprobe in einer Lésung werden Mikroorganismen von der Blattoberflache
abgeldst und gelangen in die umgebende Loésung, die anschlieRend untersucht wird. In der
Literatur werden viele Extraktionsldsungen unterschiedlicher Zusammensetzung beschrieben.
MORRIS et al.(1998) verwendeten reinen Kaliumphosphat-Puffer, wahra&misBoL et al.

(1993) eine Extraktionslosung mit 0,1 % des Detergenz Tween® 80 einsetHeNIHR &
RANTIO-LEHTIMAKI (1990) verwendeten hingegen reines Wasser, um Mikroorganismen von
Blattoberflachen zu waschen. Um die in der Extraktionsldsung enthaltenen Mikroorganismen
maoglichst wenig zu beeinflussen, aber ein Platzen der Zellen durch hypotonische Losungen zu
verhindern, wurde in der vorliegenden Arbeit eine 0,9 %ige NaCl-Losung eingesetzt.
Extraktionslosungen auf Kochsalz-Basis wurden auch von anderen Autoren zur Untersuchung
von Blatt- oder Bodenmikroorganismen verwendeto@ ANi, 1991, RPeEN et al., 1991). Um

die Benetzbarkeit der Blattoberflache zu erhéhen bzw. Mikroorganismen besser ablésen zu
konnen, wurde der Extraktionslésung versuchsweise entweder 0,1 % Tween® 80 oder 5 %
bzw. 10 % Ethanol zugesetzt (3.1.1). Diese Zuséatze fuhrten jedoch zu keiner meRbaren
Erhohung der Zellzahl (Abb. 3.1). Entweder fuhrte die Verwendung von Detergenz nur zu
einer minimal verbesserten Ablosung der Mikroorganismen, oder die erfolgte Ablésung
wurde durch zelltoxische Wirkungen von Ethanol und Detergenz nivelliert. Durch eine
Ultraschallbehandlung der untersuchten Blattproben wurde eine erhthte Zellzahl in der
Extraktionslosung detektiert. Diese Behandlung fuihrte zu einer Verfarbung der Blatter und
einer Grunfarbung der Extraktionslésung (Abb. 3.1). Diese Anzeichen deuteten darauf hin,
daf’ zum einen Extraktionslosung in die Blattinterzellularen eingedrungen war und dal einige
Zellen durch die Ultraschallbehandlung verletzt worden waren. Um sicher zu gehen, dal3
ausschlief3lich epiphytische Zellen mit der Extraktionsmethode erfal3t wurden und eine
Kontamination mit endophytischen Blattmikroorganismen vermieden wurde, wurde diese
Behandlung nicht weiter angewendet.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden Blattproben in 0,9 %iger NaCl-Losung Uber

einen Zeitraum von drei Stunden auf Eis geschuttelt und Aliquots der Extraktionsldsung zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Im Rahmen der MelRungenauigkeit wurden innerhalb
dieses Zeitraumes steigende Zellzahlen bestimmt, die den Verlauf einer Sattigungskurve
beschrieben (Abb. 3.1). Eine Ausweitung der Inkubation Uber drei Stunden hinaus erschien
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nicht sinnvoll, da mit zunehmender Extraktionszeit sich auch die Populationsdichte der
epiphytischen Mikroorganismen in der Extraktionslésung durch Absterben oder Vermehrung
andern kann. ARBERY et al. (1981) zeigten durch Untersuchung epiphytischer Pilze auf
Eukalyptusbléattern Hucalyptus pauciflora Sieb. ex Spreng.), dal3 bei der "leaf washing"-
Technik die Inkubationsdauer nicht nur die Gesamtzahl abgeloster Organismen beeinfluf3t,
sondern auch die relative Zusammensetzung der Mikroorganismen in der Extraktionslosung.
Je nach Zeitpunkt der Untersuchung anderte sich der Anteil bestimmter Pilzarten an der
Gesamtpopulation um mehr als eine GroéRenordnung, was zeigt, dal3 verschiedene Arten
unterschiedlich schnell von der Blattoberflache abgelost werden. Zur Erfassung aller
vorkommenden Organismenarten auf der Blattoberflache scheinen somit generell langere
Inkubationszeiten [in der GroRenordnung von Stunden] besser geeignet zu sein. Um eine
reproduzierbare Ablosung der Mikroorganismen zu gewéhrleisten, wurden alle folgenden
Untersuchungen unter gleichen Bedingungen [Schitteln der Blattproben bei 0 °C fur drei
Stunden im Dunkeln bei 120 Umdrehungen pro Minute] durchgefihrt.

Eine mikroskopische Untersuchung der Blattoberfliche (Abb. 3.6) zeigte, dall durch
dreistindiges Schutteln der Blattproben in einer 0,9 %igen NaCl-Losung die Anzahl von
Mikroorganismen auf der Blattoberflache deutlich verringert wurde, jedoch keine vollstandige
Ablosung erreicht wurde. Dieser Schwachpunkt der "leaf washing"-Technik wurde auch von
anderen Autoren erkannt.oRLAWSKY und CHUN (1998) beschrankten sich in ihren
Untersuchungen auf den Anteil an leicht ablosbaren epiphytischen Bakterien [easily
removable piphytic bacteria: EREB], die mittels dieser Technik gewonnen werden konnten.
Im Gegensatz hierzu berichtenokRis et al. (1998) Uber eine vollstandige Ablésung von
epiphytischen Mikroorganismen von Endivienblatte@ickorium endivia L. var. latifolia)

durch eine zweiminitige Ultraschallbehandlung. In dieser Arbeit wurden jedoch keine
mikroskopischen Untersuchungen der Blattoberflache durchgefuhrt, welche die beschriebene
vollstdndige Ablosung epiphytischer Organismen bestatigen kénnten. Angaben bezuglich
einer Infiltration der Endivienblatter mit Extraktionslésung oder einer Verletzung von
pflanzlichem Gewebe durch die Ultraschallanwendung wurden nicht gegeben, so dal3 eine
potentielle Vermischung von epiphytischen und endophytischen Mikroorganismen mdglich
ist. MORRIS et al.(1998) vermuten, dal3 die durch die beschriebene Ultraschallbehandlung
abgeldsten Mikroorganismen etwa 10 bis 40 % der gesamten epiphytischen Population dieser
Blatter ausmachen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte, ebenfalls zweiminutige
Ultraschallbehandlung von Blattern der Stieleiche fihrte zu einer Zellzahl-Erh6hung von
50 % (Abb. 3.1). Die in beiden Arbeiten @dRrRis et al., 1998 und diese Arbeit) beschriebene
Steigerung der durch Ultraschallbehandlung ablésbaren Mikroorganismen ist somit sehr
ahnlich, wobei die Ergebnisse unterschiedlich interpretiert wurden. Durch Homogenisierung
von Blattproben in einer Losung ["blending”- oder "grinding"- Methode] waQUES et al.

(1995) und IN et al.(1992) eine vollstandige Erfassung von Blattmikroorganismen maoglich.
Dieser Ansatz erlaubte jedoch keine Unterscheidung zwischen epiphytischen und
endophytischen Bakterien und Pilzen und war daher zur Bearbeitung des in dieser Arbeit
gestellten Themas ungeeignet.

Viele Autoren fuhren den Anteil schwer ablésbarer Mikroorganismen auf Blattflachen auf
Biofilme zuriick (KINKEL, 1997, MORRIS et al., 1998, WWTNICK & KOLTER, 2000). Solche
Biofilme bestehen in der Regel aus einem Zusammenschluf®3 vieler Mikroorganismen
unterschiedlicher Arten, die durch Pili, Fibrillen oder extrazellulare Polysaccharide sowohl
untereinander als auch mit der Blattoberflache verbunden sipalr{E & LINDOW 1994,
WATNICK & KOLTER, 2000). Oftmals sind diese Mikroorganismen in eine Matrix aus
extrazellularen Polysacchariden, wie beispielsweise Alginat, eingebettet. Durch die Biofilm-
Bildung kann ein geeignetes Mikroklima hinsichtlich pH-Wert oder N&ahrstoffversorgung
sowie ein besserer Schutz vor Fral3feinden und Strahlung erreicht werdenTi(B

82



Diskussion

& LinDow, 1994, WATNICK & KOLTER, 2000). Um Bakterien aus schwer ablésbaren
Biofilmen kultivieren zu kdnnen, inkubierteneRssoL et a. (1993) Blattsegmente ohne
vorherige Behandlung auf Nahrmedienplatten und untersuchten nach Inkubation die am Rand
der Blattstiicke gewachsenen Kolonien. Diese Methode erlaubte zwar die Isolation und
Bestimmung einzelner Arten epiphytischer Mikroorganismen, war jedoch fir eine
Quantifizierung ungeeignet.

Nach Ablésung epiphytischer Mikroorganismen von Blattoberflichen mittels der
dargestellten Extraktionsmethode (3.1.1) wurde die Zellzahl mie#PN-Technik und
Ausplattieren (2.6.1-2) bestimmt. Beide Methoden basieren auf der Erfassung der
Lebendzellzahl nach Kultivierung. Im Gegensatz zu mikroskopischen
Quantifizierungsverfahren, welche oftmals durch tote Bakterien- oder Pilzzellen verfalscht
werden und zu einer Uberschatzung von Organismenzahlen in einer Probe filhren, umgehen
beide verwendeten, mikrobiologischen Methoden dieses ProblemwegB 1981). Zudem

wird bei mikroskopischer Betrachtung lediglich ein geringer Ausschnitt der Blattoberflache
von Bruchteilen eines Quadratzentimeters untersucht. Da Mikroorganismen nicht gleichmafig
uber die Blattflache verteilt sind (KKeL, 1997), ist es notwendig, eine Vielzahl von
mikroskopischen Bildausschnitten zu untersuchen, um auf Zellzahlen eines Blattes, einer
Pflanze oder eines Bestandes schlie3en zu kdonnen. Andererseits konnen gerade durch die
hohe raumliche Auflésung mittels Mikroskopie wichtige Aussagen Uber raumliche Verteilung
von Mikroorganismen auf der Blattflache gewonnen werdesakg¢R, 1981). Ein grof3er

Vorteil klassischer Quantifizierungsmethoden, welche auf der Anzucht der zu untersuchenden
Organismen basieren, ist der Nachweis von Stoffwechselprodukten in der herangewachsenen
mikrobiellen Kultur. Anhand von mikrobiell gebildetem Nitrit, Nitrat und Lachgas war es
moglich, mittels unterschiedlicher MPN-Methoden (2.6.1) Nitrifizierer und Denitrifizierer auf
der Blattflache nachzuweisen und zu quantifizierenegA 1991). Vergleichbare Aussagen
konnen weder durch mikroskopische oder molekularbiologische Untersuchungen gewonnen
werden. Durch Verwendung von Gensonden, die spezifisch sind fir Segmente des
Ammoniummonooxygenase- oder Nitritreduktase-Gens, ist es zwar moglich, charakteristische
Gene von Ammoniakoxidierern oder Denitrifizierern nachzuweisetnKBr et al., 1998,
SINIGALLIANO et al.,, 1995), jedoch kann aus der Anwesenheit bestimmter Gene nicht
zwingend auf die entsprechenden Stoffwechselleistungen geschlossen werden, da die
Aktivitat der entsprechenden Enzyme z.B. durch Transkription und Translation reguliert wird.

Ein gro3er Nachteil bei der Verwendung klassischer mikrobiologischer Methoden, wie der
eingesetzten MPN-Technik oder dem Spatelplattenverfahren, liegt in der notwendigen
Anzucht der entsprechenden Mikroorganismen. Diese ist nicht nur material- und
zeitaufwendig, sondern ermdglicht lediglich die Erfassung eines kleinen Teils der gesamten
Mikroorganismen-Populationen. Die Kultivierung von Mikroorganismen ist abhangig von den
gewahlten Anzuchtsbedingungen, wie Temperatur, pH-Wert, Inkubationsdauer, Wassergehalt,
Nahrstoffangebot oder SauerstoffkonzentratiooH(®GEL, 1992). Die Anzucht derselben
Probe auf verschiedenen Nahrmedien zeigte grof3e Unterschiede in der Anzahl gewachsener
Kolonien (Abb.3.2). WL.soN und LINDOW (1992) ermittelten bei der Untersuchung von
Pseudomonas syringae-Kulturen mittels Mikroskopie und Ausplattieren
[Spatelplattenverfahren] einen Anteil von bis zu 75 %, der nicht kultivierbar wexn et

al. (1995) beschreiben, daf3 in unterschiedlichen Umweltproben 85 bis 99,999 % der
vorkommenden Mikroorganismen nicht kultivierbar sind. Uber dhnliche Ergebnisse berichten
KAEBERLEIN et al.(2002), die einen nicht kultivierbaren Anteil von Gber 99 % in der Umwelt
nennen. Selbst Arten, die in ihrer Wachstumsphase kultivierbar sind, kénnen bei Erreichen
eines Ruhezustandes nicht mehr angezogen werdesd\W\& L INDOW, 1992). Diese Zahlen
machen deutlich, dafl3 die mittels Anzucht bestimmten Zellzahlen vermutlich lediglich "die
Spitze des Eisbergs" darstellen und nur die Erfassung eines kleinen Teils der Gesamtheit
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mikrobieller Organismen auf der Blattoberflache ermdéglichen. Dennoch erlaubte diese
Methode den relativen Vergleich der Zellzahlen epiphytischer Mikroorganismen auf Blattern
von Eichen, die unterschiedlichen UV-B Expositionen ausgesetzt waren.

In dieser Arbeit wurden vieMPN-Methoden zur Bestimmung auto- und heterotropher
Nitrifizierer, Denitrifizierer sowie der Gesamtzellzahl heterotropher Organismen eingesetzt
(2.6.1). Alle Methoden hatten sich zur Quantifizierung von Bodenmikroorganismen bewahrt
(PAPEN & VON BERG, 1998, RPEN et al.,, 2002) und wurden auch erfolgreich zur
Untersuchung epiphytischer Blattmikroorganismen angewendet (3.2.1-3). Um die
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit dieser Methode zu testen, wurde die Gesamtzellzahl
heterotropher Organismen derselben Extraktionslosung (3.1.1) in neun parallelen MPN-
Ansatzen untersucht (2.6.1.5). Die so ermittelten hdchst wahrscheinlichsten Zellzahlen
schwankten zwischen 400 und 900 Zelleft mmhd zeigten, daR diese Methode reproduzierbar
und mit einer ausreichenden Genauigkeit arbeitet (Tab. 2.2). Die untere Nachweisgrenze der
MPN-Technik betrug ca. £0Zellen n¥ Blattflaiche. Betrachtet man jedoch den

95 % Vertrauensbereich, der zwischen 86 und 4207 Zellénag| so werden die Grenzen
dieser Technik deutlich (Tab. 2.2). Diese Methode erlaubt nur eine grobe Bestimmung der
Zellzahl und wird in der Regel zur Abschéatzung von GréfRenordnungen eingesetat &

VON BERG, 1998). Ihr grof3er Vortell liegt in einem sehr breiten Mel3spektrum. Auch ohne
Kenntnis der zu erwarteten Grél3enordnung der zu bestimmenden Zellzahlen kann diese
Methode angewendet werden, da sie mehrere Verdinnungsstufen untersucht.

Fur die Auswahl eines geeigneten Festmediums zur Quantifizierung epiphytischer
Mikroorganismen mittel&usplattieren wurden 19 unterschiedliche Medien getestet (2.6.2.1,
3.1.2), die von anderen Autoren zur Untersuchung epiphytischer Mikroorganismen genutzt
wurden (ANDREWS et al., 1987, ALAS & PARKS, 1993, RRUNEL et al., 1994, BAND-GOYAL

& SPOTTS, 1996, AcCQUES et al., 1995, KNKEL et al., 1988, LIN et al., 1992, MRRIS et al.,

1998, NewsHAM et al., 1997, BPLAWSKY & CHUN, 1998, SARMER et al., 1987, HOMPSON

et al., 1993, ©mBoOLINI et al., 1999). Der ausgewahlte Sojabohnen-Agar war nicht nur einfach

in der Handhabung [Herstellung, Konsistenz], sondern auch fur die Anzucht epiphytischer
Mikroorganismen am besten geeignet. Nach Ausplattieren eines Aliquots einer
Extraktionslosung (3.1.1) und Inkubation wurden auf diesem Nahrmedium die grof3te Anzahl
Kolonien bildender Einheiten [CFU] bestimmt (Abb. 3.2), was darauf hindeutet, daf3 der
verwendete  Sojabohnen-Agar bessere  Wachstumsbedingungen fur  epiphytische
Mikroorganismen bietet als die anderen getesteten Festmedien. Obwohl diese Ergebnisse in
mehreren Parallelen bestatigt wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dal} bei
Untersuchung einer Extraktionslésung mit Eichenblattern, die zu einem anderen Zeitpunkt
geerntet wurden, ein anderes N&hrmedium besser geeignet wéare aufgrund anderer
Mikroorganismen mit anderen Ansprichen. Um jedoch verschiedene Proben vergleichen zu
konnen, wurden alle Versuche mit dem Sojabohnen-Agar durchgefuhrt, der auch von anderen
Autoren verwendet wurde @NEL et al., 1994, ACQUES et al., 1995, MRRIS et al., 1998).

Durch Zusatz von 50 mg ICycloheximid (MorRRIS et al., 1998), einem selektiven Hemmstoff

fur Eukaryoten, wurde der Anteil an Bakterien bestimmt, und durch Zugabe zweier
Antibiotika [83 mg I* Penicillin G Kaliumsalz und 30 mg IStreptomycinsulfat] wurde der
Pilz-Anteil ermittelt (LN et al., 1992). Bei allen Untersuchungen wurde durch Einsatz beider
Hemmestofflosungen der Anteil resistenter Mikroorganismen bestimmt. Resistente Bakterien
wurden nur vereinzelt in geringer Anzahl nachgewiesen, so dafd ihr Anteil vernachlassigt
werden konnte. Fir das Ausplattieren ist es erforderlich, die ungefahren Grof3enordnungen der
zu erwartenden Zellzahlen zu wissen, um geeignete Verdinnungen der zu untersuchenden
Proben herzustellen. Aufgrund der gegenseitigen Beeinflussung von Mikroorganismen nimmt
die Anzahl gewachsener Kolonien auf einer Nahrmediumplatte nicht gemal ihrer
Verdiinnung ab (Aer, 1991). Fur eine genaue Auswertung wurden daher nur Agarplatten
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bertcksichtigt, welche zwischen 20 und 200 CFU enthielten. Ist die zu erwartende
GrolRenordnung der Zellzahlen einer Probe nicht bekannt, missen mehrere Verdinnungen
untersucht werden. Die Auswertung des Spatelplattenverfahrens basiert auf der Annahme, dal3
jede gewachsene Kolonie aus einem einzelnen Mikroorganismus hervorgegangen ist. Liegen
die Bakterien oder Pilze in der zu untersuchenden L&6sung jedoch aggregiert vor, so
unterschatzt die mittels Ausplattieren bestimmte Zellzahl die tatsachliche Organismenzahl.
Ungeeignet ist diese Methode fiur die Untersuchung beweglicher Mikroorganismen, die sich
auf der Oberflache der Nahrmedien bewegen und durch die Bildung von Schleimen oder
Filmen die Auswertung verfalschen A8r, 1999). Ein weiterer Vorteil des Ausplattierens

liegt in der Gewinnung von Einzelkolonien. Durch wiederholtes Ausstreichen von
Einzelkolonien ist es moglich, bestimmte Arten zu isolieren, wohingegen die Isolierung von
Arten aus Flussigkulturen deutlich aufwendiger ist.

Die Gesamtzellzahl heterotropher Organismen wurde mittels MPN und Ausplattieren

bestimmt und erlaubte daher einen direkten Vergleich beider Techniken (Abb. 3.4, Abb. 3.5).
Mit beiden Methoden wurden sehr ahnliche Ergebnisse erzielt, so dall sowohl beide
Techniken allgemein als auch die beiden verwendeten Medien im speziellen fur die

Untersuchung von epiphytischen Mikroorganismen der Eiche geeignet waren. In der
Mehrzahl der untersuchten Anséatze zeigten die jeweils vier unabhangigen Proben bei der
Zellzahlbestimmung mittels Ausplattieren eine geringere Variationsbreite als bei den

entsprechenden Untersuchungen mittels MPN-Methodik, was auf eine hohere Genauigkeit
des Spatelplattenverfahrens hindeutet.

Durch Kombination beider mikrobiologischer Methoden war es maoglich, Lebendzahlen von
einigen wichtigen Mikroorganismen-Gruppen zu bestimmen und wertvolle Informationen
uber GréRenordnungen und Anderungen von Populationsdichten im jahreszeitlichen Verlauf
zu erhalten. Da aber ein grof3er Teil der Mikroorganismen nicht kultivierbar war und keine
vollstandige Ablésung der epiphytischen Bakterien und Pilze mit der Extraktionsmethode
erreicht wurde (Abb. 3.6), wurde eine weitere Methoden entwickelt, die auch diesen bisher
nicht erfal3ten Anteil epiphytischer Mikroorganismen berticksichtigt.

4.2.2 Entwicklung einer anzuchtsfreien, molekular biologischen Quantifizierungsme-
thode fir die Untersuchung epiphytischer Mikroorganismen ["Abhebetechnik"]

Ausgehend von einer aus der Wachsanalytik stammenden Methode zur Untersuchung der
epikutikularen Wachsschicht {BIKAT et al., 2000, &rTeR et al., 2000, & TER et al., 2001)

und einiger von &HREIBER und SCHEINPFLUG (2000) durchgeflihrter Verbesserungen war es
madglich, eine Technik zur vollstandigen Ablésung epiphytischer Mikroorganismen von
Blattoberflachen der Stieleiche zu entwickeln (3.3.1). Die beschriebene Abhebetechnik
entfernte die epikutikulare Wachsschicht inklusive der auf und in ihr enthaltenen
Mikroorganismen. Eine mikroskopische Betrachtung der Blattoberflache nach erfolgter
Ablésung zeigte, dal? nahezu keine epiphytischen Mikroorganismen auf der Blattoberflache
zurlickblieben (Abb. 3.6). Diese Methode ermdglicht eine quantitative Erfassung
epiphytischer Pilze und Bakterien und ist in diesem Punkt der entwickelten
Extraktionsmethode (2.6, 3.1, 4.2.1) deutlich tberlegen, welche auf dem Prinzip der "leaf
washing"-Technik basierte. Eine Untersuchung der so abgeldsten Mikroorganismen mittels
der beschriebenen mikrobiologischen Methoden wurde unterlassen, da durch das Einfrieren
Mikroorganismen abgetotet worden sein konnteasfB 1999). Daher wurden die mit der
Abhebetechnik isolierten Mikroorganismen ausschliel3lich mit molekularbiologischen
Methoden analysiert.
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Voraussetzung fir diese Untersuchungen war die Isolation mikrobieller DNA in
ausreichender Reinheit (2.7.15.3). In Vorversuchen wurde beobachtet, da3 die im Eis
festgefrorenen epikutikularen Wachse nach dem Auftauen in Form eines diinnen Wachsfilms
auf der Wasseroberfliche schwammen. Diese Wachsschicht war bei Raumtemperatur nur
teilweise mit dem Detergenz SDS auflosbar und zeigte eine hohe Affinitat zu Oberflachen.
Mittels der beschriebenen Aufarbeitung (2.7.15.3), welche Inkubation bei 65 °C, mehrfaches
Invertieren und Zugabe von SDS einschlo3, war es moglich, DNA epiphytischer
Mikroorganismen aus dieser Wachsschicht zu isolieren. Die mittels dieser Methode isolierte
DNA wurde in PCRs zur Amplifizierung von Genomsegmenten epiphytischer
Mikroorganismen und zum Aufbau von Real Time PCR-Systemen eingesetzt (3.3.6-8),
welche die Quantifizierung von DNA-Kopien epiphytischer Mikroorganismen auf
Blattoberflachen der Stieleiche (3.4) ermdglichten. Um Verluste, welche wahrend der
Aufarbeitung unvermeidbar auftraten, quantifizieren zu kénnen, wurde eine definierte DNA-
Menge eines internen Standards zugesetzt und nach DNA-Isolation die wiedergefundene
Menge bestimmt (2.7.14, 3.3.6). Als interner Standard wurde ein Myrcensynthase-Gen
[AJ304839] aus der im mediterranen Raum verbreiteten Steinef@Querc(s ilex L.)
eingesetzt (BcHBACH, 2000, FscHBACH et al., 2001). Dieses Gen existiert nach heutigem
Kenntnisstand weder in der Stieleiche noch in epiphytischen Mikroorganismen. In zwei
weiteren untersuchten Methoden zur DNA-Isolation wurde kein interner Standard
wiedergefunden, so dalR diese ungeeignet waren. Bei der Bestimmung von
Aufarbeitungsverlusten mit Hilfe des internen Standards wird von der Annahme ausgegangen,
dal die Verluste des zugesetzten internen Standards anteilsmafiig genau so grof3 sind wie die
Verluste der DNA epiphytischer Mikroorganismen. Dies erscheint nicht selbstverstandlich, da
der interne Standard in Form hochreiner Plasmid-DNA zugesetzt wurde, wéhrend DNA
epiphytischer Mikroorganismen erst aus den Zellen der Organismen extrahiert werden muf3te,
welche zuvor aus bzw. von der Wachsschicht herausgelést wurden. Zum gegenwartigen
Zeitpunkt ist weder bekannt, ob dieser Unterschied tUberhaupt Einflu3 auf die anteilsmafigen
Verluste hat und — falls ja — in welchem Mal3e.

Nicht ganz auszuschlieBen war, dafl3 ein Teil der in der Wachsschicht eingeschlossenen
mikrobiellen DNA zumindest in einigen Proben nicht isoliert werden konnte. Ein Teil der
Wachsschicht konnte durch die unspezifische Oberflachenaffinitdt an die Kunststoffwande
der verwendeten Zentrifugenréhrchen oberhalb der Flissigphase binden und so die enthaltene
mikrobielle DNA nur unzureichend wahrend der Aufarbeitung erfal3t worden sein. Dies ware
eine maogliche Erklarung, warum in einigen Proben zur Quantifizierung von epiphytischen
Mikroorganismen auf Blattern der Stieleiche (Abb. 3.16) keine Genomkopien epiphytischer
Mikroorganismen nachweisbar waren (4.3).

Der Einsatz molekularbiologischer Techniken zur Untersuchung epiphytischer
Mikroorganismen auf Blattoberflachen eroffnet eine Reihe neuer Mdglichkeiten. Vor- und
Nachteile — im Vergleich zu klassischen Methoden — werden im folgenden diskutiert. Ein
grol3er Vorteil molekularbiologischer Techniken liegt darin, daf} sie anzuchtsfrei arbeiten. Im
Gegensatz zu wochenlangen Inkubationszeiten von Nahrmedienréhrchen und -platten liefert
die Quantifizierung von Genomsegmenten epiphytischer Mikroorganismen Ergebnisse
innerhalb weniger Stunden (3.3.6-7, 2.7.16). Die Untersuchung von Mikroorganismen mittels
klassischer Kultivierungsverfahren erfalt nur einen sehr geringen Teil der Organismen
(4.2.1). Schatzungsweise 15 bis weniger als 1 % aller Mikroorganismen sind kultivierbar
(AMANN et al.,, 1995, WKEeBERLEIN et al., 2002), und auch generell kultivierbare
Mikroorganismen kénnen in bestimmten Entwicklungsphasen nicht wachstumsfahig sein
(WiLsoN & LiNDow, 1992). Im Gegensatz hierzu kdnnen mit molekularbiologischen
Methoden alle Mikroorganismen untersucht werden. Je nach Spezifitdit der verwendeten
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Oligonuklectide erfolgt die Bestimmung der Gesamtzahlen von Eubakterien (BACH et al.,

2002), von Organismengruppen, wie beispielsweise Nitrifizierern (MOBARRY et al., 1996)

sowie einzelner Arten oder Unterarten (ToTH et al., 1999). In gleicher Weise kdnnen
Symbionten oder PathogeneMANN et al., 1995), die oftmals nicht unabhangig von ihrem
Partner bzw. Wirt kultivierbar sind, erfaBt werden. Alternativ ist der Nachweis
charakteristischer Gene eines Organismus oder einer ganzen Gruppe maglickr(&t al.,

1998, INIGALLIANO et al., 1995). BAKER et al.(1998) schlieRen aus der Anwesenheit von
Nitritreduktase-Genen auf denitrifizierende Stoffwechselleistung, was ohne Untersuchung
von Transkription, Translation und Aktivitat der entsprechenden Enzyme jedoch nur unter
Vorbehalt moglich ist. Fiar Aussagen dieser Art sind Untersuchungen von
Stoffwechselprodukten nach Kultivierung besser geeignet, was einen Schwachpunkt
molekularbiologischer Methoden aufzeigt. Ein weiterer Nachteil molekularbiologischer
Quantifizierungsmethoden ist eine mdgliche Uberschatzung von Kopienzahlen durch
abgestorbene Mikroorganismen, deren DNA noch nicht vollstandig abgebaut wurde.

Fur die molekularbiologische Unterscheidung bestimmter Arten oder Gattungen von
Organismen eignen sich spezielle Bereiche der ribosomalen DNRC(&MARTINEZ et dl.,

1999, WHITE et al., 1990). Eukaryotische Organismen besitzen zwischen der 18S rDNA und

der 28S rDNA einen als "intergenic spacer region” bezeichneten DNA-Abschnitt, der von der
5,8SrDNA in zwei Bereiche unterteilt wird (WHITE et a., 1990). Diese Bereiche kodieren fir
keine Proteine, sind hoch variabel und eignen sich somit zur phylogenetischen
Unterscheidung von Gattungen, Arten bis hin zu Populationen oder Stamraere @tval.,
1990). Auch in Prokaryoten finden sich vergleichbare Genomabschnitte. Ein als "internal
spacer region" bezeichneter Abschnitt zwischen der 16S rDNA und 23S rDNA enthalt nicht
kodierende, hoch variable Sequenzen, die eine Identifizierung von Organismen erlauben
(GARCIA-MARTINEZ €t al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden epiphytische Bakterien und filamentése Pilze auf
Blattoberflachen der Stieleiche untersucht. Im Mittelpunkt der molekularbiologischen
Methodenentwicklung stand einerseits das epiphytische Baktdfiwimia spec. sowie
andererseits der phytopathogene Mizrosphaera spec.

4.2.2.1 Quantifizierung phytopathogener Pilze

Zu den bedeutendsten Eichenarten in Deutschland gehéren die Traubeqgiermis(
petraea (Matt.) Liebl.) und die StieleicheQuercus robur L.) (BuTIN, 1989). Etwa 9 % der
Waldflache Deutschlands sind von Eichen bedecktUN(SMINISTERIUM FUR
VERBRAUCHERSCHUTZ ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT, 2001). Der Eichenmehltau
(Microsphaera alphitoides), ein parasitischer Pilz aus der Ordnung Erysiphales [echte
Mehltaupilze], kann beide Eichenarten befallen, wobei die Stieleiche anfalligerumsin(B
1989). Wie alle obligaten Parasiten ist der Eichenmehltau nicht auf Nahrmedien kultivierbar
(EsseERr, 2000). Eine Quantifizierung mittels mikrobiologischer Methoden war somit nicht
maoglich. NewsHAM et al.(2000) beschreiben eine Untersuchungsmethod®fcirosphaera
alphitoides, welche auf der makroskopischen Abschatzung des Bedeckungsgrads der
Blattflache mit Mycel basiert. Dieser Ansatz Ubersieht jedoch den noch nicht makroskopisch
erkennbaren Anteil des wachsenden Mycels und erlaubt keine dreidimensionale Betrachtung.
So kann beispielsweise nicht unterschieden werden, ob ein bestimmter Blattbereich nur mit
einer dinnen Schicht Pilzmycel bedeckt ist oder aber ein mehrschichtiger Belag auf der
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Blattflache gewachsen ist. Zudem sind Verwechslungen mit anderen Pilzen mdglich, die ein
ahnliches makroskopisches Erscheinungsbild haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine molekularbiologische Methode zur
Quantifizierung von Mehltau entwickelt. Hierzu wurden 15 Sequenzen der "intergenic spacer
region” [s. 0.] von verschiedenen Mehltau-Arten verglichen, um konservierte Bereiche fir die
Oligonukleotidsynthese zu lokalisieren (3.3.4). Zu diesem Zeitpunkt befand sich in der
EMBL-Datenbank kein Eintrag einer entsprechenden Sequenkiioosphaera al phitoides,

so dal3 ein Sequenzvergleich mit verwandten MehltauaMerbgqumleri [AB015919], M.

blasti [AB015918], M. friestii [ABO00939], M. heiwingiae [AB015916], M. juglandis
[AB015928],M. katsumotoi [AB015917],M. magnifica [AF011312],M. platani [AF073349],

M. pseudolonicerae [AB015915], M. pulchra [AB015935], M. staphyleae [AB015922], M.
syringae-japonicae [AB015920], M. trifolii [AB015913], M. vanbruntiana [AB015925] und

M. wallrothii [AB015930]] durchgefuhrt wurde. Auf Grundlage dieser Sequenzen wurden die
Oligonukleotide "Mic for" und "Mic rev" ausgewahlt (Tab. 3.1). Da nicht bekannt war, wie
grol3 die Sequenzunterschiede Microsphaera alphitoides waren, wurden zuséatzlich vier
weitere Primer ["ITS1" — "ITS4"] eingesetzt (Tab. 3.1), die zur Amplifizierung von rDNA-
Abschnitten einer breiten Gruppe von Pilzen geeignet waremT@\ét al., 1990). Da zu
diesem Zeitpunkt die Abhebetechnik (3.3.1) noch in der Entwicklungsphase war, wurde die
fur PCR-Ansatze bendétigte DNA epiphytischer Mikroorganismen direkt aus dem Pilzmycel
von herbstlichen Eichenblattern extrahiert (2.7.3.1). Unter Verwendung der Oligonukleotide
"ITS1 for" und "Mic rev" wurde mittels PCR ein Amplifikat erwarteter GroRRe erhalten
(Abb. 3.9), welches anschlieRend sequenziert wurde. Aus demselben PCR-Ansatz wurden
funf unterschiedliche Sequenzen bestimmt (Abb. 3.11). Das Isolat "Microl" zeigte 100 %
Ubereinstimmung zu einer inzwischen in der EMBL-Datenbank vorhandenen Basensequenz
von M. alphitoides [AF298538]. Das Isolat "Micro2", welches an drei Positionen
Unterschiede zu "Microl" aufweist, zeigte 99,8 % Identitéat zur gleichen Sequenz. Zusammen
mit einer anderen Sequenz [AJ309201] sind die Isolate "Microl" und "Micro2" die einzig
verfligbaren Sequenzinformationen der "“intergenic spacer regiori¥lvalphitoides, welche

von der Stieleiche isoliert wurden. "Microl" besall 99,8 % und "Micro2" 99,5 %
Ubereinstimmung zu dieser Sequenz [AJ309201].

Durch Verwendung eines Mehltau-spezifischen Primers ["Mic rev"] und eines allgemeinen
Pilz-spezifischen Oligonukleotids ["ITS1 for"] wurden nicht nur Mehltau-spezifische DNA-
Segmente amplifiziert. Eine gelelektrophoretische Untersuchung dieses PCR-Ansatzes
(Abb. 3.9) zeigte deutlich ein zweites DNA-Segment von ca. 500 bp GroRe. Der Vergleich
der Basensequenz des Isolats "Clado" mit der EMBL-Datenbank ergab eine Ubereinstimmung
von 91,1 % zu einer Sequenz vB@hadosporium spec. [AJ300336], welche von Schilfrohr
(Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud.) isoliert wurde. Da auch die nachst @hnlichen
Sequenzen Uberwiegend aus der GattQiaglosporium stammten, wurde das Isolat "Clado”

als Cladosporium spec. klassifiziert.

Vergleiche der ebenfalls aus dem gleichen PCR-Ansatz [s. 0.] stammenden Isolate "Ramul”
und "Ramu2" mit der EMBL-Datenbank zeigten 96,2 bzw. 96,0 % ldentitat mit einer Sequenz
von Ramularia collo-cygni [AF173310]. Da innerhalb der nachst ahnlichen Eintrage eine
weitere Sequenz der GattuRamularia enthalten war, wurden beide Isolate B&nularia

spec. benannt. Gleichwohl besitzen beide Isolate auch groRBe Ubereinstimmungen zu
Sequenzen vorGlomerella und Mycosphaerella, so dal3 bei verbesserter Datenlage der
Genbank eine Reklassifizierung nicht auszuschlie3en ist. Untereinander unterscheiden sich
die Sequenzen "Ramul” und "Ramu2" in finf Positionen (Abb. 3.11). Sowohl die beiden
isolierten DNA-Sequenzen vdRamularia spec. als auch das erhaltedl@dosporium-Isolat

sind die ersten Sequenzinformationen der "intergenic spacer region" dieser Organismen von
Blattern der Stieleiche.
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Die DNA-Sequenzen von Cladosporium spec., Microsphaera alphitoides und Ramularia

spec., welche mittels PCR unter Verwendung einer Template-DNA gewonnen wurden, die

von Blattoberflachen der Stieleiche isoliert wurde, zeigten eindeutig, dafl3 diese Organismen
Bestandteil der Phyllosphare sind. Dies ist ein eindeutiger, qualitativer Nachweis dieser
Organismen auf Stieleichenblattern. Die quantitative Bestimmung dieser Arten erfolgte
mittels Real Time PCR. Durch Verwendung dieser Sequenzinformationen war es maglich,
Syber® Green-Systeme aufzubauen, die hoch spezifisch fir die isolierten Gattungen waren.
Innerhalb der sequenzierten Bereiche wurden Regionen ausgesucht, die sowohl den
geforderten Kriterien fir eine Quantifizierung mittels Real Time-Technik entsprachen
(Tab. 2.3) als auch Uber ausreichende Spezifitdt verfligten. Die Kalibrierung dieser Systeme
(3.3.7) mittels DNA-L6sungen bekannter Kopienzahlen (2.7.11-12) ergab, daR zwiséhen 10
bis 10 Kopien pro Ansatz nachweisbar waren (3.3.7). Dieser breite MeRbereich stellt einen
grol3en Vorteil dieser Methode dar, da Proben auch ohne Kenntnis der GroRenordnung der zu
untersuchenden DNA-Kopien ohne Vorbehandlung [Verdinnung oder Konzentrierung]
untersucht werden kénnen. Die berechneten Regressionskoeffizienten (Abb. 3.13) zwischen
0,985 und 0,999 belegen die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der angewendeten Real
Time PCR-Systeme.

Es gibt schatzungsweise *1bis 16 verschiedene Arten an Mikroorganismen, jedoch sind
derzeit nur wenige Tausend beschriebenAgd€rRLEIN et al., 2002). Je mehr
Sequenzinformationen in die Datenbanke eingegeben werden, desto spezifischer kann die
Auswahl von Oligonukleotiden in der Zukunft erfolgen. Eine weitere Unsicherheit 143t sich
auf Unterschiede zwischen der klassischen taxonomischen Unterteilung der Bize, (E
2000) und Ergebnissen molekularbiologischer Untersuchungen auf Basis der "intergenic
spacer region” (WITE et al., 1990) zuruckfuhren. Wahrend die Klassifizierung der
Mehltaupilze beispielsweise unter anderem auf Anzahl und Form von Asci und Kleistothezien
basiert (EBser, 2000), bertcksichtigt die phylogenetische Untersuchung auf rDNA-Ebene
Sequenzunterschiede und -gemeinsamkeiteri ket al., 1990). Dies erklart, warum bei
einem Sequenzvergleich des Isolats "Micralicf osphaera alphitoides) mit den Eintragen

der EMBL-Datenbank zum Teil hhere HomologienErysiphe spec. gefunden wurden als

zu Microsphaera spec. Da aber die groRten Ubereinstimmungelliznosphaera alphitoides
gefunden wurden underysiphe spec. ebenfalls zu den Mehltaupilzen gehort, ist diese
Beobachtung weniger auf unzureichende Spezifitat der verwendeten Oligonukleotide
zurlickzufuihren, sondern verdeutlicht vielmehr die Unterschiede zwischen taxonomischen und
phylogenetischen Systemen.

4.2.2.2 Quantifizierung epiphytischer Bakterien

Die GattungErwinia kommt weltweit auf unterschiedlichen Pflanzen, unter anderem auch
Eichen, vor (DTH et al.,, 1999). Sie konnen, zumindest fur eine gewisse Zeit ohne
schadigenden Einflul3 fur ihren Wirt, auf Blattern oder anderen Pflanzenteilen vorkommen
(PEROMBELON, 1981).Erwinia spec. ist aber auch der Erreger der Naf3- oder Weichfaule
['soft rot"] und des Feuerbrands ["fire blight"]JOEINSON & STOCKWELL, 1998, TTH et al.,
1999). Fur die quantitative Untersuchung von Stieleichenblattern auf das Vorkommen von
Erwinia-Arten wurde wie zur Untersuchung phytopathogener Pilze (4.2.2.1) die Real Time
PCR-Technik eingesetzt. Zur Auswahl geeigneter Oligonukleotide fur die Amplifizierung von
DNA-Segmenten vorkrwinia spec. wurden in den Sequenzen der "internal spacer region”
zwischen der 16S rDNA und 23S rDNA konservierte Bereiche lokalisiert. Da zu diesem
Zeitpunkt lediglich drei Eintrage in der Genbank enthalten waren [zwei Stamniewona
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pyrifoliae [AJ132969 und AJ009930] und Erwinia rhapontici [AF232678] |, wurde zusatzlich

die Sequenz vokscherichia vulneris [AF047421] berucksichtigEscherichia vulneris ist der
nachste Verwandte voBrwinia rhapontici auRerhalb der Gatturtgrwinia (Abb. 3.10) und
wurde mittels Nukleinsduresequenzvergleich Vérwinia rhapontici mit der Genbank
ermittelt. Ein Alignment dieser vier Sequenzen ermdoglichte es, Bereiche zu identifizieren, die
innerhalb der GattungErwinia konserviert sind, jedoch verglichen mit anderen
Enterobakterien ausreichende Unterschiede fir eine Differenzierung aufweisen. Diese
Bereiche wurden zur Auswahl der Oligonukleotide "Erwin for2" und "Erwin rev2" genutzt
(Tab. 3.1). Mittels PCR (2.7.3.2) und DNA epiphytischer Mikroorganismen, welche mit der
Abhebetechnik gewonnen wurde (3.3.1), wurden geeignete Amplifikate erhalten. Nach
Klonierung und Sequenzierung wurden sechs verschiedene Klone ["Erwinl1-6"] mit Eintrdgen
der Datenbank verglichen. Alle Isolate wurden eindeutig der Gafuwmnia zugeordnet.

Beste Ubereinstimmungen wurde Exwinia rhapontici [AF232678] gefunden, wobei je nach
Isolat zwischen 86,5 % und 92,7 % ldentitat ermittelt wurden. Da auch die néchst besten
Ubereinstimmungen zu Sequenzen &winia spec. bestanden, wurde die Zugehorigkeit der
Isolate "Erwinl" bis "Erwin6" zu dieser Gattung angenommen. Da es derzeit in den
Datenbanken keine Sequenz der “internal spacer region"Evainia guercina, einer
bekanntermal3en auf Eichen vorkommendewinia-Art, gibt (ToTH et al., 1999), kann
derzeit kein Vergleich mit den in dieser Arbeit isoliertémwinia-Sequenzen von
Blattoberflachen der Stieleiche durchgefuhrt werden. Eine genauere Klassifizierung bis auf
Artniveau ist zur Zeit aufgrund der genetischen Unterschiede [bis zu 13,5 % Unterschied] und
der wenigen Datenbankeintrdge nicht maoglich. Die isolierten Klone stellen die ersten
Sequenzinformationen der "internal spacer region" Eominia spec von Blattoberflachen

der Stieleiche dar.

Fiur die Quantifizierung vorierwinia spec. auf Eichenblattern wurde ein Real Time PCR-
System auf Syber® Green-Basis (2.7.16) aufgebaut. Zur Auswahl geeigneter Primer und
Sonden wurden sowohl die sechs isolierten Sequenzen sowie die oben beschriebenen vier
Sequenzen der Datenbankryinia rhapontici, zwei Stamme vonErwinia pyrifoliae,
Escherichia wulneris] in analoger Weise (s.0., 4.2.2.1) eingesetzt. Die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit dieses Real Time PCR-Systems wurde durch einen hohen
Regressionskoeffizienten fR= 0,993] der Kalibrierungsgerade (Abb. 3.13) belegt und die
Spezifitat mittels Schmelzpunktbestimmung aller amplifizierten Genomsegmente Uberpruft.
Da nur drei Sequenzen der Datenbank fur die Oligonukleotid-Synthese (Tab. 3.2) zur
Verfiigung standen, wurde eine weitere Validierung dieses Systems (3.3.8) durchgefiihrt, um
die Spezifitdt zu Uberprifen. Zu diesem Zweck wurde ein Amplifikat eines Real Time PCR-
Ansatzes, in dererwinia spec. quantifiziert worden war (3.3.8), kloniert und sequenziert. Ein
Vergleich mit der Datenbank zeigte bei allen Isolaten erneut groRte Ubereinstimmungen der
Basensequenz [86,5 % bis 87,2 %]Erwinia rhapontici [AF232678], wobei verglichen mit

der ersten Klonierung (3.3.4-6) identische bis sehr ahnliche Sequenzen gefunden wurden
(Abb. 3.11). Das entwickelte Syber® Green-System war somit zur Quantifizierung von
Erwinia spec. geeignet.

Fur eine weitere Unterscheidung innerhalb der Gatirmgnia wurde ein Sequenzvergleich

der sechs Isolate durchgefuhrt (Abb. 3.12). Drei Bereiche, die fir eine Unterscheidung
verschiedener Isolate geeignet waren, wurden fir die Synthese von TagMan®-Sonden
ausgewahlt. Die Genauigkeit der so aufgebauten TagMan® Real Time PCR-Systeme wurde
durch hohe Regressionskoeffizienterf [R 0,949 bis R = 0,995] der Kalibrationsgeraden

(Abb. 3.14) belegt. Fiur dieses System wurden die gleichen Forward und Reverse Primer wie
beim Syber® Green-System verwendet (Tab. 3.2), dessen Spezifitat bereits gezeigt wurde
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[s.0.]. Durch die Kombination von Syber® Green- und TagMan® PCR-Ansatzen war es
moglich, die Gesamtkopienzahl vdérwinia spec. sowie die Kopienzahlen bestimmter
Gruppen oder Isolate zu bestimmen (Abb. 3.14, Abb. 3.15). Da beide Systeme mit den
gleichen Forward und Reverse-Primern arbeiten, sind die ermittelten DNA-Kopienzahlen
daher direkt miteinander vergleichbar, was einen grof3en Vorteil dieses Systems darstellt. Die
Quantifizierung von rDNA-Kopienzahlen auf Eichenblattern aus dem Freiland (2.3) zeigte,
da mit allen drei entwickelten TagMan® Sonden unterschiedliche Gruppe&rwonia

spec. nachweisbar waren (Abb. 3.15). Ihr Anteil an der Gesamtpopulatiderwona spec.
schwankte von Blatt zu Blatt zwischen weniger als 5 % bis nahezu 100 % (Abb. 3.15). Jedoch
lassen sich diese Gruppen oder Isolate nicht auf allen Blattern nachweisen, was darauf
hindeutet, daf? noch weiteEFwinia-Arten bzw. Unterarten auf Eichenblattern vorkommen,

die mit den verwendeten TagMan® Sonden nicht erfal3t werden. Die Untersuchungen zu
Querempfindlichkeiten (Tab. 3.3) der verwendeten TagMan®-Sonden zeigten jedoch auch
Grenzen des verwendeten Systems auf. Sonde "Erwin P1" war zwar in der Lage, spezifisch
nur die Sequenz von "Erwin3" zu erfassen, jedoch zeigten die Sonden "Erwin P2" und "Erwin
P3" jeweils Empfindlichkeiten fur zwei Isolate ['Erwinl" und "Erwin5"], da sich die
Sequenzen von "Erwinl" und "Erwin5" im Bindungsbereich der Sonden jeweils nur in einer
Base unterschieden. Offenbar reicht ein Unterschied von einer Basenposition zwischen den
verwendeten Sonden nicht aus, um diese Sequenzen eindeutig voneinander zu unterscheiden.
Groliere Sequenzunterschiede zwischen Sonde und Isolat, wie beispielsweise zwischen Sonde
"Erwin P2" und Isolat "Erwin3", verhindern jedoch eindeutig die Bindung der Sonde an die
Sequenz, so dal kein Fluoreszenzsignal emittiert wird. Dennoch war es maoglich, innerhalb
der sech€rwinia-Sequenzen zwei Gruppen zu unterscheiden. Die Sequenzen "Erwin3" und
"Erwin4" zeigten deutliche Unterschiede zu den anderen isolierten SequenzEnwaia.

Diese Aussage wurde durch eine phyllogenetische Untersuchung bestatigt (Abb. 4.1). Ein
Vergleich der sechs isoliert&rwinia-Sequenzen miErwinia rhapontici, zwei Stammen von
Erwinia pyrifoliae und Escherichia wulneris, dem néachsten Verwandten auferhalb der
Gattung Erwinia, zeigte, dafl} sich die identifizierteBrwinia-Sequenzen deutlich von
Escherichia vulneris unterscheiden und gemeinsam mit bereits bekarirsimia-Sequenzen

aus der Genbank eine phylogenetische Einheit bilden. Dies kann als weiterer Beleg fir die
Zugehdrigkeit zur Gattun@rwinia angesehen werden. Dennoch sind die Unterschiede zu
grof3, um die isolierten Sequenzen den Argwinia rhapontici oder Erwinia pyrifoliae
zuordnen zu konnen. Innerhalb der sechs isolidamvinia-Sequenzen sind zwei Gruppen
erkennbar. "Erwin3" und "Erwin4d" bilden eine Gruppe [A] und heben sich von "Erwinl",
"Erwin2", "Erwin5" und "Erwin6" [Gruppe B] ab. Aufgrund der wenigen verfligbaren
Eintrage in der Datenbank bleibt die Frage, zu welcher Art die isoli&mtemia-Klone
gehoren, spekulativ. In diesem Zusammenhang sé&raimia quercina erinnert, einer auf
Eichen nachgewiesenen ArtdiH et al., 1999). Die Zugehorigkeit zur GattulBigvinia kann

jedoch als sicher angesehen werden.
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Escherichia vulneris AF047421
Erwinia pyrifoliae AJ1329930
78|-— Erwinia pyrifoliae AJO09969
Erwinia rhapontici AF232678
Erwin3 AJ489442
_E Gruppe A
97 Erwind AJ489443

|— Erwinl AJ489444

Erwin2 AJ489441
100 Gruppe B
Erwin5 AJ489446

59 L Erwin6 AJ489445

Abb. 4.1: Phylogenetischer Stammbaum der von Eichenbléattern isolierterErwinia-Sequenzen.Sechs
Sequenzen der "internal spacer region” von Erwinia-Stammen, welche von der Blattoberflache von Stieleichen
isoliert (3.3.1-5) und mittels PCR (2.7.3) amplifiziert wurden, wurden mit drei bekafnténia-Sequenzen

[zwei Stammen vorerwinia pyrifoliae [AJ132969 und AJO09930Erwinia rhapontici [AF232678] ] und mit
Escherichia vulneris [AF047421], dem nadchsten Verwandten auf3erhalb der GaEumgnia mit Hilfe des
Softwareprogramms Clustal W verglichen (2.7.2). Auf dieser Basis wurde mittels des Softwareprogramms
PAUP (2.7.2) ein phylogenetischer Stammbaum erstellt. Die horizontalen Linien beschreiben den relativen
Abstand der Isolate. Die Zahlen unterhalb der Linien stellen die "bootstrap”-Werte dar, welche als Malf? fur die
Zuverlassigkeit der angenommenen Verzweigung bei 100 wiederholten Berechnungen angesehen werden
kénnen.

4.3 Quantifizierung von epiphytischen Mikroor ganismen der Stieleicheim
Jahresverlauf

In den Vegetationsperioden 2000 und 2001 wurden die Gesamtzellzahl heterotropher
Organismen, die Anteile von Pilzen und Bakterien sowie von Nitrifizierern und
Denitrifizierern (Abb. 3.4, Abb. 3.5) auf Blattoberflachen von Stieleichen, die unter
verschiedenen UV-B Strahlungsniveaus angezogen wurden (2.3), mittels mikrobiologischer
Methoden (2.6) bestimmt. Ebenso wurden die Kopienzahlen von rDNA-Genomabschnitten
der filamentdsen Pilz€ladosporium spec.,Microsphaera spec. undRamularia spec. sowie

von Eubakterien underwinia spec. (Abb. 3.15) quantifiziert. An dieser Stelle werden die
gewonnenen Daten mit Blick auf jahreszeitliche Entwicklung, UV-B Effekt und Standort-
Einflul? diskutiert.

Die erzielten Ergebnisse wurden unter Verwendung verschiedener Methoden gewonnen.
Deshalb ist es wichtig, bei einem Vergleich von Kopien- und Lebendzellzahlen zu beachten,
daf einerseits je nach Nahrmedium und Anzuchtsbedingungen nicht jede lebende Zelle auch
wachstumsfahig ist und andererseits, dal3 die Anzahl der pro Zelle enthaltenen Kopien des
betrachteten Genomabschnitts variieren kann. Wahrend Hseherichia coli TG1
mikroskopisch bestimmte Zellzahl, Lebendzellzahl und Kopienzahl der untersuchten
16S rDNA-Region in der gleichen GroéRenordnung liegen (Tab. 4.1), kdnnen bei anderen
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Organismen grol3e Unterschiede auftretexc{Bet al., 2002). Beispielsweise kann die bei der
Quantifizierung von phytopathogenen Pilzen herangezogene “intergenic spacer region” in
Eukaryoten in mehr als 100 Kopien vorkommenrR&R, 1996) und daher nicht mit der
mikroskopischen Zellzahl oder der Lebendzellzahl gleich gesetzt werden.

Tab. 4.1: Vergleich von Zell- und rDNA-K opienzahl von Escherichia coli TG1. Eine Kultur von E. coli TG1

in LB-Medium (2.1.2, 2.7.1) wurde mit unterschiedlichen Techniken untersucht und die mikroskopisch
erkennbare Zellzahl [mittels Zahlkammer AB, 1999)], die Lebendzellzahl [mittels Ausplattieren CFU
Bestimmung (2.6.2)] und die rDNA-Kopienzahl (3.3) bestimmt.

Technik MeRRgroiRe Wert
Lichtmikroskopie mikroskopische Zellzahl | (4,1 +2,5) x 18
Spatelplattenverfahren Lebendzellzahl [CFU] (1,7+0,5)% 10
Real Time PCR rDNA Genomkopien (9,9 +2,5)X10

Da die Zellzahl epiphytischer Mikroorganismen abh&ngig vom Alter und der Position der
untersuchten Blatter innerhalb einer Pflanze istcQlESs et al., 1995), wurden in der
vorliegenden Arbeit ausschliel3lich Eichenblatter gleichen Alters von den hdchst gelegenen
Asten [angehende Kronenregion] beprobt. Alle Untersuchungen wurden in vier unabhangigen
Parallelen durchgefiihrt. Allgemein &Rt sich sagen, dal3 groRe Schwankungen, oftmals um
mehr als eine GroRenordnung, zwischen den einzelnen Proben beobachtet wurden (Abb. 3.5,
Abb. 3.6). Zum Teil sind diese Schwankungen, insbesondere bei Untersuchungen mittels
MPN-Technik (2.6), auf methodische Ungenauigkeiten zurtickzufihren. Vermutlich liegt der
Uberwiegende Einflu aber in der natirlichen VariabilitdRANO & UPPER, 2000, KNKEL,

1997). Jedes Blatt kann als eigenes Habitat mit individuellem Mikroklima gesehen werden.
Nicht immer waren in allen vier untersuchten Parallelen Mikroorganismen nachweisbar. Zum
einen kann die Zell- oder Kopienzahlen der epiphytischen Mikroorganismen unterhalb der
Nachweisgrenze liegen, oder die Mikroorganismen sind unter den entsprechenden
Bedingungen nicht kultivierbar bzw. die DNA-Isolation wurde beeintrachtigt (4.2.2). Da die
tatsachliche Ursache nicht feststellbar war, wurden diese Anséatze nicht bei der
Quantifizierung berlcksichtigt.

Die Gesamtzellzahl heterotropher Organismen wurde mit zwei unterschiedlichen
mikrobiologischen Methoden erfal3t, die Ubereinstimmende Ergebnisse erzielten (4.2.1).
Bakterien und Pilze stellten in etwa gleiche Anteile der Gesamtpopulation, wobei Pflanzen
aus dem Freiland einen hoheren Bakterienanteil besaflen, wahrend Pflanzen, die in
Anzuchtskammern kultiviert wurden, mehr Pilze auf ihren Blattern enthieltetaNd &

UPPER (2000) ermittelten ebenfalls unter bestimmten Bedingungen mittels Ausplattieren mehr
epiphytische Bakterien im Freiland als in Pflanzenanzuchtskammern und flhrten diesen
"Kammereffekt" auf fehlenden Regen zuriick. Eventuell konnten veréanderte Strahlungs- oder
Feuchtebedingungen innerhalb der Anzuchtskammern auch mitverantwortlich sein (4.1). Eine
Beeinflussung durch Temperaturunterschiede kann hingegen ausgeschlossen werden (4.1).
Innerhalb der untersuchten Pilzgattungen komiRamularia spec. undCladosporium spec.

in gleichen GrolRenordnungen vor, wohingegen KopienzahlenMiorosphaera spec. um
mehrere GrolRenordnungen Uberwiegen. Teilweise wurden Unterschiede um mehr als sechs
GroRRenordnungen festgestellt, was die starke Verbreitung dieses Parasiten verdeutlicht. Durch
die Untersuchung der Kopienzahl von Eubakterienc{Bet al.2002) war es maoglich, den

Anteil von Erwinia-Bakterien an der Gesamtbakterienpopulation zu bestimmen. Innerhalb der
Eubakterien liegen die Kopienzahlen vBrwinia spec. ca. zwei bis drei Gro3enordnungen
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unterhalb der Kopienzahl der Gesamtbakterien, was zeigtEdasiRia spec. nicht zu den
dominierenden Bakterienarten auf Stieleichenblattern zahilt.

Mit Ausnahme der autotrophen Ammoniakoxidierer waren allen untersuchten Gruppen von
am N-Umsatz beteiligten Mikroorganismen auf Blattoberflachen der Stieleiche nachweisbar.
Hinsichtlich der gefundenen Grof3enordnung und der Anzahl positiver Nachweise gab es
jedoch groRe Unterschiede: Autotrophe Nitritoxidierer wurden nur vereinzelt und in geringen
Mengen nachgewiesen. Sie stellen in der Regel nur einen kleinen Bruchteil [unter 1 %o] der
Gesamtpopulation dar (Abb 3.4). Heterotrophe Nitrifizierer wurden ebenfalls nicht in allen
Proben nachgewiesen. lhr Anteil an der Gesamtzellzahl heterotropher Organismen zeigte
grol3e Schwankungen, lag jedoch selten tUber 1 % (Abb. 3.4). Gleiches galt fur Denitrifizierer,
die zwar Ofter nachweisbar waren, deren Zellzahlen aber ebenfalls selten mehr als 1% der
heterotrophen Gesamtzellzahl ausmachten. Trotz des geringen Anteils an der
Gesamtpopulation darf der EinfluB von am N-Umsatz beteiligten Organismen nicht
unterschatzt werden, da sie aufgrund hoher Umsatzraten die Verfligbarkeit von Stickstoff in
oder auf Blattern beeinflussen konnengE.TAGY et al., 2001). Die N-Verfugbarkeit auf
Blattflachen hat EinfluR auf das Wachstum von Pathogenepe(&rset al., 2000) und wirkt

sich somit auch auf die Gesundheit eines Blattes oder der ganzen Pflanze aus.

4.3.1 Zeitliche Entwicklung

Im Laufe beider Vegetationsperioden stiegen sowohl die Gesamtzellzahl heterotropher
Organismen als auch die Zellzahlen von Bakterien und Pilzen auf Blattoberflachen der
Stieleiche im Tal an (Abb. 3.4, Abb. 3.5). Dieser Anstieg war sowohl auf Eichenblattern aus
dem Freiland als auch aus den Phytokammern ohne Einflu3 der UV-B Exposition erkennbar.
Durch den Ortswechsel vom Tal, wo alle Eichen zur Etablierung einer nattrlichen Besiedlung
mit Mikroorganismen vor Versuchsbeginn angezogen wurden, zum Berg-Standort erfolgte
eine deutliche Verringerung der Organismenzahlen (4.3.3). Nach diesem "Einbruch" der
Zellzahlen war im weiteren Verlauf der Vegetationsperiode in beiden Jahren bei beiden UV-B
Strahlungsniveaus am Berg Standort eine Stagnierung auf diesem Niveau bis hin zu einem
leichten Anstieg erkennbar (Abb. 3.4, Abb. 3.5). Ein deutlich starkerer Anstieg der Zellzahlen
im Verlauf der Vegetationsphase war auf allen Blattern von im Tal kultivierten Eichen
melRbar. Diese Ergebnisse decken sich mit einer Reihe von Beobachtungen anderer Autoren.
JACQUES & MORRIS (1995) erwadhnen, dal? haufig im jahreszeitlichen Verlauf auf Blattern
eine Sukzession beobachtet werden kann. Wahrend Bakterien auf jungen Blattern
vorherrschen, setzen sich spater Hefen durch, die im Herbst von filamentdsen Pilzen
zahlenmaRig Uberholt werden. Ebenso wurde auf Apfelblatteiadug pumila Mill. cv.

Melba) ein Zuwachs an Pilzzellen im Vegetationsverlauf beschriechergKet al., 1989b).
THOMPSON et al.(1993) erwéhnen hingegen einen zeitgleichen Anstieg aller drei Gruppen im
Verlauf des Jahres auf Blattern der ZuckerriBeta( vulgarisL.). Untersuchungen von
Endivienblattern Chicorium endivia L. var. latifolia) ergaben einen Anstieg der
Bakterienzellzahl im Verlauf der Zeit AdQues et al., 1995), wobei mit f0

CFU m’ Blattflache gegen Ende der Vegetationsperiode ahnliche Zellzahlen wie auf
Stieleichenblattern vorherrschten.ElIANDER & RANTIO-LEHTIMAKI (1990) fanden auf
Birkenblattern Betula pubescens Ehrh. ssp. turtuosa) im Jahresverlauf unterschiedliche
Zellzahlen, die jedoch nicht kontinuierlich anstiegen. Darliber hinaus wi€sessBLet al.

(1993) auch auf Veranderungen beziglich der Artenzusammensetzung bzw. -haufigkeiten von
Bakterien auf Steineichenbléattei@uercusilex L.) hin.

94



Diskussion

Die Betrachtung der Kopienzahlen von rDNA-Segmenten (Abb. 3.16) epiphytischer
Mikroorganismen zeigt wesentlich geringere  Unterschiede im  Verlauf  der

V egetationsperiode. Diese Untersuchungen wurden jedoch nur zu vier Zeitpunkten (PO, P1,

P3, P5, Tab. 2.1) durchgefuhrt, wohingegen die mikrobiologische Bestimmung der Zellzahl
an sechs Zeitpunkten (PO bis P6, Tab. 2.1) erfolgte, so dalR die ermittelten Kopienzahlen auf
wenigeren Mel3punkten beruhen. Hierdurch wurde das Erkennen von Trends erschwert.
Dennoch wurden fir Kopienzahlen va&mnwinia spec. auf Eichenblattern beider Standorte
unabhéngig von der UV-B Exposition sinkende Kopienzahlen im Verlauf der
Vegetationsperiode ermittelt, wohingegen Kopienzahlen gadosporium spec. und
Ramularia spec. nur auf Blattern von Eichen, die am Berg-Standort angezogen wurden,
sanken. Eubakterien urMicrosphaera spec. zeigten innerhalb der Vegetationsperiode kaum
Veranderungen in ihren Kopienzahlen.

Der Vergleich von rDNA-Kopienzahlen und mikrobiologisch bestimmten Zellzahlen ist nur
unter Vorbehalten moglich. Wahrend die DNA epiphytischer Mikroorganismen zur
Bestimmung der Kopienzahlen ausschliel3lich von der Blattoberseite isoliert wurde, erfolgte
die Bestimmung von Lebendzellzahlen mittels mikrobiologischer Extraktionsmethode von
beiden Blattseiten (4.2.1). Zudem unterscheiden sich — mit Ausnahme der Eubakterien — die
betrachteten Grof3en, und die Kopienzahlen einer einzelnen Bakteriengattung erlaubten keine
Ruckschlisse auf Zellzahlen der gesamten Bakterien. Durch die Kombination
molekularbiologischer und mikrobiologischer Methoden ist es mdglich, ein Absinken von
Genomkopien vorerwinia spec. im jahreszeitlichen Verlauf zu erkennen, wahrend die CFU-
Zahl der Gesamtbakterien ansteigt. Unter Berucksichtigung der oben genannten Vorbehalte
lankt sich sagen, dalR der Riuckgang der kultivierbaren Bakterien am Standort Berg nicht
notwendigerweise das Absterben dieser Organismen bedeuten muf3. Denkbar ware auch, dai3
sie in ein Ruhe- oder Uberdauerungsstadium eintreten, in dem sie nicht mehr kultivierbar,
aber durchaus noch lebensfahig sind. Dies wirde erklaren, warum die Kopienzahlen der
Eubakterien nicht oder zumindest nicht so schnell abnehmen wie die mittels MPN und
Ausplattieren ermittelten Lebendzellzahlen.

4.3.2 UV-B Einflu3

Wahrend der Vegetationsperioden 2000 und 2001 wurden flir jeden Beprobungstermin
jeweils an beiden Standorten die Zellzahlen und 2001 auch die Genom-Kopien epiphytischer
Mikroorganismen von Eichen, die ohne UV-B Strahlung angezogen wurden [UV-], mit denen
von Eichen, welche mit UV-B Strahlung inkubiert wurden [UV+], statistisch auf signifikante
Unterschiede getestet. Mit wenigen Ausnahmen wurden in diesen Tests keine signifikanten
Unterschiede zwischen den UV-B Expositionen gefunden [t-Test und Mann-Whitney U-Test,

p > 0,05 entsprechend 95 % Vertrauensbereich]. In zehn der 130 untersuchten Falle wurden
signifikante Unterschiede zwischen den UV-B Behandlungen bestimmt. Diese traten jedoch
innerhalb jeder untersuchten Mikroorganismen-Gruppe [Gesamtzellzahl, Bakterien, Pilze,
usw.] zu einem von Gruppe zu Gruppe verschiedenen Zeitpunkt auf und waren am nachsten
Beprobungstermin nicht mehr nachweisbar. Es konnte auch kein einheitlicher Effekt der
UV-B Strahlung auf die Mikroorganismen beobachtet werden, so daf} in manchen Féllen
hohere und in anderen Fallen niedrigere Zell- und Kopienzahlen unter Anwesenheit von
UV-B Strahlung [UV+] detektiert wurden. Bertcksichtigt man, daf3 fur alle Untersuchungen
lediglich vier unabhangige Proben zur Verfiigung standen, so dirfen die wenigen Aussagen
eines signifikanten Einflusses nicht tberinterpretiert werden, insbesondere unter Beachtung
der grolRen Variabilitat zwischen Blattproben des selben Baumes. Mit den bisherigen
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Ergebnissen konnte eine Verdnderung der Zell- oder Kopienzahlen von epiphytischen
Mikroorganismen durch UV-B Strahlung nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden. Eine
drastische Beeinflussung von Zell- und Kopienzahlen epiphytischer Mikroorganismen durch
UV-B Strahlung erscheint jedoch unwahrscheinlich. Um verla3liche Aussagen treffen zu
konnen, ist eine weitere Untersuchung erforderlich, die mit einem deutlich hdheren
Stichprobenumfang durchgefiihrt werden sollte.

NEwsHAM et al. (2000) berichten Uber einen hochst signifikanten Einflu@ von UV-B
Strahlung aufMicrosphaera alphitoides. Sowohl der gewahlte Versuchsansatz als auch die
benutzte Methodik unterscheiden sich jedoch stark von dem in dieser Arbeit verwirklichten
Versuchsaufbau. Zum einen wurde der Mehltaubefall von Eichenblattern durch
makroskopische Abschatzung der befallenen Blattflache durchgefihrt, was nur eine grobe und
nicht spezifische Quantifizierung erlaubt (4.2.2.1). Zum anderen wurden die unterschiedlichen
UV-B Strahlungsniveaus nicht wie in der vorliegenden Arbeit durch Ein- oder Ausschluld der
natirlich auftretenden UV-B Strahlung hergestellt, sondern durch Verwendung von UV-
Lampen eine 30 %ige Erh6hung des natirlichen Strahlungsniveaus erreicht. Mit dem gleichen
Ansatz wurde ebenfalls der UV-B Einflu3 auf andere Pilze und Hefen untersumgHNv

et al., 1997). Wahrend die Haufigkeiten vAuareobasidium pullulans und Sporobolomyces

roseus durch UV-B Strahlung verandert wurden, beobachtetensNAM et al.(1997) keine
Beeinflussung von Cladosporium spec. Aufgrund des stark unterschiedlichen
Versuchsansatzes sowie der zur Quantifizierung Mocrosphaera alphitoides gewéhlten
Methodik ist der Vergleich mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen jedoch nur
bedingt moglich.

4.3.3 Standort-EinfluR

Vor Beginn der Versuche wurden alle Pflanzen fur mehrere Wochen im Tal im Freiland
inkubiert, um eine natlrliche Besiedlung mit Mikroorganismen zu ermdglichen. Zu
Versuchsanfang wurden die Pflanzen auf die unterschiedlichen Behandlungsvarianten der
Standorte Berg und Tal aufgeteilt und dort wahrend der Vegetationsperiode kultiviert und
beprobt (2.3-4). Dieser Standortwechsel bewirkte eine deutliche Reduzierung der
Lebendzellzahlen von Bakterien und Pilzen sowie der Gesamtzellzahl heterotropher
Organismen auf Blattoberflachen von Eichen, die vom Tal zum Berg transportiert wurden.
Um genauere Aussagen zu den Auswirkungen dieses Standortwechsels zu erhalten, wurden
die Zell- und Kopienzahlen von epiphytischen Mikroorganismen auf Eichenblattern von
beiden Standorten statistisch auf signifikante Unterschiede untersucht. Fir jedem
Probennahmetermin wurden unabhéngig von der UV-B Exposition jeweils Zell- und
Kopienzahlen der untersuchten epiphytischen Mikroorganismen-Gruppen von Eichen, die am
Berg untersucht wurden [Berg UV-, Berg UV+], mit den von Eichen im Tal [Tal UV-, Tal
UV+, Tal Freiland] ermittelten Werten verglichen. Kopienzahlen von Eubakterien und
Mehltau sowie Zellzahlen von Denitrifizierern und Bakterien zeigten zu allen untersuchten
Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede [t-Test und Mann-Whitney U-Test, p > 0,05
entsprechend 95 % Vertrauensbereich]. Vereinzelt wurden signifikante Unterschiede
zwischen beiden Standorten innerhalb der KopienzahlerClemosporium spec.,Ramularia

spec., Erwinia spec. sowie der mittels MPN-Methodik bestimmten Gesamtzellzahl
heterotropher Organismen ermittelt. Die Zellzahlen von Pilzen sowie die mittels Ausplattieren
bestimmten Gesamtzellzahlen heterotropher Organismen zeigten in der Vegetationsperiode
2000 zu allen Probennahmeterminen [bzw. in der Vegetationsphase 2001 ab dem zweiten
Probennahmetermin] kontinuierlich signifikante Unterschiede [t-Test und Mann-Whitney U-
Test, p < 0,05 entsprechend 95 % Vertrauensbereich] zwischen beiden Standorten. In der
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Uberwiegenden Anzahl an Untersuchungen wurden sogar hoch signifikante [p < 0,01
entsprechend 99 % Vertrauensbereich] bis héchst signifikante [p < 0,001 entsprechend 99,9 %
Vertrauensbereich] Unterschiede bestimmt. Auch wenn diese Aussagen ebenfalls auf den
geringen Stichprobenumfang von vier Proben zurlckzufuhren sind, so konnen diese
Ergebnisse im Gegensatz zur unklaren Frage eines UV-B Einflusses (4.3.2) als eindeutig
angesehen werden, da einerseits die Unterschiede durchgéngig in vier oder sogar allen funf
Probennahmeterminen beobachtet wurden und andererseits das Signifikanzniveau sehr hoch
war. Uber dhnliche Ergebnisse berichterwADI und BAaKA (2001), die ebenfalls an hoch
gelegenen Standorten [1700 — 2000 m U. NN] niedrigere Zellzahlen als an tiefer gelegenen
Standorten [0 — 300 m 4. NN] ermittelten.

Weiter zeigen diese Resultate, dal3 die Bestimmung der Gesamtzellzahl heterotropher
Organismen mittels Ausplattieren genauere Ergebnisse liefert als die Bestimmung mittels
MPN-Methodik (4.2.1). Der Vergleich beider Methoden zeigte, dal} die beobachteten
Schwankungen zwischen den jeweils untersuchten vier unabhangigen Proben bei
Verwendung der MPN-Technik deutlich grol3er waren als bei Untersuchungen der selben
Proben mittels Ausplattieren. Es wird vermutet, dal3 die grof3eren Schwankungen innerhalb
der vier Parallelmessungen den Standorteffekt tberlagern. Vergleicht man die Zellzahlen von
Pilzen mit den von Mehltau bestimmten Kopienzahlen, so ist auffallig, dal trotz signifikanter
Reduzierung der Gesamtpilzzellzahl die Kopienzahl von Mehltaupilzen keine signifikante
Veranderung erfahrt. Diese Aussage unterstreicht erneut die Vorteile von einer Kombination
beider Methoden.

4.4 Aushlick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden zur Untersuchung epiphytischer
Mikroorganismen auf Blattoberflachen der Stieleiche entwickelt. Beide Methoden wurden
verglichen und eine erste Untersuchung der Phyllosphéare von Stieleichen durchgefthrt.

Ein klarer Einfluld von UV-B Strahlung auf die Mikroorganismen der Blattoberflache konnte
auf der Basis der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht festgestellt werden. Die bisherigen
Versuche sprechen zwar fir keine signifikante Beeinflussung, jedoch besteht aufgrund des
geringen Stichprobenumfangs ein nicht zu vernachlassigendes Mal3 an Unsicherheit. Zudem
durfen Unterschiede in den klimatischen Umweltfaktoren verschiedener Jahre [Jahresgénge]
nicht unberlcksichtigt bleiben. Um die Frage des UV-B Einflusses auf epiphytische
Mikroorganismen zu beantworten, sind weitere Untersuchungen erforderlich, die mit einem
deutlich gréReren Stichprobenumfang durchgefiihrt werden sollten, um trotz der grof3en
Variabilitat zwischen einzelnen Blattern signifikante Aussagen treffen zu kénnen. Vor dem
Hintergrund der fir die Zukunft erwarteten klimatischen Veranderungen, inshesondere des
Anstiegs der UV-B Strahlung @CDWELL et al.,, 1998, RUDER et al., 2001, WLLBURN,

1997) ist eine Ergénzung der bisher behandelten UV-B Expositionen [UV-, UV+] um eine
Expositionsvariante, welche durch Einsatz von UV-Lampen ein erhdhtes UV-B
Strahlungsniveau [UV++] generieren kann, eine vielversprechende Alternative.

Zur Absicherung der bisher gewonnenen Daten ist die Wiederholung der durchgefihrten
Untersuchungen winschenswert, um Unterschiede zwischen verschiedenen Jahresgangen
[s.0.] zu erkennen. Die Untersuchung von autotrophen Nitrifizierern erscheint mit den
entwickelten Methoden nicht sinnvoll, und auch die weitere Untersuchung von heterotrophen
Nitrifizierern und Denitrifizierern sollte geandert werden, da in der Vergangenheit fur eine
statistisch abgesicherte Auswertung zu wenige positive Nachweise erhalten wurden.
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Die entwickelten Methoden sind in ihrer Anwendung nicht auf die Stieleiche beschrankt. Eine
Vielzahl weiterer Pflanzen kann in analoger Weise untersucht werden. Von Interesse sind
weitere, bedeutende Baumarten, wie beispielsweise Buche, Birke oder Pappel, oder aber
Nutzpflanzen wie Getreide oder Wein. Je nach Untersuchungsobjekt ist hierfir der Aufbau
neuer Real Time PCR-Systeme zur Quantifizierung wirtsspezifischer Pathogene nétig.

Die entwickelte molekularbiologische Methode wurde bisher nur zur Untersuchung von
epiphytischen Mikroorganismen der Oberseiten von Stieleichenblattern genutzt, da diese
starker UV-B strahlungsexponiert sind. In analoger Weise kann aber auch die Blattunterseite
analysiert werden. Ein Vergleich von Ober- und Unterseite des selben Blattes bietet sich
hierbei an.

Bisher wurde eine Untersuchung der Phyllosphare von Eichenblattern unter quantitativen
Gesichtspunkten durchgefihrt. Die isolierte DNA epiphytischer Mikroorganismen kann aber
in gleicher Weise auch fir qualitative Untersuchungen hinsichtlich der Biodiversitat der
vorkommenden Mikroorganismen verwendet werden. So konnte die Frage, ob abh&angig von
der UV-B Strahlungsexposition unterschiedliche Arten oder verdnderte Haufigkeiten von
Arten vorkommen, beantwortet werden.
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