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Einleitung

A EINLEITUNG

Die Besiedlung der Blattoberflache mit Mikroorganismen ist seit mehr als einem
Jahrhundert (De Bary, 1866) von vielen Forschern mit grolem Interesse untersucht
worden. Unmittelbar nach dem Blattaustrieb, werden die Blatter mit verschiedenen
Mikroorganismen wie beispielsweise Bakterien, Hefen und Pilzen zunachst zdégernd,
spater intensiver, besiedelt. Als Nahrstoffe dienen den Mikroorganismen die Blattaus-
scheidungen und die Guttationsflissigkeiten (Fokkeman, 1981). Fur den Mikro-
lebensraum auf der Pflanzenoberflache werden die Termini Phyllosphare (Ruinen,
1961) und Phylloplane (Kerling, 1958) benutzt. Die Mikroorganismen, die auf der
Oberflache der Blatter leben, wurden von Dickinson (1980) als ,Epiphyten®
bezeichnet. Um die Besiedlungsstrategien der Mikroorganismen zu verstehen, ist es

noétig, sich den Bau und die Biochemie der Blattoberflache genauer zu betrachten.

1 Blatter als Wohnraume

Grundsatzlich konnen alle Teile der hoheren Pflanzen von Mikroorganismen
besiedelt werden, angefangen von den Wurzelhaaren, Uber die Stangel und Blatter,
bis hin zu den Samen und Frichten. Die Mikroorganismen gelangen durch
Atmosphare, Wind, Niederschlag, Insekten und auch hdhere Tiere auf die
Pflanzenoberflachen (Lilley et al., 1997). Die Blatter stellen somit die ersten Organe

der Pflanzen dar, mit denen die Mikroorganismen in Beruhrung kommen.

Blatter sind Anhangsorgane des Sprosses und flur die hdheren Pflanzen besonders
typisch. Die Aufgaben von Blattern sind vielfaltig und dementsprechend auch ihre
Gestalt. Vor allem aber dienen Blatter der Photosynthese und der Abgabe von
Wasserdampf. Bereits das junge, noch nicht voll ausdifferenzierte Blatt gliedert sich
in zwei Abschnitten, namlich in das basalwarts gelegene Unterblatt und das
spitzenwarts gelegene Oberblatt. Am Aufbau der Blattflache sind vor allem drei
Gewebetypen beteiligt, namlich das Abschlussgewebe (Epidermis), das

Assimilationsgewebe (Mesophyll) und die Leitblindel.
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Die Epidermis ist meist einschichtig und besteht aus lebenden Zellen. Die aufleren
Zellwande der Epidermis sind haufig verdickt und zudem mit lipophilen Substanzen
(Cutinen, Wachsen) impragniert. Auf der AulRenseite der Epidermis-Zellen ist ein aus
Cutin bestehendes Hautchen, die Kutikula, aufgelagert. Vor allem der Kutikula
verdankt die Epidermis ihre aulderst geringe Durchlassigkeit fur Wasserdampf und
andere Gase. Dieser Barrieren-Effekt wird durch Auflagerung von Wachsen auf die
Kutikula noch verstarkt. Kutikulare Wachse sind Mischungen aus einer Vielzahl von
Einzelkomponenten, in denen einzelne Verbindungsklassen (z.B. Ester langkettiger
Fettsauren, langkettige Alkohole) bzw. Einzelverbindungen dominieren kdnnen. Bei
einigen Pflanzen bildet die Epidermis der Blatter Haare aus, die einzellig oder
mehrzellig sein konnen. Auf den Blattoberflachen vieler Pflanzen sind spezialisierte
auf einer Basiszelle aufsitzende Haare, die Drisenhaare, anzutreffen. Sie konnen in

manchen Fallen Stoffe, z.B. atherische Ole, ausscheiden (Gershenzon et al., 1992).

Der Gasaustausch und damit zugleich die Wasserdampfabgabe (Transpiration)
erfolgt durch verschlieBbare Poren, die Stomata (Spaltéffnungen), die in regel-
mafigen Abstanden in die Epidermis eingelassen sind. Viele der sekundaren
Pflanzenmetabolite auf den Blattoberflachen wie Alkohole, Ester, Terpene, Sauren
und Carbonylverbindungen werden durch die Spalt6ffnungen oder Uber die
Drisenhaare freigesetzt (Mercier und Lindow, 2000; Schaller, 2002). Anorganische
lonen (K*, Ca?*, Mg?*, Mn?*) und organische Verbindungen, wie Kohlenhydrate und

Aminosauren, werden beim Regen und Tau abgegeben (Jacques et al., 1995).

Blattoberflachen sind aufgrund der sehr wasserabweisenden Eigenschaften der
Kutikula, die die Grenzflache zwischen der Pflanze und der sie umgebenden
Atmosphare bildet, ein sehr unwirtlicher Lebensraum mit geringer Wasser- und
Nahrstoffversorgung, starken Temperaturschwankungen und teilweise hoher
Sonneneinstrahlung. Dennoch werden Blattoberflachen unter natirlichen
Wachstumsbedingungen fast immer von einer epiphyllen Mikroflora, bestehend aus
Bakterien, Hefen und Pilzen besiedelt (Andrews und Hirano, 1992; Morris et al.,
1996). Offensichtlich haben es bestimmte Mikroorganismen gelernt, sich in diesem
extremen Habitat anzusiedeln und zu Uberleben. Als Nahrstoffe findet man
hauptsachlich pflanzliche Auswaschungen und Absonderungen in Form von

Aminosauren und Kohlenhydraten (Fiala et al., 1990). Hierzu kommen noch tierische
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Exkremente und tote Mikroorganismen. Die Ausscheidung von Nahrstoffen,
inhibitorischen Verbindungen und flichtigen Stoffen ist nicht gleich bleibend, sondern
nimmt im Verlauf der Vegetationsperiode zu (Andrews und Harris, 2000). Chemische
Analysen haben gezeigt, dass 0,2 bis 10 yg Mengen an Gesamtzucker von der
Blattoberflache eines jungen Sojablattes gewaschen werden konnten. Diese Menge
wiirde ausreichen, um das Wachstum von 10” bis 10® Bakterien pro Blatt zu
gewahrleisten (Lindow und Brandl, 2003).

2 Mikrobiologie der Phyllosphare

Im Rahmen seiner Untersuchungen Uber die Phyllosphare schrieb der Biologe
Volkmar Vareschi folgendes: ,Nirgends offenbart sich die Lebenskraft der Tropen so
eindringlich wie in einem von Epiphyllen Uberwucherten und trotzdem noch immer
lebensfahigen Tragerblatt” (Vareschi, 1918). Obwohl die Phyllosphare stoffarm ist,
wird sie dennoch von einer gro3en Anzahl an mikrobiellen Gemeinschaften

besiedelt.

Die Kenntnisse Uber die qualitative Zusammensetzung der Populationen der
Mikroorganismen auf Blattern sind noch unvollstandiger als die in der Rhizosphare
(Kinkel, 1997). Die in den Arbeiten aus unterschiedlichen Klimazonen aufgeflhrten
Gattungen und Arten wiederholen sich relativ haufig. Dies darf jedoch nicht dartber
hinwegtauschen, dass viele schwierig zu kultivierbaren Keime nicht identifiziert
werden konnen. Thompson und Mitarbeiter (1993) hatten aus jungen, voll
entwickelten und alten Blattern von Zuckerriben 1236 Stamme aus 78 Gattungen
isoliert. Von diesen konnten 38 bekannte und zwdlf unbekannte Bakterienstamme
nachgewiesen werden. Die am haufigsten bestimmten Bakterien gehdren zu den
Gattungen Pseudomonas, Xanthomonas, Aerobacter, Mycobacterium, Azotobacter,
Achromobacter und Bacillus. Bei den Hefen sind die Gattungen Rhodotorula,
Cryptococcus und Torulopsis weit verbreitet. Zu den primaren Besiedlern von
Blattoberflachen gehoren weiterhin die Pilze Aureobasidium pullulans, Cladosporium
herbarum und Epicoccum nigrum. Einige Pilze wie Sporobolomyces bevorzugen die
Blattoberseiten, andere wie Cladosporium herbarum die Blattunterseiten. Vor allem

auf alteren Blattern werden darlber hinaus haufig Cyanobakterien der Gattungen
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Anabaena, Calotrix, Nostoc und Scytonema gefunden. Auf Blattern und Knospen von
Pflanzen im Freiland werden 10° bis 10’ heterotrophe Bakterien und Hefezellen pro g
Frischgewicht bestimmt (Beattie und Lindow, 1995; Andrews und Harris, 2000;
Hirano und Upper, 2000). Die Verteilung ist auf dem Blatt nicht homogen. Auf der
abaxialen (Unter-) Seite des Blattes befinden sich tendenziell mehr Organismen als
auf der adaxialen (Ober-) Seite. Dabei sind die Mikroorganismen u. a. an Blattadern,
Trichomen, Drusen, Stomata und Vertiefungen der Kutikula anzutreffen (Blakeman,
1993; Andrews und Harris, 2000). Es ist aulerdem bemerkenswert, dass auf den
jungeren oberen Blattern zehn bis hundertmal so viele Bakterien gefunden wurden
wie auf alteren tieferliegenden Blattern (Yang et al., 2000). Dies kann sowohl auf die
unterschiedliche Staubexposition zuruckgefuhrt werden, als auch auf eine
unterschiedlich hohe Blattexsudation. Fur die erste Vorstellung spricht, dass bei
Pflanzen aus Gewachshausern eine um drei bis vier Zehnerpotenzen niedrigere

Keimzahl auf den Endknospen und jungen Hulsen anzutreffen ist (Yang et al., 2000).

Die Resistenz von Pflanzensorten gegenuber einzelnen Stammen hat auch einen
Einfluss auf die Oberflachenbesiedlung. So vermehrten sich auf den Wasserspalten
einer Reissorte Stamme von Xanthomonas campestris je nach Resistenz-
eigenschaften unterschiedlich (Mew, 1978). Bei gleicher Inokulationsmenge ist bei
den Stammen, gegenuber denen die Sorte resistent ist, eine Vermehrung um den
Faktor zwei innerhalb von 24 Stunden zu beobachten. Bei dem Stamm, gegenuber

dem die Sorte anfallig ist, erhoht sich die Zellzahl um mehr als den Faktor zehn.

3 Interaktionen in der Phyllosphére

Die Interaktionen bilden das zentrale Feld der Okologie. Jedes Lebewesen nimmt an
einer Anzahl von Wechselbeziehungen sowohl mit anderen Organismen als auch mit

nicht belebten Komponenten der Umwelt teil.

Wie bereits angedeutet, stellen Blatter die ersten Organe der Pflanzen dar, mit denen
die Mikroorganismen in BerUhrung kommen. Daher bilden die Blattoberflachen von
Pflanzen die Lebensgrundlage fur zahlreiche spezialisierte Mikroorganismen wie

epiphylle Bakterien und Pilze. Die Entwicklung und Auspragung dieser epiphyllen
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Gemeinschaften ist abhangig von der Art der Tragerpflanze, dem Lebensalter der
Blatter und den mikroklimatischen Parametern wie Lufttemperatur, Luftfeuchte, Licht
und Niederschlagen (Jacques et al., 1995). Im Zuge einer gemeinsamen Co-
Evolution entstehen somit ausgepragte biochemische und molekulare Wechsel-
beziehungen, die in den Gemeinschaften auf Konkurrenz, Symbiose und
Interaktionen zwischen den Pflanzen und Pflanzenpathogenen, wie z.B. dem Pilz

Botrytis cinerea, grunden.

Konkurrenz entsteht, wenn verschiedenartige Organismen dasselbe begrenzte Gut in
Anspruch nehmen. Das Prinzip des Ausschlusses durch Wettbewerb besagt, dass
beim Vorkommen zweier Organismen am selben Platz, die um ein gemeinsam
genutztes Naturgut konkurrieren, schlieBlich nur einer von diesen dort Uberleben
kann (Wilson und Lindow, 1994).

Im Normalfall besiedeln Mikroorganismen die Pflanzen und existieren mit ihr, ohne
sie sichtbar zu beeintrachtigen. Erst wenn das Gleichgewicht zwischen der
Wirtspflanze und den auf der Pflanze siedelnden Epiphyllen gestort ist, kbnnen auch
Pathogene (Bakterien, Pilze oder Viren) die Wirtspflanze befallen. Es kommt zu
massiven Schadigungen, die zum Absterben der Pflanze fihren kénnen (Lilja et al.,
1998). Bakterien sind in der Lage, durch Exoenzyme Zellwande zu lysieren und sich
so einen Zugang zur Wirtszelle zu verschaffen. Sie koénnen auch durch
Spaltéffnungen auf der Pflanzenoberflache in den Wirt gelangen. Eine Maispflanze
besitzt Gber 200 Millionen Stomata mit einer jeweiligen elliptischen Porenéffnung von
ca. 90 um?. Wenn man die AusmaRe eines Bakteriums mit 0,5-0,7 um Breite und
1,0-1,5 ym Lange annimmt, so wird deutlich, dass Stomata eine potentielle ,Falle® fur
Bakterien darstellen (ORwald, 1995).

Die pathogenen Mikroorganismen bewirken sowohl kurzfristig als auch langfristig
tiefgreifende Effekte auf die Pflanzen, indem sie deren photosynthetisch aktive
Oberflachen zerstéren. Diese Interaktionen haben im Laufe der Zeit dazu gefuhrt,
dass Pflanzen ein reiches Spektrum von Abwehrmechanismen entwickelt haben. Die
Oberflachenbeschaffenheiten der Blatter stellen die ersten Abwehrreaktionen dar, mit
denen Infektionen durch Pathogene verhindert werden konnen.

Von der Benetzbarkeit der Blatter hangt es ab, ob Wassertropfen, welche
mdglicherweise pathogene Sporen enthalten, auf der Blattober- oder unterseite

haften bleiben kénnen oder ob sie abperlen. Lipophile Uberziige, wie z.B.



Einleitung

Wachsschichten, setzen die Benetzbarkeit stark herab, die Tropfen verlieren ihre
Haftung, und eine madgliche Infektion wird somit verhindert. So zeigen Weizenarten
ohne Wachslberziige starkeren Pathogenbefall der Blatter als solche mit Uberzug
(ORwald, 1995).

Auch die Behaarung der Blatter kann zur Resistenz beitragen. Haare verhindern,
dass Tautropfen mit der Epidermis in Kontakt treten. Die Sporen kdnnen zwar bei
gunstigen Bedingungen (hohe Luftfeuchtigkeit und Warme) im Tropfen auskeimen,
erreichen aber die Blattoberflache nicht und verlieren sehr bald ihre Virulenz. Die
Dicke der Epidermisauflagerungen, vor allem Cutin und Wachse, kann ebenfalls eine
Rolle bei der Resistenz spielen, besonders bei Pathogenen, die mechanisch in die
Pflanzen eindringen (ORwald, 1995).

Viele Pflanzen konnen die Attacke einiger Schaderreger nicht erfolgreich abwehren.
Die befallenen Pflanzen werden durch das Pathogen geschadigt oder gehen
zugrunde. Derartige Epidemien konnen heute mit verschiedenen Fungiziden
kontrolliert und bekampft werden. Dies bedeutet aber nicht nur erhebliche Kosten
und zusatzliche Arbeit fur die Landwirtschaft, sondern die Fungizide hinterlassen
auch Ruckstande in den Frichten und im Boden. Schlimmer noch, die haufige
Anwendung von Fungiziden fuhrt in der Regel zu Resistenzen gegen das
angewandte Mittel, so dass standig neuartige Fungizide entwickelt werden mussen.
Inzwischen werden andere Losungen intensiv gesucht. Ein Ansatz ist zum Beispiel
das Ausbringen spezieller Mikroorganismen auf die Pflanzen. Als natirliche
Antagonisten besitzen sie die Fahigkeit, schadliche Pilze und Bakterien zu
unterdricken oder abzutoten (Andrews, 1992; Filonow et al., 1996; Helbig et al.,
1998; Guinebretiere et al., 2000; Berto et al., 2001). In jungster Zeit wird zunehmend
an der wichtigen Frage geforscht, in welchem MalRe die Pflanzenstoffe als

Antagonisten zur Bekdmpfung pathogener Organismen helfen kénnen.

Wahrend der Vegetationsperiode produzieren Pflanzen eine Reihe von chemischen
Abwehrstoffen, die man allgemein den sekundaren Pflanzenmetaboliten zurechnet.
Das Vermogen der Pflanzen, solche unvertraglichen oder giftigen Substanzen zu
erzeugen und sie in ihren Geweben zu speichern, verleiht ihnen einen gewaltigen
Wettbewerbsvorteil (Raven et al., 2000). Diese chemischen Stoffe stellen in der

Natur die wichtigsten Faktoren zur Bekampfung pflanzenfressender Insekten oder
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Krankheitserreger dar (Corre et al., 1990; Lucchini et al., 1990; Hamilton-Kemp et al.,
1992; Pattnaik et al., 1997; Trombetta et al., 2002).

In den symbiotischen Gemeinschaften leben Organismen zweier verschiedener
Arten zu beiderseitigem Nutzen zusammen. Das klassische Beispiel findet sich in der
Beziehung zwischen den Leguminosen und Stickstoff-bindenden Bakterien
(,Knodllchenbakterien®), die in den Wurzeln der Pflanzen in Wurzelkndllchen leben.
Die Bakterien dienen der Pflanzen als Stickstofflieferant und erhalten im Gegenzug
Nahrstoffe vom Wirt (Raven et al., 2000).

Zabetakis und Mitarbeiter beobachteten, dass in Kalluskulturen von Erdbeeren erst
nach zufalliger Kontamination mit dem Mikroorganismus Methylobacterium
extorquens der charakteristische Erdbeeraromastoff (2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-
furanon) nachgewiesen werden konnte. Da der Biosyntheseweg dieses Aromastoffes
bis heute nicht genau bekannt ist, postulierten die Autoren, dass die Synthese in der
intakten Pflanze auf einer gemeinsamen Leistung der interagierenden Partner
Mikroorganismus und Erdbeerpflanze zurlckzufuhren sein kdnnte (Zabetakis et al.,
1997). Weiterflihrende Arbeiten berichten Uber die enge symbiotische Beziehung
zwischen methylotrophen Bakterien und Pflanzen. So konnte gezeigt werden, dass
die Methylotrophen pflanzliche Hormone, wie z.B. Cytokinine, synthetisieren kénnen
(Doronina et al., 2002; Holland et al., 1997). Es wurde daher eine Symbiose von
Methylotrophen mit pflanzlichen Geweben vorgeschlagen (Abb. 1). Diese soll auf
dem so genannten Methanol-Zyklus basieren, bei dem Pflanzen Methanol als
Abfallprodukt freisetzen und dieses von methylotrophen Bakterien als Nahrungs-
quelle verwertet wird. Die Bakterien stellen den Pflanzen wiederum Cytokinine zur
Verfligung (Joshi und Holland, 1999).
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Methanol stimuliert das
Wachstum von PPFM

Wachsende Pflanzen
produzieren Methanol

PPFM bilden Cytokinine
Cytokinine férdern das

Wachstum von Pflanzen

Abb. 1: Postuliertes Model fur die Interaktion von Methylotrophen (PPFM = Pink
Pigmented Facultative Methylotrophs) mit Pflanzen (Joshi und Holland, 1999).

4 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Auf der Grundlage der oben beschriebenen Bedeutung der sekundaren Pflanzen-
metabolite und der postulierten Interaktionen zwischen Methylotrophen und Pflanzen,
war es das Ziel der vorliegenden Arbeit die Wechselbeziehungen von epiphyllen
Mikroorganismen mit pflanzlichen Systemen auf molekularer Ebene genauer zu

erforschen. Die Aufgaben im Einzelnen waren:
a) die Isolierung und Identifizierung flichtiger Verbindungen aus Blattern,
b) die Untersuchung des Effektes der flichtigen Verbindungen auf das
Wachstum von nicht-pathogenen und pathogenen epiphyllen Mikro-

organismen,

C) die Isolierung und Charakterisierung von methylotrophen Bakterien,
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d) die Untersuchung des Einflusses von methylotrophen Bakterien auf das

Keimverhalten von Samen,

e) die Emission von Methanol durch keimende Pflanzen.

Zur lsolierung flichtiger Verbindungen und Methylotrophen wurden die Blatter der
Erdbeerpflanzen (Fragaria x ananassa) ausgewahlt. Fur die Untersuchungen zur
Wirkung von Methylotrophen auf keimende Pflanzen und der Methanolbildung durch

Pflanzen wurden verschiedene Samensorten in Keimungsexperimenten eingesetzt.

Zusammenfassend sollte in dieser Arbeit geklart werden, in welchem Umfang eine
Interaktion zwischen epiphyllen Bakterien und Pflanze fir beide Partner von Vorteil

ist.
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B ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 Untersuchungen an Erdbeerblattern

1.1 Isolierung und Charakterisierung der epiphyllen Bakterien

Die Isolierung und Charakterisierung epiphyller Bakterien wurde von Frau U. Krimm,
Arbeitskreis Prof. Schreiber, im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefuhrt (Krimm,
2001). Hierbei sind die Epiphyllen zunachst durch das Abdriucken der Ober- und
Unterseiten von Erdbeerblattern oder -frichten auf LB-Agar gewonnen und die
einzelnen Kolonien anschlieBend isoliet worden. Anhand biochemischer
Eigenschaften und der 16S rDNA-Analyse konnten elf epiphylle Bakterienstamme
charakterisiert werden (Tab. B-1).

Aufgrund der 16S rDNA-Sequenzen und weiterer chemotaxonomischer Resultate
lieRen sich die sequenzierten Isolate vier verschiedenen Gattungen zuordnen, wobei
die Pseudomonaden die am haufigsten vorkommende Bakteriengattung darstellten.
Diese Isolate sind in den anschlieRenden, weiterfuhrenden Versuchen zur Interaktion

von epiphyllen Bakterien mit Blattoberflachen eingesetzt worden.

Tab. B-1: Liste der elf anhand der 16S rDNA Sequenzen identifizierten Eigenisolate
von Erdbeeroberflachen und die Ergebnisse deren Analyse mit BLAST®. Die Identitat
mit dem besten Treffer (in Prozent) ist angegeben. Der Code in eckigen Klammern
deutet auf die Datenbanknummer in NCBI® hin. (A, B Freilandpflanzen; BUS
Blattunterseite; BOS Blattoberseite; RF rote Frucht).

Isolat Quelle  Bester Treffer Identitat in %
12 [AY131214] A, BUS Pseudomonas sp. NZ099 99,7
13 [AY131215] A, RF  Pseudomonas lurida 99,9

14 [AY131223] A, BUS Pseudomonas rhizosphaerae 98,4
16 [AY131216] A, BOS Stenotrophomonas maltophilia 99,1
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Fortsetzung von Tab. B-1

17 [AY131217] A, BOS Bacillus cereus Delaporte 99,9
18 [AY131218] B, BOS Pseudomonas orientalis 99,7
121 [AY131225] A, BOS Arthrobacter agilis 99,3
124 [AY131219] A, BUS Pseudomonas parafulva 100
125 [AY131220] A, BUS Bacillus mycoides 100

Bacillus weihenstephanensis 100
127 [AY131221] B, BUS Pseudomonas parafulva 100
129 [AY131222] B, LOS Bacillus megaterium 99,7

@ BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

® NCBI: National Center for Biotechnology Information (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.)

1.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Pflanzen besitzen epidermale Anhangsgebilde verschiedener Form, Struktur und
Funktion auf der Oberflache ihrer Blatter, die als Trichome bezeichnet werden. Sie
treten als Schutz-, Stutz- und DrUsenhaare in Form von Schuppen und
verschiedenen Papillen auf. Es gibt verschiedene Techniken mit denen der
strukturelle Aufbau von Blattoberflachen dargestellt werden kann. Dazu zahlen die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) sowie die mikroskopische Analyse von
Kunststoffabdrucken (Sengbusch, 2000). Mit dem Rasterelektronenmikroskop ist es
moglich eine Oberflache mittels eines sehr fein gebundelten Elektronenstrahls
abzutasten. Im Gegensatz zur Vergrofderung eines Lichtmikroskops (maximal ca.
tausendfach) kann mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops eine Vergrof3erung bis

zu hunderttausendfach erreicht werden.

Die Ober- und Unterseite von Erdbeerblattern der Sorte Elsanta wurde nach
Vorbehandlung rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die REM-Aufnahmen in
Abbildung B-1 zeigen, dass auf den Erdbeerblattober- und unterseiten nur
Drisenhaare mit einzelligen Kopfchen beobachtet werden konnten. Dabei
erschienen die Drusenhaare auf der Blattunterseite gleichmalig verteilt, wahrend sie
auf der Blattoberseite nur auf den Leitblindeln zu finden waren. Gershenzon und

Mitarbeiter (1992) hatten gezeigt, dass Drusenhaare auf den Blattoberflachen
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verschiedener Pflanzen zweierlei aufgebaut sind. Die einen bestehen aus einzelligen
Kdpfchen, die sog. ,capitate glands®, wahrend die anderen vielzellige Kopfchen, die
sog. ,peltate glands® enthalten. Auf den Oberflachen der Erdbeerblatter konnten nur

die ,capitate glands® nachgewiesen werden.

Die mikroskopischen Analysen zeigten auflerdem ausgesprochen lange, einzellige
und unverzweigte Haare. Auf der Blattunterseite waren die Haare regelmaRig
angeordnet und stets in annahernd gleichen Abstanden voneinander angelegt. Auf
der Blattoberseite dagegen kamen die Haare selten vor.

Obwohl lichtmikroskopische Aufnahmen epiphylle Mikroorganismen auf den Blatt-
oberflachen zeigten (Krimm, 2001), konnte dieses Ergebnis bei den REM-
Aufnahmen nicht bestatigt werden. Wahrend der Vorbehandlung der Blatter fur die

REM-Aufnahmen wurden die epiphyllen Mikroorganismen vermutlich durch das

Waschen entfernt.

Abb. B- 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Erdbeerblattunterseite
(A, B) und -blattoberseite (C, D). (d: Drisenhaar , h: Haare).

12
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1.3 Bestimmung fliichtiger Komponenten von Erdbeerblattern

Flichtige Komponenten der Blatter konnen prinzipiell, neben Kohlenhydraten und
Aminosauren, als Nahrstoffe flr epiphylle Mikroorganismen dienen. Blatter von im
Freiland gewachsenen Erdbeerpflanzen (Fragaria x ananassa) wurden deshalb auf
ihre flichtigen Substanzen hin untersucht. Fur die Isolierung der fluchtigen
Komponenten sind drei unterschiedliche Verfahren angewandt worden:

(i) das Tauchen der Blatter in Diethylether,

(i) ~ das Homogenisieren der Blatter mit Wasser und anschlieRende Extraktion mit
Diethylether,

(i)  die Kopfraum-Analyse (die Headspace-Analyse).

Die Blatter folgender Erdbeersorten wurden fur die Identifizierung flichtiger
Komponenten analysiert: Hummy, Elsanta, Elvira und White Pine. Die in Tabelle B-2
dargestellten Ergebnisse der gaschromatographisch-massenspektrometrischen (GC-
MS) Analyse zeigen die wichtigsten flichtigen Blattinhaltsstoffe der Erdbeerpflanzen.
In den Blattern der untersuchten Erdbeersorten wurden nahezu die gleichen
Verbindungen ermittelt. Die am starksten vertretenen Substanzklassen waren
Aldehyde, Alkohole, Ester, Sauren und Terpene. Je nach Behandlungsmethode
gehorten (E)-2-Hexenal, (Z)-3-Hexenal, Nonanal, R,S-Linalool, Citronellol, (Z)-3-
Hexenol, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol mengenmallig zu den wichtigsten

fluchtigen Verbindungen der Erdbeerblatter.

Die Ces-Aldehyde Hexanal, (E)-2-Hexenal und (Z)-3-Hexenal konnten nur in
homogenisierten Extrakten und zum Teil durch die Kopfraum-Analyse nachgewiesen
werden. Da bei diesen Methoden die Blatter offensichtlich verletzt wurden, kam es
zur Dekompartimentierung der Zellen, wobei die Cs-Aldehyde gebildet worden sind.
Die Cs-Aldehyde entstehen bei der enzymatischen Oxidation von ungesattigten
Fettsduren durch Lipoxygenasen (Heiden et al., 2003). Diese Ergebnisse zeigten,
dass Cs-Aldehyde nicht als native Bestandteile der intakten Blatter vorkommen,

sondern sie entstehen nur dann, wenn das Blatt verletzt ist.
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Das 1-Penten-3-ol und (Z)-3-Hexenol werden ebenfalls als Produkte des
Lipoxygenase-Syntheseweges beschrieben (Fisher et al., 2003), dennoch wurden
diese Verbindungen auch in Tauch-Extrakten gefunden. 1-Penten-3-ol und (Z)-3-
Hexenol gehdéren somit zu den nativen Verbindungen der Erdbeerblattoberflachen.
Benzaldehyd, Hexylacetat und Methylsalicylat wurden nur bei der Kopfraum-Analyse
identifiziert. (Z)-3-Hexenol, R,S-Linalool, Benzylalkohol, 2-Phenylethanol und
Nonanal sind bei den drei angewandten Techniken in hoheren Mengen
nachgewiesen worden, wahrend 1-Penten-3-ol, (Z)-2-Buten-1-ol und die Terpene a-

Terpineol, Myrtenol, Geraniol in geringeren Mengen vorkamen.

Im Gegensatz zum Homogenat und der Kopfraum-Analyse waren beim Einlegen der
Blatter in Diethylether keine Cg-Aldehyde entstanden. Damit stellte das Eintauchen in

Diethylether die Methode dar, bei der die wenigsten Artefakte produziert wurden.

Tab. B-2: Flichtige Verbindungen, die in Erdbeerblatt-Extrakten mittels GC-MS
identifiziert wurden. Blattextrakte wurden durch Homogenisierung und Extraktion,
Tauchen in Diethylether und dynamische Kopfraum-Analyse erhalten. Konzentration
[mg/kg Frischgewicht]: (+) 0,01-0,1; (++) 0,1-1,0; (+++) >1,0; (-) nicht nachweisbar.

Verbindung Homogenat Tauchen Kopfraum-Analyse
Hexanal + - -
(£2)-3-Hexenal ++ - +
(E)-2-Hexenal +++ - +
Nonanal ++ + +
Decanal ++ + +
Benzaldehyd - - +
1-Penten-3-ol + + +
(£2)-2-Buten-1-ol + + +
(2)-3-Hexenol +++ +++ +++
R,S-Linalool ++ +++ ++
1-Nonanol + + ++

14
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Fortsetzung Tab. B-2

a-Terpineol + + +
Citronellol ++ ++ +
Myrtenol + + +
Geraniol ++ + +
Benzylalkohol +++ +++ +++
2-Phenylethanol +++ ++ F++
(£2)-3-Hexenylacetat + + +
Hexylacetat - - +
Methylsalicylat - - +
Essigsaure ++ + ++
Nonansaure + + +
Benzoesaure + + ++
Decansaure - + ;

1.4 Isolierung der Driusenhaare und Bestimmung fllichtiger Komponenten

Drisenhaare sind bekannt als Syntheseorte verschiedener Terpene und anderer
sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe (Gang et al., 2001). Isolierte Drusenhaare von
Erdbeerblattern wurden deshalb auf ihre sekundaren Metabolite hin untersucht. Dazu
sind die Drusenhaare von den Erdbeerblattern durch Schuitteln in Pufferldsung
abgetrennt und auf einem Filter mit 20 um Porengrélie gesammelt worden. Nach
Extraktion mit Diethylether wurden die fliichtigen Komponenten anschlielend mittels
GC-MS analysiert.

Die GC-MS Ergebnisse zeigten, dass in den Drusenhaaren der Erdbeerblatter nur
R,S-Linalool und Nonanal als flichtige Komponenten vorlagen. Die anderen
Komponenten, z.B. Benzylalkohol oder 2-Phenylethanol, waren dagegen nicht
nachweisbar, jedoch im durchgelaufenen Filtrat enthalten. Somit war anzunehmen,
dass R,S-Linalool und Nonanal in den Drusenhaaren akkumulieren, wahrend
Benzylalkohol und 2-Phenylethanol durch die Kutikula oder Stomata emittiert

werden.
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1.5 Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses von Linalool mittels

multidimensionaler Gaschromatographie-Massenspektrometrie

OH

*

Linalool (chirales Zentrum *)

Als aromabestimmende Komponente kommt Linalool enantiomerrein (S-Enantiomer)
in Erdbeerfrichten vor (Bernreuther und Schreier, 1991). Auch in den Erdbeer-
blattern wurde Linalool als wichtige flichtige Verbindung identifiziert und deshalb

dessen Enantiomerenverhaltnis untersucht.

Fir die Enantiomerenanalytik von Aromastoffen mittels multidimensionaler
Gaschromatographie-Massenspektrometrie  (MDGC-MS) wurde die etablierte
Kombination aus einer Vorsaule (achirale Saule) und einer Hauptsaule (chirale
Saule) verwendet (Mosandl, 1995). Im Analysenverlauf ist der Extrakt auf der
Vorsaule aufgetrennt und nur die zu bestimmende chirale Verbindung selektiv mittels
einer Saulenschaltung zur Trennung der Enantiomere auf die chirale Hauptsaule
ubertragen worden. Zur getrennten Steuerung der Temperaturgradienten fur Vor-
und Hauptsaule wurde ein Doppelofensystem verwendet. Eine spezielle Saulen-
schaltung verband beide stationaren Phasen miteinander und ermdglichte so einen

Transfer der Zielverbindung. Ein Massenspektrometer diente als Detektor.

Wie in Abbildung B-2 ersichtlich, wurden nahezu razemische Gemische bei allen
untersuchten Erdbeerblattsorten ermittelt. Das Enantiomerenverhaltnis von Linalool
ist aus dem Verhaltnis der Peakflachen ermittelt worden. Es ergaben sich Werte von
54 bis 69 % fur R-(-)-Linalool zu 31 bis 46 % fur S-(+)-Linalool.

Unter Berlcksichtigung der von Bernreuter (1991) publizierten Ergebnisse lasst sich

somit annehmen, dass ein anderes oder zusatzliches Enzym flr die Bildung von R,S-

Linalool in den Erdbeerblattern verantwortlich ist.
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Abb. B-2: Ermittlung des Enantiomerenverhaltnisses von R-(-)-, und S-(+)-Linalool,
welches aus den Drisenhaaren von Erdbeerblattern isoliert wurde. MDGC-MS-

Analyse der Diethylether-Extrakte von Erdbeerblattern verschiedener Sorten.

1.6 Diskussion der Ergebnisse

Wie bei allen bisher untersuchten Pflanzen konnten auch von Blattern und Frichten
der Erdbeersorte Fragaria x ananassa var. Elsanta zahlreiche Mikroorganismen
isoliert werden. Anhand der 16S rDNA-Analyse und weiterer biochemischer
Eigenschaften sind elf epiphylle Bakterienstamme charakterisiert worden (Krimm,
2001). Die qualitative Zusammensetzung der Mikroorganismen-Populationen
entspricht nahezu der Zusammensetzung der auf den Blattoberflachen anderer
Pflanzenarten isolierten Mikroorganismen (Blakeman und Brodie, 1977; Jacques et
al., 1995; Lindow und Anderson, 1996; Leveau und Lindow, 2000). Allerdings ist
bekannt, dass ein hoher Prozentsatz der identifizierten Organismen bisher noch nicht

beschrieben wurden, weil viele nicht kultivierbar sind (Yang et al., 2001).

17



Ergebnisse & Diskussion

Um auf den Blattoberflachen wachsen zu kdénnen, bedirfen Mikroorganismen
ausreichender Nahrstoffquellen (Lindow und Brandl 2003; Mornier und Lindow,
2004). Leitbundel, die dem Ferntransport von Wasser, Nahrsalzen, Zuckern und
Aminosauren dienen und somit Nahrstoffe an die Oberflache abgeben kdnnen,
stehen den Mikroorganismen als gute Lieferanten zur Verfigung. Auf den
Leitbundeln sind bereits hohe Konzentrationen an Mikroorganismen festgestellt
worden (Blakeman, 1993; Andrews und Harris, 2000). Lichtmikroskopische
Aufnahmen zeigten gravierende Unterschiede in der Besiedlung der Blattoberseiten
und -unterseiten durch Mikroorganismen. Auf den Blattoberseiten waren
durchgehend weniger Organismen zu sehen als auf den Blattunterseiten. Auf den
Blattoberseiten befanden sich die epiphyllen Mikroorganismen vor allem auf den
Blattadern. Entlang der Blattadern waren viele Drusenhaare, sowohl auf den
Blattoberseiten als auch -—unterseiten, anzutreffen, auf denen sich die
Mikroorganismen bevorzugt ansiedelten (Krimm, 2001). Dies legt die Vermutung
nahe, dass die in den Drusenhaaren gebildeten Stoffe das Wachstum der epiphyllen

Mikroorganismen unterstutzen.

Aus Erdbeerblattern wurden verschiedene flichtige Verbindungen aus der Klasse
der Alkohole, Ester, Terpene, Sauren und Carbonylverbindungen isoliert und
identifiziert. Mengenmallig gehorten Nonanal, R,S-Linalool, Citronellol, (Z)-3-
Hexenol, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol zu den wichtigsten flichtigen
Verbindungen der Erdbeerblatter. Im Einklang mit durchgeflihrten Versuchen wurden
diese Stoffe bereits in Blattern von Fragaria x vesca, F. x ananassa und anderen
Pflanzenarten beschrieben (Pyysalo et al., 1979; Potter et al., 1990; Hamilton-Kemp
et al., 1996; Fleisher, 2000). In intakten Blattern lieRen sich keine Cs-Aldehyde
(Hexanal, (E)-2-Hexenal, (Z)-3-Hexenal) nachweisen. Erst als die Blatter verletzt
wurden, konnten die Aldehyde bestimmt werden. Die Ce-Aldehyde bilden sich bei der
enzymatischen Oxidation von ungesattigten Fettsauren durch Lipoxygenasen
(Heiden et al., 2003). Diese Verbindungen sind schon langer als chemische
Abwehrstoffe gegen Mikroorganismen und Insekten bekannt (Hamilton-Kemp et al.,
2003; Campeol et al., 2003). Treten Feinde auf die Blattoberflachen auf, kann durch
Verletzung blitzschnell eine hohe lokale Konzentration der Verteidigungsstoffe erzielt

werden (Paramonov et al., 2000). Somit stellen die Cs-Aldehyde im Gegensatz zu
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den erstgenannten Verbindungen keine potentiellen Nahrstoffe flir epiphylle

Bakterien auf intakten Blattern dar.

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie konnte die Struktur der Erdbeerblatt-
oberflache sichtbar gemacht werden. Nur Drisenhaare mit einzelligen Képfchen sog.
,capitate glands“ waren neben langen Trichomen zu erkennen. Erwahnenswert ist
die Tatsache, dass Drusenhaare auf den Erdbeerblattoberseiten und -unterseiten
unterschiedlich verteilt waren. Wahrend sie auf der gesamten Blattunterseite
anzutreffen waren, wurden sie auf der Blattoberseite nur auf den Leitbindeln
beobachtet. Bei Blattern von Origanum x intercedens ist ein ahnliches Phanomen
beschrieben worden (Bosabalidis und Skoula, 1996). Obwohl in dieser Studie
Drusenhaare mit vielzelligen Kopfchen, die sog. ,peltate glands®, nachgewiesen
wurden, hatten die Autoren festgestellt, dass die Drisenhaare auf der Blattunterseite,
etwa 21789 Stlicke pro Blatt, dreizehnmal haufiger auftraten als auf der
Blattoberseite mit 1739 Drusenhaaren pro Blatt. Des Weiteren konnten sie ebenfalls
feststellen, dass die Drusenhaare auf den Blattunterseiten gleichmaRig verteilt
waren, wahrend sie auf den Blattoberseiten tendenziell auf den Leitblindeln
anzutreffen waren. Die Frage nach dem Sinn der unterschiedlichen Verteilung der
Drusenhaare auf den Erdbeerblattoberseiten und -unterseiten bleibt jedoch

ungeklart.

Zahlreiche Studien zeigten bereits, dass die Drlsenhaare verschiedene
Substanzklassen enthalten. Besonders haufig werden Flavonoide, aliphatische
Aldehyde und Terpene nachgewiesen (Gershenzon et al., 1992; McCaskill und
Croteau, 1995; Bosabalidis und Skoula, 1996; Gang et al.,, 2001). So konnten
Bosabalidis und Skoula (1996) aus den Oreganodrisenhaaren (Origanum x
intercedens) die Terpene Carvacrol und Borneol identifizieren. Bei Katzenminze
(Nepeta racemosa) sind cis- und trans-Nepelactone nachgewiesen worden (Clark et
al., 1997). Aus den Drusenhaaren der Erdbeerblatter konnten R,S-Linalool und
Nonanal isoliert und identifiziert werden, wobei R,S-Linalool annahernd in
razemischer Form vorlag. Engel und Mitarbeiter hatten aus den Drisenhaaren von
den Stieleicheblattern (Quecus robur L.) verschiedene Verbindungen isoliert und
identifiziert, wobei Linalool und Nonanal in Spuren nachgewiesen werden konnten.

Die Konfiguration von Linalool blieb allerdings ungeklart (Engel et al., 1993).
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Aufgrund des Enantiomerenverhaltnisses und im Vergleich zu dem von Bernreuter
(1991) erzielten Ergebnis, wonach S-Linalool in Erdbeerfrichten enantiomerrein
vorliegt, kann vermutet werden, dass sich die Bildung von R,S-Linalool in Blattern
von der Bildung in Erdbeerfrichten unterscheidet. Ein weiteres noch unbekanntes
Enzym mul3, im Gegensatz zu dem aus Erdbeerfriichten charakterisierten Enzym S-
Linaloolsynthase, fur die Bildung von Linalool in Erdbeerblattern verantwortlich sein
(Aharoni et al., 2004).
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2. Interaktionsstudien

2.1 Metabolisierung der fliichtigen Verbindungen von Erdbeerblattern durch

epiphylle Bakterien

Vorversuche zeigten, dass die Erdbeerblattkomponenten Benzylalkohol, R,S-
Linalool, Nonanal und 2-Phenylethanol von den epiphyllen Bakterien nicht als
alleinige Kohlenstoffquelle genutzt werden konnten. Deshalb wurden die
Metabolisierungen dieser Verbindungen durch die von Erdbeerblattern isolierten
epiphyllen Bakterien in Gegenwart von D-Glukose als zusatzliche Nahrstoffquelle
untersucht. Hierzu sind die jeweiligen Substanzen in Kulturmedien mit Bakterien
gegeben und anschlielRend fur drei Tage inkubiert worden. Die Lésungen wurden mit
Diethylether extrahiert und die Extrakte mittels GC-MS analysiert. In der gleichen
Weise ist ein Kontrollansatz ohne Mikroorganismen durchgefuhrt worden.

Wie aus der Abbildung B-3 hervorgeht, zeigten die gaschromatographischen
Analysen, dass R,S-Linalool von den epiphyllen Bakterien kaum verstoffwechselt
wurde. Nur mit dem Stamm I3 konnte eine geringfligig veranderte
Produktzusammensetzung gegenuber dem Kontrollansatz erhalten werden. Unter
den angegebenen Versuchsbedingungen wurde R,S-Linalool bereits ohne Bakterien
oxidativ zu E- und Z-Linalooloxid furanoid, E- und Z- Linalooloxid pyranoid, 6,7-
Epoxylinalool, 2,6-Dimethyl-3,7-octadien-2,6-diol und 2,6-Dimethyl-1,7-octadien-3,6-
diol umgesetzt. Die Extrakte der bakteriellen Ansatze lieferten identische Ergebnisse.

140,0 -
120,0
100,0
80,0 -
60,0 -
40,0 -

% der Kontrolle

Epiphylle Bakterien

Abb. B-3: Metabolisierungen von R,S-Linalool durch epiphylle Bakterien. R,S-
Linalool (L1) wurde zu E-/Z-Linalooloxid furanoid (ZA/M), 2,6-Dimethyl-3,7-octadien-
2,6-diol (N) und anderen Metaboliten () umgesetzt. R,S-Linalool wurde nicht
entscheidend durch die Epiphyllen verstoffwechselt.
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Im Gegensatz zu R,S-Linalool wurde Nonanal durch die Halfte der epiphyllen
Bakterien umgesetzt (Abb. B-4). Nonansaure war der Hauptmetabolit sowohl im
Kontrollansatz als auch bei den Stammen 16, 17, 18, 121, 125 und 127. Die Stamme 12,
13, 14, 124, 127 und 129 konnten Nonanal bzw. Nonansaure zu weiteren Produkten
metabolisieren. Dabei wurde (E)-2-Heptyl-3-octylacrolein als Hauptmetabolit gebildet.
(E)-2-Heptyl-3-octylacrolein entsteht bei der Aldolkondensationsreaktion zweier
Molekule von Nonanal. In Blindversuchen ohne Bakterien wurde (E)-2-Heptyl-3-
octylacrolein nicht identifiziert. In zusatzlichen Experimenten mit Nonansaure anstelle
von Nonanal konnte aufl’erdem gezeigt werden, dass die Saure nicht als Vorlaufer fir
die Bildung von (E)-2-Heptyl-3-octylacrolein fungierte. Somit wurde eindeutig gezeigt,
dass die Bildung von 2-Heptyl-3-octylacrolein enzymatisch katalysiert ist und die bei
der Metabolisierung gebildete Saure keine Rolle bei der Kondensationsreaktion
spielt. Die Wiederfindung an Nonanalprodukten war bei den Umsetzungen der
epiphyllen Bakterien 12, 13, 14, 124, 127 und 129 sehr gering, so dass von einer sehr
hohen Abbauleistung durch die Epiphyllen ausgegangen werden musste. 1-Nonanol,
6-Oxononanol, (E)-2-Nonenol, Methylnonanoat, (E)-2-Nonenal, Ethylnonanoat und
Nonanamid wurden auf3erdem in geringen Mengen in den Kulturmedien von 12, 13,
14, 124, 127 und 129 identifiziert (Abb. B-5).

Mehr als 98 % der zugesetzten Menge an Benzylalkohol konnten im Kontrollansatz
ohne Bakterien und im Kulturmedium mit 121 nach drei Inkubationstagen
nachgewiesen werden (Abb. B-6). Die anderen Bakterien konnten Benzylalkohol
zumindest zu Benzoesaure metabolisieren. Weitere Metabolite wie Benzaldehyd,
Methylbenzoat, 4-Hydroxyanisol und Benzylacetat wurden in geringeren Mengen
gebildet (Abb. B-7).

Die Metabolisierung von 2-Phenylethanol lieferte ahnliche Ergebnisse wie die von
Benzylalkohol. Mehr als 98 % vom angesetzten Alkohol sind im Kontrollansatz in
Kulturmedien von 121 und 125 wiedergefunden worden (Abb. B-8). Phenylessigsaure
und 1-Phenyl-1,2-ethandiol wurden in den Extrakten der anderen Bakterien als
Hauptmetabolite analysiert. Phenylacetaldehyd, Methylphenylacetat, 2-Phenylethyl-
acetat und 2-Hydroxy-1-phenylethanon konnten in geringeren Mengen identifiziert
werden (Abb. B-9).
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Obwohl die isolierten epiphyllen Bakterien R,S-Linalool, Nonanal, Benzylalkohol und
2-Phenylethanol nicht als alleinige Kohlenstoffquelle verwerten konnten, waren sie
jedoch in der Lage einige dieser Komponenten zu metabolisieren. Mit Ausnahme von
R,S-Linalool konnte fast die Halfte der epiphyllen Bakterien Nonanal zu diversen
Produkten umwandeln (Abb. B-5), wobei erstmals ein Aldolkondensationsprodukt
nachgewiesen wurde. Benzylalkohol und 2-Phenylethanol sind zum grof3ten Teil zu
ihren entsprechenden Sauren metabolisiert worden. Die Stamme 12, 13, 14, 124, 127

und 129 metabolisierten die Pflanzenstoffe effektiver als die Stamme 121 und 125.
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Abb. B-4: Metabolisierung von Nonanal durch epiphylle Bakterien. Nonanal (K)
wurde zu Nonansaure (L), 2-Heptyl-3-octylacrolein (II), 1-Nonanol (/1) und

anderen Metaboliten (.) umgesetzt.

A0

Nonanal

A0 eSS OH /\/\/\/\l//o

(E)-2-Nonenal 1g‘°”a”°| Nonanséure OH
e~ OH A~ M~ ~_OH /\/\/\/\(O
(E)-2-Nonenol 6-Oxononanol Methylnonanoat O~
/\/\/\/\(0

Ethylnonanoat O~

A0 /\/\/\/\(0
NH,
(E)-2-Heptyl-3-octylacrolein Nonanamid
Abb. B-5: Verbindungen, die bei der Metabolisierung von Nonanal durch epiphylle

Bakterien gebildet und mittels GC-MS identifiziert wurden.
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Abb. B-6: Metabolisierung von Benzylalkohol durch epiphylle Bakterien.
Benzylalkohol (L]) wurde zu Benzoesdure (N) Benzaldehyd (IIl) und anderen
Metaboliten (/1) umgesetzt.

Benzylalkohol

_0_0 HO._O 0
Methylbenzoat Benzoesaure Benzaldehyd
o~ o
T
OH
4-Hydroxyanisol Benzylacetat

Abb. B-7: Verbindungen, die bei der Metabolisierung von Benzylalkohol durch
epiphylle Bakterien gebildet und mittels GC-MS identifiziert wurden.
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Abb. B-8: Metabolisierung von 2-Phenylethanol durch epiphylle Bakterien. 2-
Phenylethanol (L]) wurde zu 1-Phenyl-1,2-ethandiol (N), Phenylessigsaure ([II) und

I

2-Phenylethanol

anderen Metaboliten (/4) umgesetzt.

HO OH/ Iy i
5 &4

1-Phenyl-1,2-ethandiol Phenylessigsaure Phenylacetaldehyd

5 &8

2-Hydroxy-1-phenylethanon  2-Phenylethylacetat Methylphenylacetat

Abb. B-9: Verbindungen, die bei der Metabolisierung von 2-Phenylethanol durch
epiphylle Bakterien gebildet und mittels GC-MS identifiziert wurden.
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2.2 Biotransformation von Cg-C4,; Aldehyden durch Bacillus megaterium

Bei den Metabolisierungsversuchen mit Nonanal wurde erstmals das Aldol-
kondensationsprodukt (E)-2-Heptyl-3-octylacrolein bei den Stammen 12, 13, 14, 124,
127 und 129 nachgewiesen. Das Isolat 129 zeigte hierbei die hochste Bildungsrate.
Ein Zeitversuch mit Nonanal verdeutlichte, dass die hdchste Konzentration an
Aldolkondensationsprodukten nach sechs Tagen erreicht wurde. Im Gegensatz dazu
stieg die Saurekonzentration kontinuierlich an (Abb. B-10). Folglich sind die
Biotransformationen aliphatischer Aldehyde wie Octanal, Decanal, Undecanal und
Dodecanal im Kulturmedium von Bacillus megaterium (129) genauer untersucht

worden.

Analog zu den Ergebnissen mit Nonanal, wurden Octanal, Decanal, Undecanal und
Dodecanal durch den Bakterienstamm 129 zu den entsprechenden Alkoholen,
Sauren und Aldolkondensationsprodukten umgesetzt (Abb. B-11). Sauren waren wie
erwartet die Hauptkomponenten, wahrend Alkohole und Aldolkondensationsprodukte
auch in nennenswerten Mengen nachgewiesen werden konnten. In Kontrollansatzen
wurden die Sauren als Hauptkomponenten gebildet. Aldolkondensationsprodukte
sind nur in vernachlassigbaren Mengen nachgewiesen worden. Alkohole entstanden

jedoch nicht.
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Abb. B-10: Verlauf der Biotransformation von Nonanal (o) zu (E)-2-Heptyl-3-
octylacrolein (e) und Nonansaure (m) im Kulturmedium von Bacillus megaterium

innerhalb von zwolf Tagen.
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Abb. B-11: Hauptmetabolite der Biotransformationen von Octanal (A), Nonanal (B),
Decanal (C), Undecanal (D) und Dodecanal (E) im Kulturmedium von Bacillus
megaterium (m). Als Kontrolle (o) diente ein Ansatz ohne Bakterien.
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2.3 Inhibierungsversuche von Botrytis cinerea durch epiphylle Bakterien

Einen mdoglichen Vorteil, den epiphylle Bakterien ihren Wirten liefern kdnnten, ware
der Schutz vor pflanzenpathogenen Keimen wie Botrytis cinerea. Die epiphyllen
Bakterien sind deshalb in vitro im Hinblick auf das antagonistische Potential gegen
verschiedene Botrytis cinerea Stamme gepruft worden. Die in Flussigmedien
kultivierten Bakterien wurden hierzu in Form von Kultursuspensionen bzw.
Bakterienzellen (Pellet) auf Malzextrakt-Agarplatten (MEA), die vorher mit Botrytis
cinerea inokuliert worden waren, in vorgestanzte Locher einpipettiert.

Abbildung B-12 zeigt das Ergebnis eines Lochtests mit Kultursuspensionen der
Stamme 16 und 17 auf einer mit Botrytis cinerea inokulierten MEA-Platte nach sieben
Inkubationstagen. Als Mal fur den Inhibierungseffekt wurde der Durchmesser der

gebildeten Hemmhofe gemessen.

Abb. B-12: Schematische Darstellung der Inhibierungswirkung der epiphyllen
Bakterien 16 und 17 auf das Wachstum des pathogenen Pilzes Botrytis cinerea

93/HRB 2b (B. c. 3). Wahrend 17 eine Hemmwirkung zeigte, konnte 16 nicht wachsen.

Von den elf angesetzten Bakterienstammen konnten mehr als die Halfte das
Mezylwachstum von Botrytis cinerea hemmen. Wie aus Tabelle B-3 hervorgeht,
wiesen die Hemmhofe Durchmesser zwischen 0,3 und 2,3 cm auf, wobei das Isolat

I7 das hochste Inhibierungspotential zeigte.
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Tab. B-3: Durchmesser der Inhibierungszonen, die bei der Wirkung epiphyller
Bakterien auf das Wachstum des phytopathogenen Pilzes Botrytis cinerea 93/HRB
2b (B. c. 3) gemessen wurden. Die Werte sind Mittelwerte von je sechs Versuchen.

Standardabweichungen sind angegeben.

Epiphylle Bakterien  Inhibierungszone [cm]

12 1,4+0,3
13 1,8+0,2
14 -
16 -
I7 20+0,3
18 1,3+0,2
121 -
124 1,8+0,2
125 0,8+0,2
127 -
129 0,2+01

Weitere Versuche sollten die Frage klaren, welchen Mechanismus die Bakterien
benutzen, um das Wachstum von Botrytis cinerea zu hemmen. Dafur wurden die
Bakterienzellen durch Zentrifugation (4000 rpm, 25 min, 4 °C) gewonnen und mit
Aceton und Glaskugelchen homogenisiert. Der letzte Schritt diente dazu die
Bakterienzellen aufzubrechen, um modgliche Hemmstoffe freizusetzen. Nach
Ankonzentrieren der Acetonlosung, wurden die Acetonextrakte erneut auf
Malzextrakt-Agarplatten mit inokuliertem Botrytis cinerea in vorgestanzte Ldcher
einpipettiert. Zusatzlich wurden die Kulturiberstande steril filtriert und ihr

inhibierendes Potential gegen den Pilz ebenfalls untersucht.

Im Gegensatz zu den ersten Ergebnissen, zeigten die sterilen Kulturfiltrate keine
Hemmwirkung. Bei den Acetonextrakten hingegen konnte ein schwacher
Inhibierungseffekt nur mit den Stadmmen 13 und |7 beobachtet werden. Nach
mikroskopischer Untersuchung stellte sich aber heraus, dass in den Acetonextrakten
von I3 und 17 noch lebende Zellen vorhanden waren. Diese Ergebnisse

verdeutlichten, dass der Inhibierungseffekt der epiphyllen Bakterien nicht durch
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modgliche Inhibitoren hervorgerufen wird, sondern vermutlich durch Nahrstoff-
konkurrenz. Die epiphyllen Bakterien mit inhibierendem Potential konnten dem Pilz

die Nahrstoffe entziehen und dadurch dessen Wachstum verhindern.

24 Wirkung fluichtiger Komponenten der Erdbeerblatter auf das Wachstum

von Botrytis cinerea und epiphyllen Bakterien

Mehrere Untersuchungen beschrieben bereits den inhibierenden Effekt flichtiger
Blattkomponenten auf das Wachstum von pathogenen und nicht-pathogenen
Mikroorganismen (Corre et al., 1990; Lucchini et al., 1990; Pattnaik et al., 1997,
Manohar et al., 2001; Trombetta et al., 2002). Folglich wurde die Wirkung der aus
Blattern isolierten flichtigen Komponenten Hexanal, (Z)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal,
Linalool, Nonanal, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol sowie (E)-2-Nonenal in vitro
auf das Wachstum der epiphyllen Bakterien und den Boftrytis cinerea Stammen [B .c.
1: Nr. 23 (Bayer AG), B. c. 2: 92/RB 11, B. c. 3: 93/HRB 2b, und B. c. 4: 93/HRB 1b
(Bayerische Landesanstalt)] untersucht. (E)-2-Nonenal wurde als zusatzliche
Verbindung getestet, da sie auch durch Lipoxygenase-Aktivitat gebildet werden kann
und ihre inhibierende Wirkung bereits dokumentiert ist (Hamilton-Kemp et al., 1992;
Campeol et al., 2003). Hierzu wurden die Bakterienkolonien bzw. Myzelsticke in der
Mitte, der mit verschiedenen Konzentrationen an flichtigen Komponenten
hergestellten MEA-Platten, in vorgestanzte Locher gegeben. Nach sieben Tagen
sind die Platten ausgewertet worden. Als Maly fur die Wirkung der fluchtigen
Verbindungen diente das Kolonien- bzw. Myzelwachstum der Bakterien und der

Pilze.

Wie aus der Tabelle B-4 hervorgeht, beeinflusste die zunehmende Konzentration an
(£2)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal, Linalool, Nonanal und (E)-2-Nonenal erwartungs-
gemal das Wachstum der Mikroorganismen sehr stark. Das Wachstum der Botrytis
cinerea Stamme nahm bereits in Gegenwart der meisten Verbindungen bei
Konzentrationen von 1 ppm ab und wurde bei 100 ppm komplett gehemmt. Als
besonders wirksam gegen die Pilze erwiesen sich Nonanal und (E)-2-Nonenal.
Nonanal verminderte das Myzelwachstum bereits bei 1 ppm und verhinderten bei 10

ppm das Wachstum vollstandig. Die Isolate 13, 14, 18, 24 und 129 konnten sich
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dagegen bei héheren Konzentrationen zwischen 100 ppm Linalool, Nonanal und (E)-
Nonenal und 1000 ppm Linalool noch vermehren. Benzylalkohol, 2-Phenylethanol,
Hexanal, (£)-3-Hexenal und (E)-2-Hexenal inhibierten ab 100 ppm das Wachstum
aller Mikroorganismen. Es zeigte sich, dass einige der isolierten epiphyllen Bakterien
die eingesetzten flliichtigen Verbindungen besser vertragen konnten als Botrytis
cinerea. Viele der nicht-pathogenen epiphyllen Bakterien waren somit besser an
diese naturlichen Pflanzenstoffe angepasst als der pflanzenpathogene Pilz Botrytis

cinerea.

Tab. B-4: Wirkung flichtiger Verbindungen der Erdbeerblatter [Hexanal, (Z)-3-
Hexenal, (E)-2-Hexenal, R,S-Linalool, Nonanal, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol]
sowie (E)-2-Nonenal auf das Wachstum von Botrytis cinerea Stammen [B .c. 1: Nr.
23 (Bayer AG), B. c. 2: 92/RB 11, B. c. 3: 93/HRB 2b (Bayerische Landesanstalt)]
und den epiphyllen Bakterien 13, 14, 17, 18, 124, 125, 129. Die Kolonien- bzw.
Myzelradien wurden nach sieben Tagen ermittelt. Standardabweichungen sind

angegeben.

Verbindung MO ?  Kolonienradius [cm] auf MEA-Platten mit Konz. von:

0 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

R,S-Linalool B.c.1 36+01 1,101 0,4+0,1 0 0
B.c.2 34+01 34+03 1510,3 0 0
B.c.3 37+04 3204 1605 0 0
13 42+01 42+01 42+01 16+01 0601
14 32+05 33+03 30+0,1 0801 0
17 1,704 15+01 1,320/ 0 0
18 31+05 34+11 18+01 0402 0
124 31+08 33+03 1,2+08 06+0,2 0401
125 23+01 14102 050,11 0 0
129 1,5+01 12+02 09+0,2 06+0,1 04x0,1
Nonanal B.c.1 36%£0,1 23+01 0 0 0
B.c.2 34+01 3,1%0,2 0 0 0
B.c.3 3,7+03 4,1%0,2 0 0 0
13 41+01 41+01 25201 24+0,1 0
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Fortsetzung Tab. B-4

Benzylalkohol

2-Phenylethanol

Hexanal

41+0,1
1,3+0,1
4,2+0,1
4,2+0,1
2,5+0,1
4,2+0,1
3,8+0,1
3401
3,8+0,3
4,1+0,1
4,2+0,1
1,4+0,3
8,2+0,1
4,2+0,1
25+0,2
4,2+0,1
3,7+0,1
34+01
3,8+0,3
4,1+0,1
3,4+0,1
1,7+ 0,6
4,1+0,1
4,2+0,1
0,8+0,1
4,2+0,1
4,2+0,0
4,2+0,0
2,7+0,3
2,1+0,2
1,4+0,2

41+0,1
1,3+0,3
4,2+0,1
4,2+0,1

4,2+0,1
3,5+0,2
3,5+0,1
4,0+0,3
41+0,1
4,2+0,1
24+0,6
4,2+0,1
4,2+0,1

4,2+0,1
1,7+0,3
34+0,2
4,1+0,6
4,1+0,1
3,5+0,1
26+0,3
41+0,1
4,2+0,1
1,3+0,1
4,2+0,1
4,2+0,0
4,2+0,0
1,8+0,2
2,1+0,0
1,6 +0,1

32+0,3

4,2+0,1
3,0+0,1
3,0+0.1
34+0,2
41+0,1
4,2+0,1
1,6+0,3
4,2+0,1

4,2+ 0,1

20+0,3
26+01
4,1+0,1
3,2+0,1
1,4+0,3
23+0,7
4,2+ 0,1
1,1+0,1
2,7+0,1
4,2+0,0
4,2+0,0
1,3+ 0,1
1,5+0,2
1,1+ 0,1

1,7+0,4

(@)

O O O O O O O O O O 0O OO O oo o o o o o o o o o

O O O O O O O O O OO OO0 O oo oo oo o o o o o o o
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Fortsetzung Tab. B-4

129 2,0+0,1
(£2)-3-Hexenal B.c.1 42+0,0
B.c.2 42+0,0

13 2,7+0,3
14 2,1+0,2
18 1,4+0,2

129 20+0,1
(E)-2-Hexenal B.c.1 4,2+0,0
B.c.2 42+0,0

13 2,7+0,3
14 21+0,2
18 1,4+0,2
129 2,0+0,1

(E)-2-Nonenal B.c.1 42+0,0
B.c.2 4,2+0,0

13 2,7+0,3
14 2,1+0,2
18 1,4+0,2

129 20+01

20+0,2
4,2+0,0
3,2+0,0
1,5+ 0,0
1,3+0,1
1,3+0,1
1,7+ 0,1
4,2+0,0
28+0,0
1,7+ 0,0
1,8+0,2
1,3+0,2
1,7+0,2
4,2+0,0
4,2+0,0
26+0,7
2,8+0,2
1,7+ 0,1
22+0,3

1,5+0,1
1,9+0,1
1,5+0,2
1,2+0,3

1,2+0,2

3,1+0,2
2,1+0,1
1,5+ 0,0
1,5+0,2
1,2+0,2
1,4+0,2

22+0,2
2,2+0,0
1,4 +0,1
1,8+ 0,0

H O O O O O O O O O O o o o o o

1,0+ 0,0
1,0+0,0
0,5+0,0
0,6+0,1

@ Mikroorganismen

2.5 Inhibierung von Botrytis cinerea durch epiphylle Bakterien in Gegenwart

flichtiger Komponenten der Erdbeerblatter

Ein Einfluss fluchtiger Komponenten der Erdbeerblatter sowohl auf das Wachstum
epiphyller Bakterien als auch auf das Wachstum von Boftrytis cinerea Stammen
konnte im vorherigen Versuch festgestellt werden. Hierbei konnten sich einige
epiphylle Bakterien in Gegenwart hoher Konzentrationen an fluchtigen Verbindungen
besser vermehren als die Botrytis cinerea Stamme (Abschnitt B-2.4). Folglich wurden
Co-Kultivierungsexperimente durchgefuhrt, um die synergetische Hemmung der
Bakterien und der fllichtigen Komponenten gegenlber dem Pilz zu testen. Hierzu

sind epiphylle Bakterien und Botrytis cinerea Stamme gemeinsam auf MEA-Platten in
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Gegenwart flichtiger Verbindungen inkubiert worden. Nach etwa sieben Tagen
wurden die gebildeten Kolonie- bzw. Myzelradien, wie in der Abbildung B-13

dargestellt ist, gemessen.

Abbildung B-13: Co-Kultivierungsexperimente: Inkubation von 13 mit Botrytis cinerea
93/HRB 2b (B. c. 3) auf MEA-Platten in Gegenwart von 1, 5 und 10 ppm (E)-2-
Nonenal. 0 ppm diente als Kontrolle. Nach sieben Tagen wurden die gebildete

Myzel- (a) bzw. Kolonieradien (b) gemessen.

Auf MEA-Platten ohne Nonanal wurde das Isolat 13 schon nach vier Tagen durch den
Botrytis cinerea Stamm Nr. 23 (B .c. 1) komplett Uberwachsen. In Gegenwart von 1
ppm Nonanal zeigte sich aber eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums, wobei
I3 sich besser vermehren und sogar das Myzel nach sechs Tagen Uberwachsen
konnte (Abb. B-14). 2-Phenylethanol lieferte ein ahnliches Ergebnis. Bereits bei 1
und 5 ppm wurde das Wachstum von Botrytis cinerea 93/HRB 2b (B. c. 3) stark

gehemmt, zugunsten der Vermehrung von I3 (Abb. B-15).
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Abbildung B-14: Einfluss von Nonanal auf das Wachstum von I3 und Botrytis
cinerea Stamm Nr. 23 (B .c. 1, Bayer AG). Die Radien der Bakterienkolonien und des
Myzels wurden taglich gemessen. Ohne Nonanal konnte der Pilz (-o-) schneller als
das Isolat I3 (-m-) wachsen und dessen Kolonie sogar nach vier Tagen uberwachsen.
Bei 1 ppm Nonanal wurde das Wachstum des Pilzes (-o-) stark gehemmt, wahrend

I3 (-e-) besser wachsen und nach sechs Tagen das Myzel Giberwachsen konnte.

2-Phenylethanol [ppm]

Radius [mm]

Abbildung B-15: Einfluss von 2-Phenylethanol auf das Wachstum von 13 (-o-) und
Botrytis cinerea 93/HRB 2b (-m-) (B. c. 3, Bayerische Landesanstalt). Die jeweiligen

Radien wurden nach der Bertihrung von der Kolonie und dem Myzel gemessen.

Die Ergebnisse der Co-Kultivierungsexperimente mit weiteren epiphyllen Bakterien
und Botrytis cinerea Stammen in Gegenwart fluchtiger Verbindungen sind in
Abbildungen B-16 bis B-18 dargestellt. Bei den Versuchen ohne flichtige

Komponenten in MEA konnten die Pilzstdmme schneller wachsen als die epiphyllen
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Bakterien. Bereits bei niedrigen Konzentrationen der fliichtigen Komponenten wurde
jedoch das Wachstum der Pilze starker gehemmt als das der epiphyllen Bakterien.
Bei hoheren Konzentrationen konnte sogar eine verstarkte Proliferation der
Bakterienstamme festgestellt werden. (E)-2-Hexenal zeigte bereits bei 1 ppm eine
Hemmwirkung auf das Myzelwachstum des Pilzstammes Botrytis cinerea 93/HRB 1b
(B. c. 4) (Abb. B-18C). Eine starke Verminderung des Pilzwachstums konnte mit 5
ppm (E)-2-Nonenal und Nonanal beobachtet werden (Abb. B-16A, B-17D, B-18D).
Untersuchungen mit 10 ppm (E)-2-Nonenal und Nonanal zeigten sogar, dass diese
Konzentrationen das Myzelwachstum komplett inhibierten. Diese Verbindungen
wiesen andererseits eine deutlich fordernde Wirkung auf das Wachstum von mehr
als der Halfte der epiphyllen Bakterien auf. Der Hemmeffekt von (Z)-3-Hexenal,
Hexanal, R,S-Linalool und Benzylalkohol auf das Wachstum der eingesetzten
Pilzstamme und die Wachstumsférderung der epiphyllen Bakterien war geringer,
jedoch noch statistisch signifikant.

Die vier verwendeten Botrytis cinerea Stamme [B .c. 1: Nr. 23 (Bayer AG), B. c. 2:
92/RB 11, B. c. 3: 93/HRB 2b, und B. c. 4: 93/HRB 1b (Bayerische Landesanstalt)]
zeigten eine nahezu ahnliche Sensibilitdt gegenliber den flliichtigen Verbindungen,
obwohl sie von unterschiedlichen Pflanzen isoliert worden waren. Die Stamme B. c.
2, B. ¢. 3 und B. c. 4 stammen von Rebenblattern, wahrend B. c. 1 von

Erdbeerblattern gewonnen wurde.
Es lasst sich zusammenfassen, dass einige der epiphyllen Bakterien in der Lage

waren, die fluchtigen Verbindungen, die die Vermehrung der pathogenen Botrytis

cinerea Stamme inhibierten, zugunsten ihres Wachstums zu nutzen.
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Abbildung B-16: Einfluss von Nonanal (A), R,S-Linalool (B), Benzylalkohol (C) und
2-Phenylethanol (D) auf das Wachstumsverhalten von epiphyllen Bakterien 13 (), 16
(E), 18 (E) and 124 ([[I]) in Gegenwart des pathogenen Pilzes Boftrytis cinerea
93/HRB 2b (B. c. 3, Bayerische Landesanstalt) (L]). Saulen mit unterschiedlichen
Buchstaben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach dem T-TEST
(p < 0,05). Das Wachstum von Botrytis cinerea 93/HRB 2b (B. c. 3) nimmt ab (a).

Das Wachstum der epiphyllen Bakterien nimmt zu (b).
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Abbildung B-17: Einfluss von Hexanal (A), (Z)-3-Hexenal (B), (E)-2-Hexenal (C) und
(E)-2-Nonenal (D) auf das Wachstumsverhalten von epiphyllen Bakterien I3 ([IIl), 14
(E), 18 (E) and 124 () in Gegenwart des pathogenen Pilzes Botrytis cinerea 93/RB
11 (B. c. 2, Bayerische Landesanstalt) (L]). Sulen mit unterschiedlichen Buchstaben
innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach dem T-TEST (p < 0,05).
Das Wachstum von Botrytis cinerea 93/RB 11 (B. c. 2) nimmt ab (a). Das Wachstum

der epiphyllen Bakterien nimmt zu (b).
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Abbildung B-18: Einfluss von Hexanal (A), (Z)-3-Hexenal (B), (E)-2-Hexenal (C) und
(E)-2-Nonenal (D) auf das Wachstumsverhalten von epiphyllen Bakterien I3 ([II), 14
(E), 18 (5) and 124 ([[l]) in Gegenwart des pathogenen Pilzes Botrytis cinerea
93/HRB 1b (B. c. 4, Bayerische Landesanstalt) (L]). Sdulen mit unterschiedlichen
Buchstaben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach dem T-TEST
(p < 0,05). Das Wachstum von Botrytis cinerea 93/HRB 1b (B. c. 4) nimmt ab (a).

Das Wachstum der epiphyllen Bakterien nimmt zu (b).
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2.6 Diskussion der Ergebnisse

Obwohl die isolierten epiphyllen Bakterien die Erdbeerblattkomponenten Hexanal,
(£)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal, R,S-Linalool, Nonanal, (E)-2-Nonenal, Benzylalkohol
und 2-Phenylethanol nicht als alleinige Kohlenstoffquelle verwerten konnten, waren
sie dennoch in der Lage diese flichtigen Komponenten mehr oder weniger zu
metabolisieren. Mit Ausnahme von R,S-Linalool und Hexanal wurden jeweils die
entsprechenden Sauren als Hauptmetabolite gebildet. Einige Bakterien waren in der
Lage Nonanal zu einer unbekannten Verbindung umzusetzen, welche erstmals als

Produkt der Aldolkondensation zweier Nonanal MolekUle identifiziert wurde.

Die Aldolkondensation ist eine wichtige chemische Reaktion, die unter basischen
Bedingungen ablauft. Die synthetische Nutzung dieser Reaktion liegt darin, dass eine
neue C-C Bindung gebildet wird, wobei entweder eine Hydroxycarbonylgruppierung
oder ao,B-ungesattigte Carbonylverbindung entsteht (Van De Water et al., 2000). Die
erzielten Ergebnisse der Biotransformationen von Aldehyden (Abschnitt B-2.2)
zeigten, dass die gebildeten Aldolkondensationsprodukte nicht chemisch entstanden,
sondern auf eine enzymatische Reaktion zurtickzufihren sind.

Im Allgemeinen treten auch in natlrlichen Systemen Aldolkondensationen auf. Zum
Beispiel werden Kollagenfasern durch chemische Vernetzung von Aldehydgruppen
durch Aldolkondensationen verstarkt (Eyre, 1987). Kollagen ist das am haufigsten
vorkommende Faserprotein in Saugetieren. Es ist die Uberwiegende faserige
Komponente von Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel und Zahnen. Aldolkondensations-
produkte wurden aul’erdem als naturliche Verbindungen im Orangenschalendl
(Moshonas und Lund, 1969), als fluchtige Komponenten von grunen und reifen
Ananas (Katsumi et al., 1992) und als Bestandteile von Alarmpheromonen bei
Ameisen (Bradshaw et al., 1979; Rossi et al., 1992) beschrieben. Die Bildung dieser
naturlichen Aldolkondensationsprodukte wurde jedoch nicht untersucht. Eine
mogliche Bildung durch Mikroorganismen ware aufgrund der in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse denkbar. Des Weiteren wurde Uber die Biotransformation von Aldehyden
berichtet (Simmonds und Robinson, 1998; Hook et al., 1999; Hylemon et al., 1999;
Shimoni et al., 2000; Beck et al., 2002). Bisher ist jedoch die Bildung von
Aldolkondensationsprodukten durch Mikroorganismen nicht beschrieben worden.

Somit wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal die Aldolkondensation von
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Pflanzenaldehyden durch Bakterienstamme nachgewiesen. Obwohl der genaue
Mechanismus der Bildung dieser Verbindungen ungeklart bleibt, kann ausgehend
von den hier erzielten Ergebnissen angenommen werden, dass die Mikroorganismen

bei der Bildung nattrlicher Aldolkondensationsprodukte eine Rolle spielen.

Versuche mit dem pflanzenpathogen Pilz Botrytis cinerea zeigten, dass die
epiphyllen Bakterien und der Pilz um die Nahrstoffe auf der Blattoberflache
konkurrieren, wobei einige Epiphyllen aufgrund ihres schnellen Wachstums die
Vermehrung des Pilzes unterdricken. Die Konkurrenz um die Nahrstoffe bei
epiphyllen Mikroorganismen in der Phyllosphare ist bekannt (Wilson und Lindow,
1994) und der antagonistische Effekt durch die Freisetzung antimikrobieller
Substanzen scheint auch anderen Autoren wenig wahrscheinlich (Lindow und
Brandl, 2003). Der in dieser Arbeit beobachtete inhibierende Effekt der Epiphyllen auf
das Wachstum von Botrytis cinerea ist somit vermutlich nicht durch mdgliche

Inhibitoren hervorgerufen worden, sondern durch Nahrstoffentzug.

Durch Inhibierungsexperimente konnte auf’erdem die Sensibilitat der Bakterienarten
und der Pilzstdmme gegenulber den flichtigen Komponenten der Blatter demonstriert
werden. Bei den Versuchen mit (Z)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal, R,S-Linalool, Nonanal,
(E)-2-Nonenal und 2-Phenylethanol zeigte sich, dass das Wachstum von Botrytis
cinerea bereits bei Konzentrationen gehemmt wurde, die um eine Zehnerpotenz
niedriger lagen als die Gehalte bei denen die Epiphyllen geschadigt wurden. Unter
naturlichen Bedingungen werden die fluchtigen Verbindungen aus den Blattern in
Konzentrationen von 100 oder 1000 ppm sicherlich nicht ausgeschieden.
Rajaonarivony und Mitarbeiter (1992) hatten herausgefunden, dass aus einem
Kilogramm frischer Pfefferminzblatter (Mentha x piperita) etwa 0,15 mg Linalool und
0,45 mg Benzylalkohol entstehen. Wenn man aber annimmt, dass fluchtige
Verbindungen auf den Blattoberflachen nicht gleichmafiig verteilt sind - R,S-Linalool
und Nonanal werden hauptsachlich aus den Drlisenhaaren freigesetzt - dann sind
die Konzentrationen dieser Verbindungen in der Umgebung der Drusenhaare hoher
als die Uber das ganze Blatt gemittelten Mengen. Daher ist eine lokal erhdhte
Konzentration an flichtigen Komponenten nicht auszuschlieBen. Ein in diesen
Untersuchungen zu berlcksichtigender Aspekt ist zudem die Fahigkeit einiger

epiphyller Bakterien flichtige Pflanzenverbindungen metabolisieren zu kénnen. Die

41



Ergebnisse & Diskussion

neu gebildeten Metabolite, wie zum Beispiel Benzoesaure aus Benzylalkohol oder
Nonansaure aus Nonanal, hemmen sowohl die Proliferation von Hefen und Pilzen als
auch von Bakterien (Lattanzio et al., 1994). Die Pflanzen kdnnten somit durch diese
neuen Verbindungen ihre Hemmeffekte gegenuber den pathogenen Pilzen wie
Botrytis cinerea verstarken. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der
Nahrungsentzug durch epiphylle Bakterien und die Wirkung von fluchtigen
Komponenten einen additiven oder synergetischen Inhibierungseffekt auf das
Wachstum des Pilzes Boftrytis cinerea ausuben. Folglich wurden Co-
Kultivierungsexperimente in vitro durchgefuhrt, bei denen epiphylle Bakterien
zusammen mit Botrytis cinerea Stammen auf MEA-Platten in Gegenwart
verschiedener fluchtiger Pflanzenmetabolite inkubiert wurden. Bei den Experimenten
mit (E)-2-Hexenal, Nonanal, (E)-2-Nonenal, 2-Phenylethanol und R,S-Linalool konnte
gezeigt werden, dass die Proliferation der Epiphyllen geringer gehemmt wurde als
die der Pilzstamme. In einigen Fallen konnte sogar ein verstarktes Wachstum der
epiphyllen Bakterien registriert werden. Bereits bei Konzentrationen um 1 ppm wurde
die Vermehrung der Pilzstamme inhibiert, wahrend die Epiphyllen weiterhin wachsen
konnten. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass epiphylle Bakterien flichtige
Pflanzenmetabolite zu ihrem Vorteil verwerten kénnen. Vielen Berichten zufolge ist
der Kampf um Nahrstoffe zwischen pathogenen und nicht-pathogenen
Mikroorganismen entscheidend fur den Mechanismus der Biokontrolle in der
Phyllosphare. Da viele nicht-pathogenen Mikroorganismen die Kohlenstoff- und
Energiequellen (Kohlenhydrate, Aminosaure) auf Blattern bzw. Frichten effektiv
nutzen konnen, werden sie oft als Antagonisten gegen pathogene Mikroorganismen
eingesetzt. Fluchtige Pflanzenmetabolite wurden als Nahrstoffquelle bis jetzt kaum
bertcksichtigt. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen jedoch, dass die
flichtigen Pflanzenkomponenten als Kohlenstoff- und Energiequelle von einigen
epiphyllen Bakterien verwertet werden, wodurch das Wachstum von pathogenen

Pilzen wie Botrytis cinerea gehemmt werden kann.
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3 Interaktionen von methylotrophen Bakterien mit Pflanzen

3.1  Methylotrophe Bakterien

Als methylotrophe Bakterien bezeichnet man eine Gruppe aerober Mikroorganismen,
die obligat oder fakultativ C4-Verbindungen als Substrate zum Wachstum verwenden.
Methylotrophen sind in der Natur weit verbreitet und werden vor allem auf Blattern
gefunden, wo sie bis zu 80 % der heterotrophen Bakterienpopulation ausmachen
kénnen (Holland und Polacco, 1994). Auch im Bereich der Rhizodermis lieRen sich

Methylotrophen nachweisen (Sy et al., 2001).

Die ersten Hinweise auf methylotrophe Bakterien lieferte Loew im Jahr 1892
(Goldberg und Rokem, 1991). Er isolierte einen Mikroorganismus, der in der Lage
war Cs-Verbindungen wie Methan oder Methanol als alleinige Kohlenstoff- und
Energiequelle zu nutzen, und nannte ihn Bacillus methylicus. Im Jahr 1906 isolierte
Sohngen ein Bakterium, Bacillus methanicus, das Methan als alleinige Kohlenstoff-
und Energiequelle verwerten konnte (Goldberg und Rokem, 1991). S6éhngen war
aber nur an Mikroorganismen interessiert, die hauptsachlich Kohlenhydrate als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzten und Bacillus methanicus wurde
deshalb in seinen Studien nicht weiter berucksichtigt. Etwa 70 Jahre nach Loew,
gelangen Peel und Quayle (1961) einen ahnlichen Stamm zu isolieren und ordneten

ihn der Gattung Pseudomonas AM1 zu.

Ab den sechziger Jahren wurden den methylotrophen Bakterien, aufgrund ihrer
Fahigkeit Cs-Verbindungen zu nutzen, groReres Interesse geschenkt. 1970
veroffentlichten Whittenbury und Mitarbeiter Ergebnisse ihrer Arbeiten, in denen sie
verschiedene Methoden zur Isolierung methylotropher Bakterien darlegten. Dabei
wurden mehr als 100 Stamme isoliert, die Methan oder Methanol als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen konnten. Ausgehend von diesen
Experimenten wurden die physiologischen und morphologischen Eigenschaften
weiterer Methylotrophen untersucht (Holland und Polacco, 1994; Bourque et al.,
1995; Ivanova et al., 2000). Zahlreiche Arbeiten zur Aufklarung der Assimilation von

C4-Verbindungen durch die Methylotrophen lieferten eine Fille von neuen
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Stoffwechselwegen, wobei der Serin-Stoffwechsel vollstandig aufgeklart wurde
(Anthony, 1982).

Eine der treibenden Krafte bei den Arbeiten mit den Methylotrophen war die
Erkenntnis, dass diese Mikroorganismen eine wirtschaftliche Bedeutung besitzen
konnten. Mit Hilfe der Methylotrophen sollten aus billigem Methan oder Methanol
kostengunstige Proteine, die so genannten ,single cell proteins®, produziert werden.
Aulerdem wurde daran gedacht, angesichts der breiten Anwendbarkeit des Enzyms
Methanoxygenase, welches die Methylotrophen produzieren, diese Bakterien bei
einer Reihe spezifischer organischer Transformationen zu verwenden. Wahrend sich
in den siebziger Jahren die Technologie um das Nutzen der Methylotrophen und die
daraus hergestellten ,single cell proteins“ hoherer Qualitat bekannt als ,Pruteen®
entwickelte, war der wirtschaftliche Prozess jedoch nicht wettbewerbsfahig (Goldberg
und Rokem, 1991). Seither beschaftigen sich viele Arbeitsgruppen nur noch mit der

Rolle von Methylotrophen bei Interaktionen mit Pflanzen.

Im Jahr 1997 stellte Holland die These auf, dass Methylotrophen in einer
symbiotischen Beziehung mit der Pflanze das von den Pflanzen ausgeschiedene
toxische Nebenprodukt Methanol fur den eigenen Stoffwechsel verwerten. Holland
konkretisierte seine These sogar noch weiter, in dem er postulierte, dass die
Methylotrophen das flir Wachstumsvorgange wichtige Pflanzenhormon Cytokinin fr
die Pflanzen erzeugen. Wurde eine Pflanze vollstandig von Methylotrophen befreit,
konnte eine Hemmung normaler Differenzierungsvorgange beobachtet werden. Auch
die Tatsache, dass in dieser Zeit noch keine pflanzliche Cytokinin-Synthase isoliert
worden war, schien dafir zu sprechen. Die zum Teil umstrittene Theorie bezlglich
der Cytokinin-Synthase wurde aber einige Jahre spater korrigiert. Das Gen fur die
Cytokinin-Synthase wurde sowohl in Zea mays (Morris et al.,, 1999) als auch in
Arabidopsis thaliana (Takei et al., 2001) gefunden. Es ist aber in weiteren Studien
gezeigt worden, dass Methylotrophen nicht nur Cytokinine bilden, sondern auch
andere Phytohormone, wie Auxine (lvanova et al., 2000; Doronina et al., 2002)
synthetisieren. Kalyaeva und Mitarbeiter (2001) zeigten aul’erdem, dass Methylo-

trophen das Wachstum einiger Pflanzen in vitro fordern.

44



Ergebnisse & Diskussion

Ausgehend von den oben beschriebenen Eigenschaften der Methylotrophen in
Pflanzen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung der Methylotrophen auf einige
Nutzpflanzen untersucht. Dazu sind reine Methylotrophen von Erdbeerblattern isoliert
worden, welche anschliefend flr Untersuchungen bei der Keimung von

verschiedenen Samenarten verwendet wurden.

3.2 Isolierung und Charakterisierung von Methylotrophen aus Erdbeer-

blattern

Fur die Isolierung methylotropher Mikroorganismen wurden sowohl die Blattober- als
auch unterseiten von Erdbeerblattern auf M9-Methanol-Agarplatten, einem selektiven
Medium fur Methylotrophen, abgedrickt und anschlieRend bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die Kolonien der Methylotrophen der Erdbeerblattabdricke sind in Abbildung B-19
dargestellt. Die Methylotrophen konnten von beiden Blattseiten isoliert werden. Die
Mikroorganismen siedelten auf der Blattunterseite bevorzugt an den Blattadern an,
wahrend sie auf der Blattoberseite homogen verteilt waren. Von diesen Kolonien
wurden vier Reinkulturen vereinzelt, die anschlieBend fur die weitere taxonomische

Einordnung untersucht wurden.

Abb. B-19: Abdricke vom Erdbeerblatt auf M9-Methanol-Agarplatte: Blattunterseite
(BUS) und Blattoberseite (BOS).
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Zur ldentifizierung der isolierten Reinkulturen wurde eine phylogenetische
Charakterisierung vom Arbeitskreis Frau Dr. Hentschel, Institut fur Hygiene und
Mikrobiologie der Universitat Wuirzburg, durchgefuhrt. Diese basierte auf der
partiellen Sequenzierung des ribosomalen 16S rRNA-Gens. Dabei wurden die
Fragmente der DNA unter Verwendung von unspezifischen Primern mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt. Diese Fragmente sind anschlie3end
mit der sog. Taqcycle DyeDeoxy™ Terminator-Methode sequenziert worden. Die so
erhaltenen Sequenzen wurden mit Eintragen in der EMBL (European Molecular
Biology Laboratory)-Datenbank verglichen. Wie aus Tabelle B-5 hervorgeht, ergab
die partielle Sequenzierung der 16S rRNAs jeweils eine Ahnlichkeit von 99,8 bis zu
100 % zum Typ-Stamm von Methylobacterium extorquens. Die in Tabelle B-6

dargestellten physiologischen Tests bestatigten dieses Ergebnis.

Tab. B-5: Einordnung der anhand der partiellen 16S rRNA Sequenzen identifizierten
methylotrophen Stamme und die Ergebnisse deren Analyse mit BLAST?. Die Identitat
mit dem besten Treffer (in Prozent) ist angegeben. Der Code in eckigen Klammern

deutet auf die Datenbanknummer in EMBLP hin.

Methylotrophe Bester Treffer Identitat in %
ME1 [AJ223453] Methylobacterium extorquens 99,9
ME2 [Z223156] Methylobacterium extorquens 99,8

ME3 [AF531770] Methylobacterium extorquens 100
ME4 [AF526936] Methylobacterium extorquens 99,9

@ BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
® EMBL: European Molecular Biology Laboratory (http://woody.embl-heidelberg.de/gene2est/)

Die partiellen 16S rRNA Sequenzen der Methylotrophen befinden sich im Anhang.
In den weiterfUhrenden Versuchen mit Methylotrophen wurde der Stamm

Methylobacterium extorquens ME4 eingesetzt.
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Tab. B-6: Eigenschaften des Stammes Methylobacterium extorquens MEA4.

Getestete Reaktion Ergebnis
Zellform Stabchen
Breite [um] 0,8-0,9
Lange [um] 25-4,0
Gram-Reaktion -

Lyse durch 3 % KOH +
Aminopeptidase (Cerny) +
Oxidase +
Catalase +
Pigmentierung Pink
ADH -
Denitrifikation (24 h) -

Urease +

Indolproduktion -
Hydrolyse von Gelatine -
Hydrolyse von Esculin -
Substratverwertung

D-Glukose + Wachstum, aber keine Farbstoffbildung
L-Arabinose -
Citrat -
Mannose -
Fruktose -
Trehalose -
Sorbit -
Inosit -
Mannit -
Gluconat -
Malat +
Ethanol +
Methanol +
Methylamin +

Dimethylamin -
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3.3 Untersuchung zur Wirkung von Methylobacterium extorquens ME4 auf

Erdbeerkalluskulturen

Studien mit Erdbeerkalluskulturen zeigten, dass nach zufalliger Kontamination der
Kalluskulturen mit dem Bakterium Methylobacterium extorquens der charakteristische
Erdbeeraromastoff ~ 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon  (Furaneol™) gebildet
wurde (Zabetakis 1997). Aufgrund seiner einzigartigen organoleptischen
Eigenschaften und seines sehr breiten Vorkommens in Frichten und verarbeiteten
Lebensmitteln z&hlt Furaneol™ weltweit zu den wirtschaftlich bedeutensten

Aromakomponenten (Cheetham, 1997; Schwab und Roscher, 1997).

Zur Uberpriifung der von Zabetakis publizierten Ergebnisse, erfolgte ein Test in vitro
mit dem von Erdbeerblattern isolierten Stamm Methylobacterium extorquens ME4
und steril angezogenen Erdbeerkalluskulturen, welche dankenswerterweise von Frau
Dr. Gresser, Institut fir pharmazeutische Biologie der Universitat Wurzburg, zur
Verflugung gestellt wurden. Hierzu sind die Kalluskulturen mit der bakteriellen
Kulturlésung inokuliert worden. Innerhalb von 14 Inkubationstagen unter sterilen
Bedingungen, farbte sich der mit Methylobacterium extorquens ME4 infizierte Kallus
braun wahrend der Kontrollkallus seine grune Farbe behielt. Die anschlieRende GC-
MS-Analytik lieferte keinen Hinweis auf die Bildung der gesuchten Verbindung in
beiden Kalli. Im Gegensatz zu Studien von Zabetakis konnte 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-

3(2H)-furanon (Furaneol™) in beiden Kalli nicht nachgewiesen werden.

3.4 Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Samenkeimung

In zahlreichen Untersuchungen wurde der positive Einfluss von Methylotrophen auf
das Wachstum von Pflanzen beschrieben (Holland und Polacco 1994; Ivanova et al.,
2000). Kalyaevera und Mitarbeiter berichteten Gber signifikante Biomassenzunahme,
wenn Pflanzen mit Methylotrophen cokultiviert wurden (Kalyaeva et al., 2001). Der
Einfluss des aus Erdbeerblattern isolierten Bakteriums Methylobacterium extorquens
ME4 wurde deshalb in vitro auf die Keimung verschiedener Samen (Daucus carota,
Fragaria x ananassa, Hordeum vulgare, Lycopersicon esculentum, Nicotiana

tabacum, Phaseolus vulgare, Pisum sativum, Sinapsis alba, Triticum aestivum, Zea
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mays) in Gegenwart und in Abwesenheit von 0,5 %igem und 1,0 %igem Methanol
untersucht. Hierzu wurden die Samen vor den Experimenten durch Behandlung mit
12 %iger Natriumhypochloritldsung oberflachensterilisiert. Nach Kontamination mit
dem methylotrophen Bakterium erfolgte die Inkubation unter Licht. SchlieRlich

wurden die Lange und das Gewicht der gebildeten Keimlinge gemessen.

Die Bilder von Tabak-, Senf- und Weizenkeimligen in Abwesenheit und Gegenwart
von Methylobacterium extorquens ME4 sind in Abbildung B-20 abgebildet. Als

Wachstumsmedium diente steriles Wasser (H20).

Tabak _ N Senf Weizen_

_.

Abb. B-20: Tabak-, Senf- und Weizenkeimlinge in Abwesenheit (-) und Gegenwart
(+) von Methylobacterium extorquens ME4 nach siebentagigem Wachstum in
sterilem Wasser.

Die Keimlingslange und das Keimlingsgewicht der Weizenkdrner wurden durch die
Behandlung der Samen mit Methylobacterium extorquens ME4 in Gegenwart oder
Abwesenheit von Methanol (0,5 % und 1,0 %) nicht signifikant beeinflusst. Auch in
sterilem Wasser wurde kein Unterschied festgestellt, wie in der Abbildung B-21
dargestellt ist. Das Keimungsverhalten von Gersten- und Maissamen ist durch die
Behandlung mit Methylobacterium extorquens ME4 ebenfalls nicht signifikant
beeinflul3t worden (Tab. B-7).
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Abb. B-21: Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Keimung von
Weizenkornern in sterilem Wasser, 0,5 %iger und 1,0 %iger Methanolldsung.
Gemessen wurden die Lange in mm (linke Abbildung) und das Gewicht in mg (rechte
Abbildung) des Keimlings in Gegenwart (ll) und in Abwesenheit (CJ) von

Methylobacterium extorquens ME4.

Im Unterschied zu Weizen-, Gersten- und Maissamen wurde jedoch die Keimung der
Erdbeersamen bereits durch 0,5 %ige bzw. 1,0 %ige Methanollésung komplett
gehemmt (Abb. B-22). In Gegenwart von Methylobacterium extorquens ME4
hingegen keimten die Erdbeersamen wieder. Da Methylobacterium extorquens ME4
Methanol als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle verwerten kann, war dieser
Mikroorganismus in der Lage, dass fur die Erdbeerembryonen cytotoxische Methanol
zu entfernen und somit eine normale Keimung zu ermaoglichen. Mit sterilem Wasser
als Keimungsmedium waren die mit Methylobacterium extorquens ME4 wachsenden

Erdbeerkeimlinge signifikant langer und schwerer als die nicht kontaminierten.
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Abb. B-22: Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Keimung von
Erdbeersamen in sterilem Wasser, 0,5 %iger und 1 %iger Methanolldsung.
Gemessen wurden die Lange in mm (linke Abbildung) und das Gewicht in mg (rechte
Abbildung) des Keimlings in Gegenwart (M) und in Abwesenheit ((J) von
Methylobacterium extorquens ME4.
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Methanolische Lésungen beeinflul3ten hingegen nicht das Keimungsverhalten von
Gelbsenf- und Tabaksamen. In Gegenwart von Methylobacterium extorquens ME4
bildeten Gelbsenf- und Tabaksamen jedoch deutlich langere und schwerere
Keimlinge aus, was zu signifikant hdheren Biomassen flhrte (Abb. B-23; B-24).
Neben Senf und Tabak war eine Zunahme der Biomassen in Gegenwart von
Methylobacterium extorquens ME4 auch bei Tomaten- und Mohrenkeimlingen
feststellbar (Tab. B-7). Die Untersuchungen zeigten, dass Methylobacterium

extorquens offensichtlich das Wachstum bestimmter Pflanzen beeinflussen konnte.
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Abb. B-23: Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Keimung von
Senfsamen in sterilem Wasser, 0,5 %iger und 1 %iger Methanollésung. Gemessen
wurden die Lange in mm (linke Abbildung) und das Gewicht in mg (rechte Abbildung)
des Keimlings in Gegenwart (.) und in Abwesenheit (L) von Methylobacterium

extorquens MEA4.
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Abb. B-24: Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Keimung von
Tabaksamen in sterilem Wasser, 0,5 %iger und 1 %iger Methanollésung. Gemessen
wurden die Lange in mm (linke Abbildung) und das Gewicht in mg (rechte Abbildung)
des Keimlings in Gegenwart (.) und in Abwesenheit (L1) von Methylobacterium

extorquens ME4.
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Tab. B-7: Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Keimung von
Gersten-, Mais-, MOhren- und Tomatensamen in sterilem Wasser, 0,5 %iger und 1
%iger Methanolldsung. Gemessen wurde das Gewicht (GW) in mg und die Lange
(LK) in mm des Keimlings. Gersten- und Maissamen sind durch die Behandlung mit
ME4 nicht signifikant beeinflut worden, wahrend eine Zunahme der Biomassen bei

Tomaten- und M6hrenkeimlingen festgestellt wurde.

Medium
Samen-
behandlung Wasser 0,5 % Methanol 1 % Methanol
GW LK GW LK GW LK

Gerste (Hordeum vulgare)
ohne ME4  117,8+44 873+19 1232+78 778+29 1195+80 81934
mit ME4 119,6+6,0 945+28 119,7+6,8 83,0+23 121,8+45 86,2+16
Mais (Zea mays)
ohne ME4  4884+122 591+7,0 5283+218 602+46 5143+147 617+27

mit ME4 512,1+17,6 624+45 5324+27,1 61,000 5442+222 642+1,3
Mohren (Daucus carota)

ohne ME4 92+12 10,3+ 2,0 95+1,8 1,1+16 96+07 11,0£27

mit ME4 9,9+0,6 10,915 10,6 £2,1 9,7+19 9,722 9,9+1,3

Tomaten (Lycopersicon esculentum)
ohne ME4  259+21 17,8+2,6 23,021 16,1+50 23,4+52 18,8 £ 6,8
mit ME4 37,187 31,56+58 284+36 238+18 323%7.2 25877

3.5 Nachweis wachstumsfordernder Inhaltsstoffe bei Methylobacterium

extorquens ME4

Die Bildung von Vitamin Bi, bei Methylotrophen und sein wachstumsfordernder
Effekt auf Kartoffel- und Tabakpflanzen wurden bereits beschrieben (Toraya et al.,
1975; Kalyaeva et al., 2001). Folglich ist Vitamin Bs, als wachstumsférdernde
Substanz bei der Keimung von Tabaksamen getestet worden. Hierzu wurden
oberflachensterilisierte Tabaksamen mit steril verdinnten Vitamin Bi,-Losungen
behandelt und zur Keimung gebracht.

Im Unterschied zu Studien von Kalyaeva und Mitarbeitern (Kalyaeva et al., 2001)
konnte keine Biomassenzunahme bei den mit Vitamin B4, behandelten Tabaksamen
festgestellt werden. Somit konnte die Beteiligung von Vitamin B4, an der in dieser

Untersuchung festgestellten Biomassenzunahme ausgeschlossen werden.
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Zur |dentifizierung der wachstumsférdernden Substanzen in den Kulturlésungen von
Methylobacterium extorquens ME4, wurden diese mittels Festphasenextraktion an
RP-18 isoliert. Nach dem Eluieren der Uberstande mit Methanol, sind die Extrakte
ankonzentriert, in wenig Wasser aufgenommen und anschlieBend mittels semi-
praparativer HPLC fraktioniert worden. Nach der Entfernung des Ldsungsmittels
wurden die Extrakte in sterilem Wasser gelost und mittels Keimungsversuche mit

Tabaksamen zum Nachweis wachstumsfordernder Substanzen untersucht.

Wie aus der Abbildung B-25 hervorgeht, stimulierten die wasserigen Losungen der
Fraktionen 5 und 6 das Keimlingsgewicht und die Keimlingslange im Vergleich zur
Kontrolle (Keimung nur in Gegenwart von sterilem Wasser). Die Ansatze mit anderen
Fraktionen wiesen dagegen keinen Effekt auf. In den Fraktionen 5 und 6 waren somit
Substanzen vorhanden, die offensichtlich das Wachstum von Tabaksamen férderten

und die Biomassen der Keimlinge erhohten.
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Abbildung B-25: Einfluss der mittels semi-praparativer HPLC erhaltenen Fraktionen
von mit Methanol behandelter Methylobacterium extorquens ME4 Kulturlosung auf
das Wachstum von Tabaksamen. Als Kontrolle dienten die in sterilem Wasser
keimenden Tabaksamen. Gemessen wurden das Gewicht in mg (A) und die Lange in

mm (B) des Keimlings.
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Eine Auftrennung und Identifizierung dieser Substanzen ist im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr gelungen. Dennoch Iasst sich vermuten, dass es sich bei diesen Stoffen
nicht um Proteine, sondern um mittelpolare Molekule handelt, da die Substanzen erst

mit 55-60 % Acetonitril von der RP-18-Saule eluiert wurden.

3.6 Diskussion der Ergebnisse

Der von Erdbeerblattern isolierte methylotrophe Stamm Methylobacterium
extorquens ME4 zeigte in der Interaktion mit einigen Samensorten
wachstumsfordernde Eigenschaften. In Gegenwart von Methylobacterium extorquens
ME4 konnte bei Tabak, Senf, Tomaten, Mohren und Erdbeeren eine signifikante
Biomassenzunahme festgestellt werden. Die Fahigkeit des methylotrophen Stammes
Methylovorus mays, das Wachstum von Tabak- und Kartoffelpflanzen ohne Zusatz
von Methanol zu fordern, wurde beschrieben (Kalyaeva et al., 2001). Nonomura und
Benson (1992) berichteten hingegen Uber eine Verdopplung des Wachstums von Cs-
Pflanzen in trockenen Gebieten, wenn diese mit 10-50 % Methanol bespriaht wurden.
Noshi und Mitarbeiter konnten ebenfalls eine 30 %ige Erhéhung der Biomassen bei
Sojabohnenpflanzen feststellen, nachdem die Blatter mit einer 15 %iger
Methanolldsung behandelt worden waren (Noshi et al., 1993). Im Unterschied zu
diesen Studien, zeigten die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse, dass Methanol
keinen Effekt auf das Keimungsverhalten von oberflachensterilisierten Gersten-,
Mais-, Tabak-, Senf-, Tomaten-, und Mohrensamen aufwies. Eine 0,5 %ige
methanolische Ldsung inhibierte zwar die Keimung von Erdbeersamen vollstandig,
aber erst in Gegenwart von Methylobacterium extorquens ME4 konnten die
Erdbeersamen normal keimen. Das fur Erdbeersamen cytotoxische Methanol wurde
vermutlich durch Methylobacterium extorquens ME4 entfernt. Diese Hypothese steht
im Einklang mit Untersuchungen von Joshi und Holland, bei denen festgestellt
wurde, dass ein Einfluss von Methanol bei Pflanzen unter Strel® nur in Gegenwart
von methylotrophen Bakterien moglich war (Joshi und Holland, 1999). Bei ihren
Feldversuchen mit Weizen, Gersten und Erbsen fanden Albrecht und Mitarbeiter
(1995) jedoch weder einen positiven noch einen negativen Effekt von Methanol auf
das Wachstum dieser Nutzpflanzen. Eine Akkumulation von Methanol in reifenden

Samen ist zwar beschrieben worden (Obendorf et al., 1990), jedoch wird der Alkohol
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beim Wachstum der Pflanzen als Abfallprodukt, und nicht als wachstumsférdernde
Verbindung diskutiert (MacDonald und Fall, 1993; Nemeck-Marshall et al., 1995). Mit
den durchgefuhrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass nicht das
Methanol beim Wachstum der getesteten Samenarten eine Rolle spielt, sondern die
Methylotrophen. Wie schon angedeutet, kommen die methylotrophen Bakterien
ubiquitar in der Natur vor, was die von Nonomura und Benson (1992) erzielten
Ergebnisse erklart. Die methylotrophen Bakterien sind in der Lage Methanol als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen und kdnnen den Pflanzen
wachstumsfoérdernde Substanzen zur Verfugung stellen. Dazu sind in den letzten
Jahren mehrere Artikel erschienen, die die Interaktion von Methylotrophen mit
Pflanzen beschreiben (Holland und Polacco, 1994; Donina et al, 2000).
Methylotrophen sollen das Methanol, welches von Pflanzen emittiert wird, als
Kohlenstoffquelle nutzen und das Phytohormon Cytokinin, das von den
Methylotrophen gebildet wird, an die Pflanzen abgeben (Joshi und Holland; 1999).
Dorinina und Mitarbeiter (2000, 2002) konnten in verschieden Studien zeigen, dass
Methylotrophen nicht nur Cytokinine produzieren, sondern zusatzlich viele weitere
wachstumsregulierende Wirkstoffe wie Auxine und Exopolysaccharide bilden.
Obwohl die Bildung von Vitamin By, bei Methylotrophen und dessen
wachstumsfordernder Effekt auf die Pflanzen beschrieben worden ist (Toraya et al.,
1975), konnte in dieser Arbeit kein Einfluss von Vitamin B4, auf das Wachstum von

keimenden Tabaksamen festgestellt werden.

Dennoch konnte in den hier prasentierten Studien gezeigt werden, dass der von
Erdbeerblattern isolierte methylotrophe Stamm Methylobacterium extorquens ME4
mindestens eine Substanz synthetisiert, die das Wachstum von Pflanzen férdert.
Obwohl diese Verbindung nicht identifiziert werden konnte, wurde eindeutig gezeigt,
dass Methylobacterium extorquens ME4 das Samenwachstum von Pflanzen in vitro

stimulieren und die Biomasse bei der Samenkeimung erhdhen kann.
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4 Methanol aus wachsenden Keimlingen

41 Vorkommen von Methanol in der Atmosphare

Uber die Konzentration von Methanol in der Atmosphére sind bisher nur wenige
Daten bekannt. Lahman und Mitarbeiter fuhrten Luftmessungen in West-Berlin durch
und fanden Konzentrationen von 3-59 ppbv Methanol (Lahman et al., 1978). Die von
Singh und Mitarbeiter im Fruhjahr 1994 durchgefihrten Messungen Uber dem
Pazifischen Ozean ergaben flr Methanol Konzentrationen von 10 ppbv (Singh et al.,
1995). Ferner lieferten gaschromatographische Messungen in der Nahe von
Garmisch-Partenkirchen Konzentrationen von 56 ppbv an Methanol (Leibrock und
Slemr, 1997).

Pflanzen konnen Methanol abgeben. Diese Emission wurde fur Baumwollpflanzen,
Sojabohnen und bestimmte Graser gezeigt (MacDonald und Fall, 1993).
Grundsatzlich bilden Pflanzen bedeutende Mengen an fllichtigen organischen
Komponenten (volatile organic compounds, VOC), die jahrlich auf 500-825 tg
geschatzt werden (Fehsehfeld et al., 1992). Diese Verbindungen spielen
verschiedene Rollen in der Interaktion zwischen Pflanzen und Mikroorganismen, z.B.
als Alarmstoff oder Energiequellen (Roshchina and Roshchina, 1993). Weitere
naturliche Quellen fir Methanol sind die Biomassenverbrennung (Holzinger et al.,
1999), Pflanzenabfalle (Warneke et al., 1999), chemische Reaktionen in der

Atmosphare und Ozeane (Singh et al., 2000).

Als wichtiger Bildungsprozess flr Methanol in der Atmosphare gilt der Abbau des

entsprechenden Kohlenwasserstoffs Methan (Fabian, 1992).

CH4 + HQe — 5 oCH3 + HQO

*CH; + HO® ———— CH;OH
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Die Freisetzung von Methanol aus pflanzlichen Materialen ist seit Uber 30 Jahren
bekannt. Erste Erkenntnisse zum Vorkommen von Methanol lieferten die Arbeiten
von Nursten (1970), Fisher und Mitarbeitern (1979), die den Alkohol in
verschiedenen Frichten bzw. keimenden Samen gefunden haben. Auch die Arbeit
der Gruppe um Obendorf wies auf eine Anhaufung von Methanol in reifenden
Sojabohnensamen hin (Obendorf et al., 1990). Die Autoren schlossen daraus, dass
eine direkte Korrelation zwischen dem Gehalt an Methanol und dem Alter der

pflanzlichen Organismen besteht.

4.2 Quelle von Methanol in Pflanzen

Die Methanolbildung bei Pflanzen wird grundsachlich auf die Demethylierung von
Pektin mit Hilfe des Enzyms Pektinmethylesterase (PME) zurickgefihrt (Fall und
Benson, 1996; Galbally und Kirstine, 2002; Fall, 2003). Andere Synthesewege zur
Entstehung des Alkohols wurden auch beschrieben, wie z.B. der von Cossins (1987)
vorgeschlagene Stoffwechsel von Tetrahydrofolat oder der durch Pilze verursachte
Abbau von Lignin in den sekundaren Zellwanden (Anders et al., 1985). Die meisten
bisher durchgefuhrten Studien deuteten dennoch darauf hin, dass Pektin die
Hauptquelle von Methanol in Pflanzen ist. Sowohl das Pektin als auch das Enzym

liegen in pflanzlichen Zellwanden vor (Obendorf et al., 1990).

Pektin ist ein Mischpolymerisat aus sauren Polysacchariden, wobei der Haupt-
bestandteil die Polygalacturonsaure ist. Polygalacturonsaure besteht vorwiegend aus
1,4-verknupften o-D-Galacturonsaure (Abb. B-26). In geringer Menge enthalt Pektin
auch D-Galactane, L-Arabinane und Arabinogalactane in kovalenter Bindung an das
Galacturonan. Die Carboxylgruppen der Galacturonsaurereste sind in unterschied-
lichem MaRe mit Methanol verestert, die Hydroxygruppen koénnen in geringem
Umfang acetyliert sein. Bleibt die Carboxylgruppe unverestert, so spricht man von
Pektinsaure; ist sie dagegen zum groften Teil mit Methanol verestert, so liegt das

Pektin vor.
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Abb. B-26: Der Aufbau von Pektin (Ausschnitt).

Pektinstoffe zahlen neben der Cellulose und den Hemicellulosen zu den elementaren
Strukturpolysacchariden der Primarzellwande in jungem, d.h. noch wachstums-
fahigen Gewebe aller hoheren Landpflanzen, wobei sie bei den Dikotyledonen und
einigen Monokotyledonen ca. 35 % der Zellwandtrockenmasse ausmachen, bei
Grasern nur ca. 5 % (Neidhart, 1997). Die mit 10 bis 30 % hdchste Pektin-
konzentration im pflanzlichen Gewebe ist allerdings zwischen den Primarwanden in
den Mittellamellen lokalisiert (Darvill et al., 1980; van Buren, 1991). Diese

Pektinstoffe sind fur den Zusammenhalt der Zellen im jungen Gewebe verantwortlich.

Wie bereits angedeutet, entsteht Pektin Uberwiegend bei wachstumsfahigen
Pflanzengeweben. Wahrend der Zellteilung werden sowohl die Glykosidbindungen
als auch Esterbindungen gespalten, letztere durch Freisetzung von Methanol aus
Galacturonsaureestern. Wie aus Abbildung B-27B hervorgeht, erfolgt die Freisetzung
mit Hilfe des Enzyms Pektinmethylesterase. Das gebildete Methanol wird zum
grolten Teil in die Atmosphare ausgeschieden (Abb. B-27A), wahrend ein geringer
Teil in das Innere der Zelle zuruckflielen kann, um dort metabolisiert zu werden (Fall,
2003). Die freien Carboxylgruppen der Galacturonsauren sind des Weiteren
verantwortlich fur die Verknipfung der Pektinketten untereinander. Je zwei geladene
Carboxylgruppen konnen mit zweiwertigen Kationen lonenbindungen eingehen,
dabei bildet sich eine Brlcke, die die Makromolekule in einem Netz zusammenhalt
(Nari et al., 1991).
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Abb. B-27: Bildung von Methanol in Pflanzen. Die schematische Darstellung zeigt
die Bildung in den Zellwanden (A) und die Demethylierungsreaktion durch das
Enzym Pektinmethylesterase [PME] (B).

4.3 Verfahren zur Bestimmung von Methanol bei der Keimung
Zur Bestimmung leichtflichtiger Verbindungen aus keimenden Pflanzen sind bislang
nur wenig Analysenmethoden verdffentlicht worden (Obendorf et al., 1990;

MacDonald und Fall, 1993; Nemecek-Marshall et al., 1995).

MacDonald und Fall (1993) stellten ein empfindliches und selektives Verfahren zur
Bestimmung von Methanol in der Atmosphare vor. Der aus pflanzlichen Blattern
freigesetzte gasférmige Alkohol wurde bei Laborversuchen mit einem Luftstrom in
einem 7 cm?® groRen Behélter aufgefangen und anschlieRend gaschromatographisch
mittels FID (Flame lonisation Detection) bestimmt. Mit diesem Verfahren lie3en sich

ohne Anreicherung Nachweisgrenzen von 0,6 yg Methanol pro Gramm Trocken-
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gewicht erzielen. Die Autoren stellten auRerdem fest, dass sich die durch Blatter
freigesetzte Methanolmenge mit denen der mengenmalig wichtigsten naturlichen
fluichtigen Komponenten vergleichen lie. Die Menge an Methanol, 13,2 pg/g, war
zwar geringer als die von Isoprenen (35 ug/g), aber deutlich hoéher als die
Konzentrationen an Monoterpenen, mit 1,6 pg/g. Der sicherheitstechnische und
apparative Aufwand hierbei ist allerdings sehr hoch, so dass dieses Verfahren fur
Feldmessungen nur bedingt einsetzbar ist.

Eine einfachere enzymatische Methode ist bei Nemecek-Marshall und Mitarbeitern
(1995) beschrieben. Der Alkohol wurde mit Hilfe des Enzyms Alkoholoxidase (AQO) in
einer wasserigen, alkalischen Kaliumphosphatlosung zu Formaldehyd oxidiert.
Formaldehyd wurde anschliefend nach Umsetzung mit dem Farbstoff 4-Amino-3-
penten-2-on (Fluoral-P) photometrisch bestimmt. Das Verfahren erwies sich als
kostengunstig, einfach und selektiv. Nachteile der bisher nur im Labor erprobten
Methode lagen in der fur die Bestimmung von Methanol in der Atmosphare zu hohen
Nachweisgrenze und der geringeren Stabilitdt des Endprodukts. Die erzielte

Nachweisgrenze fur Methanol lag bei 0,02 pg/g.

Johansen und Mitarbeiter (1997) bestimmten mehrere Gase gleichzeitig, unter ihnen
Methanol, in der Umgebungsluft. So konnten Konzentrationen von 5 ppm an

Methanol mittels FT-IR-Spektrometer gemessen werden.

Eine schnelle und einfache Methode wurde von Lindinger und Mitarbeitern (1998) zur
Bestimmung leichtflichtiger organischer Verbindungen in Gasproben vorgestellt. Die
flichtigen Verbindungen reagieren zunachst mit H3O*-lonen in dem Reaktionsraum
eines Protonen-Transfer-Reaktions-Massenspektrometers (PTR-MS) unter Bildung
von protonierten Pseudomolekulionen. Aus dem Reaktionsraum werden die
entstandenen lonen in das Detektionssystem geleitet, wo ihre Masse und ihre Anzahl
bestimmt werden. Die Anzahl der am Sekundar-Elektronen-Vervielfacher (SEV)
registrierten lonen ist proportional zur Konzentration der gesuchten Verbindungen in
der untersuchten Gasprobe. Mit dem PTR-MS wurden Konzentrationen von 2,5 ppm

an Methanol nachgewiesen (Boschetti et al., 1999).
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4.3.1 Oxidation von Methanol mit Hilfe des Enzyms Alkoholoxidase (AO)

Zur Bestimmung von Methanol aus Keimpflanzen wurde die enzymatische Methode
nach Nemecek-Marshall und Mitarbeitern (1995) verwendet. Weder bei den Tabak-
keimlingen, die nicht mit Methylobacterium extorquens ME4 behandelt worden
waren, als auch bei den Keimlingen, die mit Methylotrophen inokuliert worden waren,
konnte eine signifikante Menge an Methanol mit Hilfe der beschriebenen Methode
detektiert werden. Aus ermittelten Eichkurven war zu ersehen, dass eine messbare
Umsetzung praktisch erst ab einer Methanolkonzentration von 1 mg/g erfolgen
konnte. Es wurde deshalb angenommen, dass die aus wachsenden Keimlingen
freigesetzten Konzentrationen an Methanol offenbar unterhalb der Nachweisgrenze

lagen.

4.3.2 Bestimmung von Methanol mittels Protonen-Transfer-Reaktions-Massen-
spektrometrie (PTR-MS)

Als alternative Messmethode zur Bestimmung von Methanol in der Gasphase wurde
die PTR-MS-Analytik verwendet. Dazu wurden die unter Luftausschluss wachsenden
Keimlinge, die mit oder ohne Methylobacterium extorquens ME4 behandelt worden
waren, untersucht. Vor der nachfolgenden Beschreibung der PTR-MS-Ergebnisse

wird zunachst ein Einblick in die analytischen Grundlagen der PTR-MS vorgestellt.

4.3.2.1 PTR-MS Grundlagen

Mit einem Protronen-Transfer-Reaktions-Massenspektrometer (PTR-MS) konnen
leichtfliichtige organische Verbindungen (volatile organic compounds, VOCs) direkt
ohne Vorkonzentrieren sehr sensitiv (bis zu einige ppbv) in Gasproben quantifiziert
werden. Die Methode basiert auf der Reaktion von H;O'-lonen mit VOCs, wobei
Protonen ohne Dissoziation der Moleklle Ubertragen werden. Die erzeugten lonen
werden anschlielend massenspektrometrisch analysiert. Der Vorteil der Methode
liegt in dem sehr geringen Anteil von Fragmentmolekilen und der sehr effizienten

lonisation der Spurengase, da keine Reaktionen mit Bestandteilen der reinen Luft
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auftreten. Insbesondere ist eine Beimischung von Wasserdampf zu dem zu

analysierenden Gas unkritisch.

In Abbildung B-28 ist der Messaufbau schematisch dargestellt. In der lonenquelle
werden die HzO"-lonen in einer moglichst hohen Dichte und Reinheit produziert. Je
hoher das Primarionensignal ist, desto besser ist die Nachweisempfindlichkeit. Die
lonenproduktion wird Uber eine Hohlkathodenentladung erreicht, bei der durch
ElektronenstoR mit Wasserdampf die H3O"-lonen entstehen. In der Driftréhre werden
die H3O"-lonen Protonen auf die VOCs Ubertragen, die Uber die Probengaszufuhr
eingelassen werden. Unter Einfluss eines elektrischen Feldes bewegen sich die
lonen mit dem Probengas in Richtung Detektion. Abhangig von der jeweiligen
Reaktionskonstante k fur den Protonentausch und der zur Verfugung stehenden
Reaktionszeit t werden die Produktionen gebildet. Die Messung der H;O'- und
Produktionen erfolgt im Detektionsteil. Mittels eines Linsensystems werden am Ende
der Driftrohre die lonen in den Detektionsraum beschleunigt. Die Massenselektion
wird mit einem konventionellen Quadrupol (Balzers QMG 422) durchgeflhrt und die
lonen werden mit einem Sekundar-Elektronen-Vervielfacher (SEV) registriert. Die
Zahlraten sind direkt proportional zu den jeweiligen Konzentrationen. Aus den
bekannten GroRen k und t kann auf die Konzentration des neutralen VOC-
Spurengases zuruckgeschlossen werden. Eine detaillierte technische Beschreibung
des PTR-MS-Systems findet sich bei Lindinger und Mitarbeitern (1998).

Wie bei allen massenspektrometrischen Me3methoden wird mit dem PTR-MS das
Molekulargewicht der analysierten Substanz bestimmt (genauer: Masse/Ladung). In
vielen Fallen gibt es verschiedene Substanzen, die auf derselben Masse zu liegen
kommen. Um zwischen solchen isobaren Molekilen zu differenzieren, sind
zusatzliche Informationen oder Messungen ndétig. Im Fall von Methanol (Masse 32
amu) ist nun bekannt, dass es stark von Pflanzen emittiert wird (Konig et al., 1995;
Nemecek-Marshall et al., 1995; Kirstine et al., 1998) und andere (hochstens
isotopisch bedingte) Beitrage zu dieser Masse demgegenulber sehr klein sind. Man
kann deshalb bei diesen Messungen bei Masse 32 immer von Methanol sprechen.
Der statistische Messfehler liegt bei den gemessenen Konzentrationen unter 1 %.
Dazu muss eine Messunsicherheit von etwa 5 % berucksichtigt werden, die aus der

experimentellen Bestimmung der Transmission resultiert.
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Abb. B-28: Das PTR-MS System im Schema (Lindinger et al., 1998).

4.3.2.2 Ergebnisse der PTR-MS Messungen

Um zu testen, ob Methanol von Keimlingen freigesetzt wird und wie diese
Freisetzung von der Anwesenheit von Methylobacterium extorquens ME4 beeinflusst
wird, wurde die Kopfraumluft von insgesamt zehn Wageglasern mit ca. 75
keimenden Tabaksamen analysiert. Die Tabaksamen von funf Wageglasern waren
mit Methylobacterium extorquens ME4 behandelt worden. Tabaksamen wurden flr
diese Messung gewahlt, weil sich in Vorversuchen herausgestellt hatte, dass bei
dieser Pflanzenart am ehesten eine Freisetzung von Methanol zu erwarten war. Bei

Senfsamen zeigte sich z. B. keine messbare Methanolbildung.

Fir die Bestimmung von Methanol aus Tabakkeimlingen wurden die Wageglaser (80
ml Volumen) mit gekeimten Tabaksamen direkt an das PTR-Massenspektrometer
angeschlossen. Mit einer Nadel wurde das Septum durchstochen und der Kopfraum
des Wageglases uber einen PTFE-Schlauch mit dem Einlassventil des PTR-MS
verbunden. Somit konnte das bei der Keimung freigesetzte Gasgemisch in den

Analysenraum des Gerates gezogen und analysiert werden.

63



Ergebnisse & Diskussion

Wie aus der Abbildung B-29 hervorgeht, konnte bei allen ohne Methylobacterium
extorquens ME4 wachsenden Keimlingen Methanol mit der lonenmasse m/z 33 in
den Gasproben nachgewiesen werden. In den Gasproben mit Methylobacterium
extorquens ME4 keimenden Tabaksamen konnte dagegen kein Methanol detektiert
werden. Als Referenz diente Raumluft. Damit sollte gewahrleistet werden, dass die
gemessenen Methanolkonzentrationen nur aus den keimenden Samen stammen und
nicht schon in der nachstromenden Raumluft vorhanden waren. In der Raumluft
konnten aber nur dul3erst geringe Methanolspuren gefunden werden. Die Ergebnisse
zeigten eindeutig, dass das gebildete Methanol tatsachlich aus keimenden
Tabaksamen stammt. So konnten Konzentrationen von 0,4 bis 0,7 ppbv Methanol
pro Ansatz (ca. 75 Keimlinge / 80 ml Volumen des Wageglases) bei wachsenden

Tabaksamen ohne Methylobacterium extorquens ME4 gemessen werden.

Neben Methanol waren auch andere fllichtige lonen in der Gasphase uber Tabak-
keimlingen ohne bzw. mit Methylobacterium extorquens ME4 nachweisbar. So
konnten folgende lonenmassen ermittelt werden: m/z 42, m/z 43, m/z 45, m/z 59
(Aceton), m/z 62, m/z 73 und m/z 82. |hre Identifizierung war aber flr die zu

bearbeitende Fragestellung nicht relevant.

Obwohl im Kopfraum der mit Methylobacterium extorquens ME4 aufgezogenen
Keimlinge kein Methanol gegenuber den Keimlingen ohne Methylobacterium
extorquens ME4 nachweisbar war, wurde bei diesen Keimlingen dennoch eine
Zunahme der Biomassen festgestellt. In Gegenwart von Methylobacterium
extorquens ME4 bildeten Tabaksamen deutlich langere und schwerere Keimlinge
aus, wobei ein durchschnittliches Gewicht von 197 mg/Ansatz ermittelt wurde,
wahrend die Ansatze mit Keimlingen ohne Methylobacterium extorquens ME4 ein
durchschnittliches Gewicht von 120 mg/Ansatz ergaben. Dies deutete darauf hin,
dass das Methanol, welches aus den Keimlingen mit Methylobacterium extorquens
ME4 freigesetzt wurde, unmittelbar von methylotrophen Bakterien als Kohlenstoff-
und Energiequelle genutzt wurde und das Wachstum von Methylobacterium

extorquens ME4 zu den festgestellten Biomassenzunahmen der Keimlinge fuhrte.
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Abb. B-29: PTR-MS-Messreihe zur Quantifizierung der Methanolkonzentration (m/z
33) in Kopfraumluft Uber Tabakkeimlingen in Abwesenheit (a, a’) und Gegenwart (b,
b’) von Methylobacterium extorquens ME4. Die Messungen wurden nach sieben
Wachstumstagen durchgefiuhrt. Jeder Peak entspricht einem Ansatz (1-5), der
doppelt bestimmt wurde (1’-5’). Zwischen den Kopfraum-Messungen wurde Raumluft
gemessen (*). Diese diente gleichzeitig als Kontrolle fur die Methanolkonzentrationen

in der Raumluft.

Die Bildung von Methanol bei Pflanzen hangt sehr stark vom Blattalter ab. Junge
Blatter emittieren mehr Methanol in die Atmosphare als alte Blatter (Obendorf et al.,
1990). Anhand eines Zeitversuches wurden die gebildeten Methanolkonzentrationen
bei keimenden Tabaksamen ermittelt. Hierbei wurden sterile Tabaksamen ohne
Methylobacterium extorquens ME4 zur Keimung eingesetzt und das freigesetzte

Methanol in der Gasphase taglich gemessen.

Abbildung B-30 zeigt den Verlauf der Methanolkonzentrationen bei wachsenden
Tabaksamen in Abwesenheit von Methylobacterium extorquens ME4 innerhalb von
acht Tagen. Ein Tag nach dem Ansatz waren die Keimblatter zwar noch nicht
sichtbar, aber die Samenschalen schon aufgebrochen. In diesem Stadium wurde die
hdchste Konzentration von etwa 0,8 ppbv an Methanol, bezogen auf die von ca. 75
Tabakkeimlingen produzierte Gasphase in 80 ml Volumen des Wageglases,

gemessen. Die Keimblatter wurden erst nach drei Tagen aus den Samen
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herausgehoben. Nach zwei Tagen konnte eine leichte Verminderung der
Konzentration festgestellt werden. Die Konzentrationen an Methanol nahmen dann
kontinuierlich stark mit der Zeit ab. Am achten Tag konnten nur noch

Methanolkonzentrationen von ca. 0,1 ppbv gemessen werden.

1.
09 -
08 -
07 -
06 -
05 -
04 -
03 -

Konzentration [ppbv]

0,2 A
0,1 A

0

29.03.2004 30.03.2004 31.03.2004 01.04.2004 02.04.2004 03.04.2004 04.04.2004 05.04.2004 06.04.2004 07.04.2004

Messdatum

Abb. B-30: Verlauf der Methanolkonzentration bei wachsenden Tabaksamen in

Abwesenheit von Methylobacterium extorquens ME4 innerhalb von sieben Tagen.

4.4 Nachweis von Methanol bei der Keimung mit Hilfe von Pichia pastoris als

Biosensor

4.4.1 Allgemeines zu Biosensoren

Bakterielle Biosensoren sind biotechnologische Hilfsmittel zur Detektion von Analyten
in einer Probe und enthalten eine biologische Sensorkomponente und ein
analytisches Messelement (Ammendola, 1999). Der biologische Sensor reagiert auf
die Anwesenheit des zu bestimmenden Analyten mit der Produktion eines Signals,
welches von einem elektronischen, optischen oder mechanischen Detektor erfasst

und quantifiziert wird (Higgings et al., 1987).
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In der Regel werden als biologische Komponenten Makromolekule wie z.B. Enzyme
verwendet, die in Elektroden auf Oberflachen immobilisiert sind (z.B. Katalase,

Glukoseoxidase, Alkoholoxidase; Lowe, 1984).

Mit Hilfe molekularbiologischer Techniken hat man bakterielle Sensorstdmme mit
hoher Selektivitat konstruieren konnen. In der Regel werden dabei Promotor-
regionen, die auf bestimmte Umweltreize reagieren, mit Reportergenen fusioniert und
in Zielbakterien uberfuhrt. Reportergene kodieren fur Proteine, die leicht nachweis-
bare Signale produzieren. Voraussetzung fur deren Einsatz ist, dass sie nicht
naturlicherweise im untersuchten System vorkommen. Reportergene werden haufig
in Genexpressionsstudien, aber auch als Komponenten einer Signaltransduktions-

Kaskade in biologischen Sensorsystemen verwendet (Burlage et al., 1994).

Zu den klassischen Reportergenen gehort beispielsweise die Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT) aus E. coli, welche die Acetylierung von Chloramphenicol
katalysiert (Haugland, 1996). In den letzten Jahren sind lumineszente Reporter-
proteine vor allem wegen ihrer niedrigen Detektionsgrenze vermehrt eingesetzt
worden. Am haufigsten werden Luziferasen und das grin fluoreszierende Protein
GFP verwendet (Tsien, 1998).

Das grun fluoreszierende Protein GFP wird oft als Reportergen fir Genexpres-
sionsstudien bzw. fur die Markierung von Proteinen verwendet (Kain et al., 1995).
Beispielsweise kann GFP mit entsprechenden Genen endogener Proteine im
gleichen Leserahmen fusioniert werden, so dass ein chimares Protein entsteht,
welches idealerweise beziglich Funktion und Lokalisierung unverandert bleibt und
zusatzlich grin fluoresziert (Ammendola, 1999). Auf diese Weise konnten viele
Zellorganellen (wie z.B. Plasmamembran, Zellkern) mit GFP markiert werden (Tsien,
1998). Auch in prokaryotischen Systemen hat sich GFP als geeignetes Marker-
molekul in Genexpressionsstudien erwiesen (Kremer et al., 1995; Boettner et al.,
2002). Mit Hilfe von GFP-markierten Erwinia herbicola Zellen ist es Leveau und
Lindow (2001) gelungen, die Verfugbarkeit von Fruktose und Glukose auf
Bohnenblattern (Phaseolus vulgaris cv. Bush Blue Lake 274) detailliert zu
untersuchen. Sie konnten somit die Freisetzungsorte dieser Zucker auf

Blattoberflachen lokalisieren und sichtbar machen.
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4.4.2 Einsatz von Pichia pastoris als Biosensoren zum Nachweis von Methanol

in Keimblattern

Ausgehend von den durch Leveau und Lindow (2001) erzielten Ergebnissen,
hinsichtlich der Lokalisierung von Pflanzeninhaltsstoffen auf Blattoberflachen mittels
GPF-Fluoreszenz, wurden rekombinante Pichia pastoris Zellen zur Untersuchung der
Freisetzung von Methanol von Blattern eingesetzt.

Die methylotrophe Hefe Pichia pastoris, ein zunehmend verwendeter Organismus
zur rekombinanten Proteinherstellung, wurde mit dem Expressionssystem
(methanolsensitiver Promoter-GFP) transformiert und ist somit in der Lage den
Methanolstatus im umgebenden Habitat anzuzeigen (Boettner et al., 2002). Die
induzierbare Proteinexpression erfolgt hierbei unter Kontrolle des durch Methanol
induzierbaren Alkoholoxidase Promotors (Ellis et al., 1985). Mit Hilfe der
induzierbaren GFP-Expression sollte in dieser Studie aufgeklart werden, an welchen
Stellen die Blatter bevorzugt Methanol emittieren. Hierzu wurden sterile Tabaksamen
mit dem transformierten Stamm Pichia pastoris pPICHS/GFP inokuliert und zur
Keimung gebracht. Das Plasmid von Pichia pastoris pPICHS/GFP wurde mit dem
Promotor fur Alkoholoxidase und der Nukleotidsequenz, die fur GFP kodiert,
konstruiert. Als Kontrolle diente der Stamm pPKHS, die naturlicherweise
vorkommende Form von Pichia pastoris (Boettner et al., 2002). Nach der
Aufkeimung der Tabaksamen wurde die Proteinexpression auf Blattern mit Hilfe des

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops Leica TCS SP2 ermittelt.

4.4.3. Ergebnisse der Keimungsexperimente mit Pichia pastoris

Um die Proteinexpression der rekombinanten Pichia pastoris zu testen, wurden die

Zellen pPICHS/GFP und pPKHS in methanolhaltigem Medium kultiviert und nach

zwei Tagen mikroskopiert. Wie aus der Abbildung B-31A zu ersehen, war GFP gut

sichtbar und gleichmaRig in den Zellen verteilt.
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Fir die Aufklarung der Fragestellung bezuglich der Lokalisierung der Emission von
Methanol aus Blattern wurden oberflachensterilisierte Tabaksamen in Gegenwart von
Pichia pastoris Zellen pPICHS/GFP und pPKHS in Wasser bzw. 1,0 %iger

methanolischer Lésung angezogen. Letztere diente als positive Kontrolle.

In allen Kontrollversuchen mit Pichia pastoris pPKHS war keine Fluoreszenz zu
sehen (Abb. B-31B). Pichia pastoris pPICHS/GFP Zellen, die in Gegenwart von
externem Methanol auf Tabakkeimlingen wuchsen, waren auf den Blattoberflachen
gleichmalig verteilt und produzierten GFP (Abb. B-31C). An manchen Stellen war
festzustellen, dass die Fluoreszenz besonders in Spaltéffnungen sehr stark war.

In der Abbildung B-31D sind die konfokal mikroskopischen Aufnahmen der Pichia
pastoris pPICHS/GFP Zellen auf gekeimten Tabakblattern, die nur in wasserigem
Medium wuchsen, dargestellt. Auch ohne Zugabe von externem Methanol war eine
deutliche Fluoreszenz sichtbar. Die Fluoreszenz erschien aber tuberwiegend um bzw.
in den Spaltdffnungen (Abb. B-31D, Kreis). Die Konturen der einzelnen Hefezellen
waren jedoch nicht eindeutig erkennbar. Es wurde vermutet, dass sich die Zellen an
diesen Stellen Uberlappten und dabei mdglicherweise Biofilme bildeten, die dann
keine Identifizierung einzelner Zellen ermoglichten oder, dass das GFP nach Lyse
der Zellen freigesetzt wurde. Dennoch zeigten diese Aufnahmen erstmals, dass die
Methanolmenge, die die keimenden Tabaksamen uber die Blatter freisetzten,
ausreichte, um die Expression von GFP in Pichia pastoris Zellen zu induzieren. Die
Experimente lieferten damit die ersten Hinweise, dass Methanol aus den

Spaltéffnungen in die Atmosphare freigesetzt wird.
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Fluoreszierende

Einzelzelle
Einzelzelle
Einzelzellen
y Stomata
Fluoreszenz von
GFP in Stomata Stormnata

Abb. B-31: Fluoreszenzaufnahmen von GFP-markierten Pichia pastoris pPKHS und
pPICHS/GFP Zellen. (A): In 1,0 %iger methanolhaltiger Lésung angezogene Pichia
pastoris pPICHS/GFP Zellen; (B): Kontrollansatz mit Pichia pastoris pPKHS Zellen;
(C): Grin fluoreszierende Einzelzellen von Pichia pastoris pPICHS/GFP in
Gegenwart von externem Methanol auf Tabakkeimblatter; (D): GFP-bedingte
Fluoreszenz von Pichia pastoris pPICHS/GFP Zellen in Gegenwart von Wasser mit
keimenden Tabakkeimblattern. Graue Bilder zeigen die Phasenkontrastaufnahmen
derselben Bildabschnitte.
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4.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Untersuchungen zur Bestimmung von Methanol bei Keimlingen lieferten zwei
wichtige Ergebnisse. Zum einen zeigten sie eindeutig, dass die Methanolproduktion
besonders zu Beginn der Keimungsphase am hdochsten ist, wobei das Methanol in
die umgebende Luft freigesetzt wird. Zum anderen waren die Methylotrophen in der
Lage das aus keimenden Samen freigesetzte flichtige Methanol als Kohlenstoff-
quelle nutzen zu konnen. Methanol gehort zu den wichtigsten leichtflichtigen
Verbindungen in der Atmosphare und wird Uberwiegend bei wachsenden Pflanzen
produziert. Der Alkohol entsteht dabei durch die Demethylierung von Pektin mit Hilfe
des Enzyms Pektinmethylesterase wahrend der Entwicklung jungerer Pflanzen
(Nemecek-Marshall et al., 1995; Galbally und Kirstine, 2002; Fall, 2003). Pektin und
Pektinmethylesterase wurden in pflanzlichen Zellwanden nachgewiesen (Obendorf et
al., 1990).

Far die Quantifizierung der durch Tabakkeimlinge freigesetzten Methanolmenge
wurden zwei verschiedene Analysenmethoden herangezogen. Hierbei erwies sich
die von Nemecek-Marshall und Mitarbeitern (1995) publizierte Methode mit einer
Nachweisgrenze von 0,02 ug/g als weniger empfindlich als die PTR-MS-Technik mit
Nachweisgrenzen im ppb-Bereich. Aus keimenden Tabaksamen konnten
Konzentrationen von 0,4 bis 0,7 ppbv Methanol bezogen auf ein Gewicht von ca. 120
mg Keimlingen nachwiesen werden. Im Einklang mit diesen Ergebnissen haben
Boschetti und Mitarbeiter aus sechs verschiedenen Beerenpflanzen (Erdbeere,
Fragaria vesca cv. Elsanta; Himbeere, Rubus idaeus cv. Tulameen; Schwarzbeere,
Rubus laciniatus cv. Lockness; Heidelbeere, Vaccinuum mirtillum cv. Brigitta blue,
rote und weille Johannisbeere, Ribes rubrum cv. Roveda und Blanca) eine
durchschnittliche Methanolmenge von 2,5 ppm bezogen auf 50 g Material mittels
PTR-MS ermittelt. Hierbei wurde ebenfalls eine Abnahme der Methanolkonzentration
in Abhangigkeit von der Zeit festgestellt (Boschetti et al., 2001). Aufgrund der
komplexen Mischungsverhaltnisse von Substanzen in der Atmosphare, bietet sich
die PTR-MS-Technik als alternative MelRmethode =zur selektiven Bestimmung

leichtfliichtiger organischer Verbindungen an.
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Die Verwendung von Reportergen-Fusionen mit Promotoren, die auf spezielle
Umweltreize reagieren, erlaubt die Untersuchung von Analyten mit hoher Selektivitat,
da die spezifische Antwort nicht von der Verwertung von Substraten, sondern von
der Aktivierung spezieller Promotoren abhangig ist. Mit Hilfe von Pichia pastoris
Zellen, die Konstrukte enthielten, welche GFP unter der Kontrolle eines
methanolsensitiven Promotors exprimierten, sind erstmals die Spaltdffnungen als
Emissionsorte des Methanols identifiziert worden. Leveau und Lindow (2001)
konnten mit Hilfe von Biosensoren die Verfugbarkeit von Zuckern auf
Blattoberflachen von Bohnen (Phaseolus vulgaris cv. Bush Blue Lake 274) ermitteln.
Hierzu wurden Bakterien der Gattung Erwinia herbicola mit einem Plasmid
transformiert, welches einen fur Fruktose und Glukose sensitiven Promotor sowie die
Nukleotidsequenz fur GFP enthielt. Die mit GFP-markierten E. herbicola Zellen
fluoreszierten auf der Oberflachen der Bohnenblatter und die Fluoreszenz konnte
anschlielRend quantifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden,
dass GFP auch fur die Bestimmung von Methanol in der Phyllosphare Verwendung
finden kann. In Anbetracht der Schwierigkeiten, die bei der Ermittlung von flichtigen
Verbindungen in der Phyllosphare auftreten, kdnnte der Ansatz von Reportergenen
mit Promotoren einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung des AusstolRes fllchtiger
Pflanzeninhaltstoffe leisten. Die Quantifizierung der Methanolemission sollte Uber die

Intensitat des GFP-Signals mdglich sein.
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C EXPERIMENTALTEIL

1 Material

1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in analysenreiner Qualitat
von Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Fluka (Deisenhofen, Deutschland), Aldrich
(Deisenhofen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen. Die fur Biotransformationsversuche verwendeten
Verbindungen sind in Tabelle C-1 gesondert aufgelistet. Standard Methods Agar
(PCA) wurde bei bioMérieux (Nurtingen, Deutschland) erworben. Ldsungsmittel

wurden zusatzlich Uber Fullkorperkolonnen rektifiziert.

Die Identifizierung der nachgewiesenen Verbindungen erfolgte anhand authentischer
Referenzverbindungen. Neben selbst synthetisierten und isolierten Verbindungen
wurden die in der Referenzsammlung des Arbeitskreises vorhandenen Vergleichs-

proben herangezogen.

Tab. C-1: Fur die Biotransformationen eingesetzte Verbindungen.

Verbindung Vertrieb

Butanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Benzylalkohol Riedel-de-Haén (Deisenhofen, Deutschland)
Decanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Decansaure Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Dodecanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Dodecansaure Fluka (Deisenhofen, Deutschland)

Heptanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)

Hexanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
(E)-2-Hexenal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
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Fortsetzung von Tab. C-1

(Z)-3-Hexenal, 50 % Lsg. in Triacetin  Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

R,S-Linalool Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)
Nonanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Nonansaure Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
(E)-2-Nonenal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Octanal Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)
2-Phenylethanol Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Undecanal Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
Undecansaure Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
1.2 Enzyme

Die im Rahmen der Methanol-Bestimmung verwendete Alkoholoxidase aus Pichia

pastoris wurde von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) erworben.

1.3 Mikroorganismen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme wurden im Arbeitskreis
von Prof. Dr. Lukas Schreiber (Institut fir Okophysiologie, IZMB, Universitat Bonn)
von Erdbeermaterialien (Blatter, Frichte) isoliert. Die Identifizierung erfolgte mittels
16S rDNA-Analyse. Die pflanzenpathogenen Pilzstamme Botrytis cinerea B. c. 2:
92/RB 11; B. c. 3: 93/HRB 2b und B. c. 4: 93/HRB 1b wurden von der Bayerischen
Landesanstalt fur Weinbau (Veitshéchheim, Deutschland) und der Stamm Nr. 23 B.
c. 1: von dem Landwirtschaftszentrum der Bayer AG (Monheim, Deutschland) zur
Verfugung gestellt. Die Stamme B. c. 2, B. c. 3 und B. c. 4 sind von Rebenblattern,
isoliert worden, wahrend B. c. 1 von Erdbeerblattern gewonnen wurde. Der
methylotrophe Stamm Methylobacterium extorquens ME4 wurde aus Erdbeerblattern
isoliert. Die Identifizierung erfolgte am Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der
Universitat Warzburg und bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH, Braunschweig). Die Hefestamme Pichia pastoris
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pPCHIS/GFP und pPKHS wurden von Herrn Mewes Bottner (Organobalance, Berlin)

zur Verfugung gestellt.

1.4 Pflanzenmaterial

FUr die ldentifizierung der fluchtigen Komponenten aus Erdbeerblattern wurden

Freilanderdbeeren der Art Fragaria x ananassa var. Elsanta, Elvira, Hummy und

White Pine verwendet.

Die fur die Studien in Abschnitt C 4-2 verwendeten Samensorten sind in der Tabelle

C-2 aufgelistet und wurden vom Handel bezogen. Erdbeerkalluskulturen wurden von

Frau Dr. Gresser, Institut fur Pharmazeutische Biologie der Universitat Wurzburg,

angezogen.

Tab. C-2: Fur die Keimungsversuche verwendete Samensorten

Samensorte Botanische Bezeichnung Herkunftsland
Buschbohnen  Phaseolus vulgare Deutschland
Erdbeere Fragaria vesca Schweiz
Gelbsenf Sinapis alba Deutschland
Gerste Hordeum vulgare Deutschland
Mais Zea mays Deutschland
Markerbsen Pisum sativum Deutschland
Mohren Daucus carota Deutschland
Tabak Nicotiana tabacum Deutschland
Tomaten Lycopersicon esculentum Deutschland
Weizen Triticum aestivum L. Deutschland
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1.5 Adsorptionsmaterial

FUr die Saulenchromatographie an einer Umkehrphase wurde Lichrosprep® RP-18-
Material (Korngréfie 40-63 um) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) und eine
Glassaule (2 x 20 cm) eingesetzt.

FiUr die Saulenchromatographie wurde Kieselgel 100 (KérngroRe 0,2—0,5 mm; Merck,
Darmstadt, Deutschland) und eine Glassaule (2 x 70 cm bzw. 3 x 50 cm) verwendet.

1.6 Membranfiltration

Sterile Einmalfilter mit 0,2 ym Porengro3e wurden zur Entfernung von Bakterien
eingesetzt. Zur Abtrennung der Drisenhaare aus pflanzlicher Matrix kamen Filter mit
PorengréfRen von 250 ym, 105 ym und 20 ym der Firma Small Parts Inc. (Miami,
USA) zum Einsatz.

1.7 Dinnschichtchromatographie

Trager: DC Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UVs4; Schichtdicke: 0,20 mm
(Macherey—Nagel GmbH, Duren, Deutschland)

Detektion:  Vanillin/Schwefelsaure

2 g Vanillin und 2 g konzentrierte Schwefelsaure wurden mit 96 %igem Ethanol auf

250 ml aufgefullt. Die bespruhte Platte wurde 10 min bei 100°C erhitzt.
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2 Gerate

21 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

HPLC 1:

Pumpensystem:

Degasser:
Mischkammer:
Autosampler:
Injektor:
Trennsaule:
Fliel3mittel:

Gradient:
Detektor:

Analytische HPLC Maxi-Star (Knauer, Berlin, Deutschland)
HPLC Maxi Star Niederdruckpumpe mit analytischem Pumpen-
kopf und Dynamic Mixing Chamber (Knauer, Berlin,
Deutschland)

4-Wege-Degasser (Knauer)

Dynamische Mischkammer (Knauer)

Basic Marathon (Spark, Emmen, Holland)

Rheodyne 4-Wege-Ventil Nr. 7125, Probenschleife 200 ul
Eurospher 100 C-18 (250 x 4,6 mm ; 5 um) (Knauer)

A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

Fluss: 1,0 ml/min

0-10 min: 5-20 % B; 10-30 min: 20-100 % B

UV-Detektor Nr. 29815 mit variabler Wellenlange (Knauer)

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit einem IBM-kompatiblen Personal-

Computer und der Software ,Eurochrom 2000 (Knauer)

HPLC 2:

Pumpen:

Injektor:

Trennsaule:
FlieRmittel:

Gradient:
Detektor:

Analytische HPLC von Gilson Abimed (Abimed, Lagenfeld,
Deutschland)

2 x Gilson Abimed Pumpen Model 303 mit analytischem
Pumpenkopf

Gilson Abimed Sample Injektor Model 231, Probenschleife 200 pl
Eurospher 100 C-18 (250 x 4,6 mm ; 5 um) (Knauer)

A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

Fluss: 0,7 ml/min

0-10 min: 5-20 % B; 10-30 min: 20-100 % B

UV-Spektralphotometer mit analytischer Messzelle (10 mm)
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Die Steuerung und Datenverarbeitung erfolgten mit der Software ,Gilson 712 HPLC

Controler, Version 1.02“.

2.2 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

System 1:

CG: Fisons Instruments GC 8000 (ThermoQuest, Egelsbach,
Deutschland)

Injektor: Split/Splitless-Injektor (1:20), Temperatur 250 °C

Autosampler: Fisons AS 800

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 220 °C

Trennséaule 1: J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm, dr = 0,25 pm)

Temp.programm 1: 50 °C/3 min//4 °C/min//240 °C/10 min

Trennsaule 2: J&W DB-5 (30 m x 0,25 mm, d; = 0,25 um)

Temp.programm 2: 60 °C/3 min//5 °C/min//300 °C/10 min

Trennsaule 3: OV 1701 (30 m x 0,25 mm, df = 0,25 um)

Temp.programm 3: 50 °C/1 min//4 °C/min//240 °C/5 min

Tragergas: 3,0 ml/min Helium 5.0

MS: Fisons Instruments MD 800 (ThermoQuest, Egelsbach,
Deutschland)

lonisation: Elektronenstof3ionisation (El), 70 eV

Temperatur: lonenquelle 230 °C, Interface 240 °C

Quellendruck: 1 mPa

Multiplier: 350V

Massenbereich 1:  40-250 u (,Jow mass")
Massenbereich 2:  50-480 u (,high mass"®)
Massenbereich 3: 35-480 u

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit einem IBM-kompatiblen Personal-

Computer und der Software ,Mass-Lab for Windows* bzw. ,X-Calibur®.
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System 2:

GC:

Injektor:

Detektor:

Trennsaule :

Temp.programm:

Tragergas:

MS:

lonisation:
Temperatur:
Quellendruck:
Multiplier:

Scanbereich:

GC 8000™"-Voyager
Egelsbach, Deutschland)

Split/Splitless-Injektor (1:10), Temperatur 250 °C
Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 220 °C
J&W DB-WAXETR (30 m x 0,25 mm, df = 0,25 pm)

40 °C/5 min//4 °C/min//240 °C/25 min

Helium 75 kPa

Fisons Instruments (ThermoQuest,

Fisons Instruments MD 800
Deutschland)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV
lonenquelle 200 °C, Interface 240 °C
1 mPa

350 V

25-350u

(ThermoQuest, Egelsbach,

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit einem IBM-kompatiblen Personal-

Computer und der Software ,Mass-Lab for Windows*.

System 3:

GC:

Injektor:
Detektor:

Trennséaule :

Temp.programm:

Tragergas:

Thermo Finnigan Trace GC 2000 ultra (Thermo Finnigan,
Egelsbach, Deutschland)

Split/Splitless-Injektor (1:10), Temperatur 250 °C
Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 220 °C

BPX5 (30 m x 0,25 mm, d¢ = 0,25 pm)

40 °C/3 min//5 °C/min//300 °C/10 min

Helium 100 kPa
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MS: Thermo Finnigan Trace DQS (Thermo Finnigan, Egelsbach,
Deutschland)

lonisation: Elektronenstof3ionisation (El), 70 eV

Temperatur: lonenquelle 200°C, Interface 280 °C

Quellendruck: 1 mPa

Multiplier: 350V

Scanbereich: 50650 u

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit einem DELL-kompatiblen

Personal-Computer und der Software ,X-Calibur 1.4

2.3 Multidimensionale Gaschromatographie mit Moving-Column-Stream
Switching-System (MDGC-MCSS)

GC: Fisons Instruments GC 8000 Series (8160 und 8130;
ThermoQuest, Egelsbach, Deutschland)

Injektor: Split/Splitless-Injektor (1:10), Temperatur 230 °C

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 250 °C

Trennsaulen : Vorsaule in Ofen 1: J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm, di=0,25 pym)

Hauptsaule in Ofen 2: GC-Saulen mit chiraler Phase
Temp.programme: Ofen 1: 100 °C//10 °C/min//240 °C/10 min
Ofen 2: 100 °C/14-25 min//2 °C/min//200 °C

MCSS-System mit Glasdom (desaktiviert, inert) in Ofen 1 zwischen Vorsaule und

Hauptsaule
Tragergas: Helium 5.0
Brenngase: 70 kPa Wasserstoff, 130 kPa Luft, 175 kPa Stickstoff

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit einem IBM-kompatiblen Personal-

Computer und der Software ,,Chrom-Card for Windows*.
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GC-Saulen mit chiraler Phase:

Chiral 1: 30 % 2,3-Diethyl-6-tert.-butyl-dimethylsilyl-B-cyclodextrin in PS
086 (25 m x 0,25 mm, df = 0,15 pm)
Chiral 2: 30 % 2,3-Diacethyl-6-tert.-butyl-dimethylsilyl-B-cyclodextrin in OV

1701 (25 m x 0,25 mm, d; = 0,15 um)

2.4 Protonen-Transfer-Reaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS)

Gerat: PTR-MS (lonicon Analytik GmbH, Innsbruck, Osterreich)

Tab. C-3: Relevante Parameter des benutzten PTR-MS-Systems

Spannung in der Driftréhre 600 V
Wasserfluss 12 sccm/min
Bypass PC 600 hPa
SEV-Spannung 3350 V
Temperatur Einlass 50 °C
Temperatur Driftrohre 50 °C

Druck in der Driftréhre 2 hPa

Druck in der Detektion 2*10° hPa
Transmission M21 (H;O™-Isotop) 0,433
Transmission M33 (Methanol protoniert) 0,620

Reaktionszeit t

Reaktionskonstante k

1,05*10™ sec

2,00*10°° cm3/sec
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2.5 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-Spektren wurden auf einem Bruker AV-360 (1H-NMR 360 MHz, Bruker,
Bremen) und einem Bruker AMX 400-I1ll (*C-NMR, 400 MHz) mit Trimethylsilan
(TMS) als internem Standard aufgenommen. Die chemische Verschiebung & wurde
in parts per milion (ppm) relativ zum Lésungsmittelsignal (CDCls; 'H-NMR: 7.27 ppm,
3C-NMR: 77.0 ppm) oder unter Verwendung des Standards (0.00 ppm) angegeben.
Zur Wiedergabe der Multiplizitaten in den 'H-NMR-Spektren wurden folgende
Abklrzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, dd = Dublett vom
Dublett, dt = Dublett vom Triplett, g = Quartett, m = Multiplett.

2.6 Mikroskopische Analysen

2.6.1 Lichtmikroskopie

Die Sichtbarmachung der an Blattoberflachen lebenden Mikroorganismen erfolgte
unter Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen Acridine Orange oder 4,6-Diamidino-
2-phenyl-indol-dihydrochlorid (DAPI) und wurde mit Hilfe des ZEISS Epifluoreszenz-
Mikroskops Axioplan (Jena, Deutschland) kombiniert mit der Farbvideokamera

Seescan colour 100 C (Intas) durchgefuhrt.

2.6.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Die Bilder der Erdbeerblattoberflachen wurden mit dem ZEISS Digital Scanning

Microscope DSM962 (Jena, Deutschland) zusammen mit einem Mitsubishi Video

Copy Processor aufgenommen.
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2.6.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Gerat: Laser-Scanning-Mikroskop Leica TCS SP2 (Leica Microsystems, Heidelberg).

Folgende Parameter wurden am Gerat voreingestellt:

- Anregungswellenlange:

- Emissionswellenlange:

- Gain PMT-2:
- Hauptlaser:

- Pinhole:

488 nm
530 nm
530 V
30 %
1,20

Die Dokumentation der Fluoreszenzaufnahmen erfolgte mit Hilfe einer gekihlten

CCD-Kamera C5985 (Hamamatsu,

Herrsching) und eine anschliefende Bild-

bearbeitung mit dem mitgelieferten Softwarepaket ARGUS20/HPD-CP (Version 1.5).

2.7 Schittelinkubatoren

Gerat 1:

Gerat 2:
Temperatur:
Schuttel-

geschwindigkeit:

2.8 Autoklav

Gerat 1:
Gerat 2:
Temperatur:

Autoklavierzeit:

GFL 3033
Deutschland)
Infors HT (Infors AG, Bottmingen, Schweiz)
30 °C

(Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel,

120 und 180 rpm

Wolf Sanoclav, Typ S-MCS (Wolf, Geisslingen, Deutschland)
Zirbus Technology, Typ HAST 4-5-7 (Bad Grund, Deutschland)
121 °C

20 min
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29 Sonstige Gerate

Sterile Werkbanke: 1. Laminar Airflow Bench, Modell-Nr. NU440600E (NuAire Inc.

Kuhlzentrifugen:

Lyophilisator:

pH-Meter:

Waagen:

Ultraschallbader:

Plymouth, MN, USA)
2. Waldner Electronics, Typ FAZ 3 (Wangen, Deutschland)

1. Centrikon T-124, Kontron Instruments (Italien);

Rotor: A 8.24 und A. 6.14 Sorvall RC-5B (DuPont Instruments,
Wilmington, USA).

2. Sigma Laboratory Centrifuges 4K 15C (Sigma Labor-
zentrifugen GmbH, Osterode, Deutschland)

Christ Alpha 1-4; 0,1 mbar (Christ, Osterode, Deutschland)

pH-Meter CG 820 (Schott Gerate, Hofheim)

1. Mettler PI 300 (Mettler-Toledo, Gielden, Deutschland)
2. Sartorius BP 210 S (Sartorius, Géttingen, Deutschland)

Branson Sonifier Model S 125 (Branson, Danbury, USA)
Bandelin Sonorex TK 52

211 Statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung wurde mit dem SigmaPlot-Programm, Version 8.0
(SPSS Science Software GmbH, Erkarth, Deutschland) durchgefuhrt. Signifikante

Unterschiede zwischen den Messwerten wurden mit dem T-TEST (lrrtumswahr-

scheinlichkeit von p < 0,05) bestimmt und durch entsprechende Buchstaben in den

Diagrammen kenntlich gemacht.
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3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

3.1 Pufferherstellung

Die Herstellung von 0,2 M Phosphatpuffer (pH 6,8) erfolgte durch Mischen von 88 ml
0,2 M Di-Kaliumhydrogenphosphat- und 12 ml 0,2 M Kaliumdihydrogenphosphat-
Stammldsungen.

3.2 Herstellung der Wachstumsmedien

Zur Anzucht der Bakterienkulturen wurde ein Minimalmedium nach Dworkin (Dworkin
und Forster, 1967) verwendet (Tab. C-4).

Tab. C-4: Zusammensetzung des Minimalmediums nach Dworkin

Substanz Formel Menge?
Ammoniumsulfat (NH4)2S0O4 20g
Dinatriumhydrogenphosphat ~ Na;HPO, 6,09
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4 4049
Magnesiumsulfat MgSO,4 0,29

 Die angegebenen Mengen beziehen sich auf 1000 ml dest. Wasser (pH 6,8)

Jeder Ansatz wurde vor dem Autoklavieren mit 5 ml/l einer Spurenelementlésung
(Atlas und Parks, 1993) versetzt (Tab. C-5).

Tab. C-5: Zusammensetzung der Pseudomonas-Spurenelementldsung

Substanz Formel Menge*®

Borsaure H3BO3 232 mg (3,7 mmol)
Eisensulfat-Heptahydrat Fe(I1)SO4 x 7H,0 180 mg (0,065 mmol)
Zinksulfat-Heptahydrat ZnS0O4 x 7TH0 174 mg (6,0 mmol)
Cobaltsulfat-Heptahydrat CoS0O4 x 7H,0 96 mg (0,34 mmol)
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Fortsetzung Tab. C-5

Ammoniummolybdat (NH4)6M07024 22 mg (0,019mmol)
Kupfersulfat-Pentahydrat CuSO4 x 5H,0 8 mg (0,03 mmol)
Mangansulfat-Tetrahydrat MnSO4 x 4H,0 6 mg (0,035 mmol)

“ Die angegebenen Mengen beziehen sich auf 1000 ml dest. Wasser.

Nach dem Autoklavieren (121 °C, 20 min) wurde dem Medium 5,0 g/l Glukose in
Form einer 50 %igen sterilen Glukoseldosung zugegeben. Die Zugabe erfolgte erst
nach der Sterilisation des Mediums, um unerwlinschte chemische Reaktionen wie
z.B. die Maillard-Reaktion zu vermeiden. Damit konnte eine Veranderung der
ursprunglichen Konzentrationsverhaltnisse sowie eine Braunung des Mediums

unterbunden werden.

3.3  Weitere Nahrmedien

3.3.1 Plate Count Agar (PCA) (Agar fur epiphylle Bakterien)

Zusammensetzung: bio-Trycase 54/l
Hefe-Extrakt 2,54l
Glukose 14/l
Agar 15 g/l
pH-Wert 7,0

3.3.2 Malzextrakt-Agar (Agar fiir Botrytis cinerea)

Zusammensetzung: Malz-Extrakt 30 g/l
Pepton 5 g/l
Agar 15 g/l
pH-Wert 54+0,2
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3.3.3 M9-Methanol-Medium (Selektivmedium fiir Methylotrophen)

Zusammensetzung: M9 Minimal Salts 11,28 g/
Methanol 5,0 ml/I
Fir Platten Agar 15 g/l

3.3.4 Yeast Peptone Dextrose (YPD) (Medium fiir Hefestamme)

Zusammensetzung: Hefeextrakt 1%
Pepton 2%
Glukose 2%
Fir Platten Agar 2%

Die hergestellten Stammlosungen wurden bei 4 °C gelagert. Vor der Animpfung mit

Bakterien- bzw. Hefezellen wurden die Medien autoklaviert (121 °C, 20 min).

3.4 Untersuchungen an Erdbeerblattern

3.4.1 Oberflachendarstellung im Rasterelektronenmikroskop

Erdbeerblatter wurden zunachst klein geschnitten und anschlieRend fur zwolf
Stunden in einem Ldsungsmittelgemisch bestehend aus 6,25 % Glutaraldehyd, 2 %
Paraformaldehyd und 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) bei 4 °C fixiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit Pufferlosung sind die Blattsticke stufenweise bei
Raumtemperatur mit Aceton bis zu 100 % entwassert worden. Nach der Ent-
wasserung wurden die Blattsticke mittels Kritisch-Punkt-Trocknung mit CO
getrocknet und die Praparate vor dem Mikroskopieren mit Platin/Palladium
beschichtet. Die Bilder wurden mit dem ZEISS Digital Scanning Microscope DSM962
(Jena, Deutschland) zusammen mit einem Mitsubishi Video Copy Processor

aufgenommen.
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3.4.2 lIsolierung der Drusenhaare und ldentifizierung ihrer Inhaltsstoffe

Die Erdbeerblatter wurden zunachst mit 70 %igem Ethanol gewaschen, um Staub
und anhaftende kleine Partikel zu entfernen. Der Alkohol ist anschliefend mit
Leitungswasser ausgespult worden. Die gewaschenen Blatter (10-15 g) wurden in
einem 500 ml-Rundkolben uberfuhrt, in dem 200 ml Trennlésung (0,4 M Mannitol und
50 mM Natriumascorbat, pH 6,8), 10 g Quarzsand und 10 g Glaskugelchen (0,5 mm
Durchmesser; Roth, Karlsruhe, Deutschland) vorgelegt worden waren. Der Kolben
wurde 30 Minuten geschuttelt, wobei die Geschwindigkeit der Schittelmaschine so
eingestellt wurde, dass sich die Trennldsung, die Glasklgelchen, der Sand und die
Blattstiicke gut durchmischten. Nach der Schuttelphase sind die in der Losung
abgerissenen Teile durch Filter mit PorengroRen 250 um, 105 ym und 20 ym
abgetrennt worden. Die Drisenhaare wurden auf dem Filter mit Porengréf3e 20 um

gesammelt und anschlieliend zur Kontrolle mikroskopiert.

Zur ldentifizierung der flichtigen Komponenten sind die erhaltenen Drusenhaare
mehrmals mit der Trennlésung gewaschen und in einen 50 ml-Rundkolben Uberflhrt
worden. Die Drusenhaare wurden danach dreimal mit je 30 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten Diethylether-Fraktionen wurden an einer Vigreux-Kolonne
(40 °C) bis zu einem Volumen von 0,1 ml eingeengt. Der Extrakt mit den flichtigen

Komponenten ist mittels GC-MS analysiert worden.

3.4.3 Bestimmung fliichtiger Komponenten der Erdbeerblatter

Zur Isolierung flichtiger Komponenten aus Erdbeerblattern wurden drei verschiedene

Methoden verwendet.

3.4.31 Tauchen der Blatter in Diethylether

Frische Erdbeerblattspreiten (5-10 g) wurden in 100 ml Diethylether eingelegt und
nach etwa 30-60 Sekunden aus der Losung wieder entfernt. Die Diethyletherlésung
wurde filtriert und an einer Vigreux-Kolonne (40 °C) bis zu einem Volumen von 0,1 ml

eingeengt. Der erhaltene Extrakt ist mittels GC-MS analysiert worden.
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3.4.3.2 Homogenisieren

Blatter (5-10 g) von im Freiland und im Gewachshaus angezogenen Erdbeerpflanzen
wurden mit Hilfe eines Ultra-Turrax mit 50 ml destillietem Wasser homogenisiert.
Das Homogenat wurde anschliefend flr 20 Minuten (9000 rpm, 4 °C) zentrifugiert
und der wasserige Uberstand dreimal mit je 20 ml Diethylether extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und an einer
Vigreux-Kolonne (40 °C) bis zu einem Volumen von 0,1 ml eingeengt. Die

Identifizierung der Verbindungen erfolgte mittels GC-MS.

3.43.3 Kopfraum-Analyse (Headspace-Analyse)

Die flichtigen Verbindungen von funf frischen Erdbeerblattern wurden bei 40 °C mit
einem Stickstoffstrom (40 ml/min) ausgetrieben, an Tenax TA (Ringoes, NJ) fur eine
Stunde adsorbiert und anschlieBend mittels GC-MS nach Thermodesorption
analysiert. Die Tenax Kartusche wurde an eine Turbomatrix ATD (Perkin-Elmer,
Uberligen, Deutschland) montiert, die mit einer GC-MS MD 1000 (Fisons, Bremen,
Deutschland) verbunden war.

3.4.4 Isolierung und Charakterisierung von Methylotrophen

Zur Isolierung von methylotrophen Bakterien, den so genannten PPFM (Pink-
Pigmented Facultative Methylotrophs), wurden Erdbeerblattober- und unterseiten auf
dem im Abschnitt C-3.3.3 beschriebenen selektiven Medium abgedrickt (Holland,
1997). Die Agarplatten wurden mit Parafilm verschlossen und bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach funf bis sieben Tagen wurden aus den gebildeten Kolonien einzelne
pinkfarbene Kolonien mit Hilfe einer Impfése gepickt und auf neue Methanol-Selektiv-
Agarplatten ausgestrichen. Nach erneuter Inkubation, wurden die Reinkulturen

mittels 16S rRNA-Analyse genotypisch charakterisiert.
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3.5 Interaktionsstudien

3.5.1 Metabolisierung der fliichtigen Verbindungen der Erdbeerblattober-
flachen durch epiphylle Bakterien

3.51.1 Vorinkubation

Fir die Metabolisierungsversuche wurden 75 ml Flissigmedium nach Dworkin mit
375 pl Spurenelementlésung in einem 300ml-Erlenmeyerkolben versetzt und das
Gefald mit einem 100 ml-Becherglas verschlossen. Nach dem Autoklavieren ist jeder
Kultur B-Glukose in einer Konzentration von 5 g/l zugesetzt worden. Zum Beimpfen
wurde das Bakterienmaterial von frisch angewachsenen Platten mit Hilfe einer
Impfose in die Gefalle Uberfihrt. Im Schuttelinkubator (30 °C, 120 rpm) sind die

Ansatze fir 24 Stunden vorinkubiert worden.

3.5.1.2 Substratzugabe und Inkubationsphase

Nach Beendigung der Vorinkubationsphase wurden jedem Ansatz 50 ul der
jeweiligen fluchtigen Verbindung direkt zugegeben. Danach wurde die Inkubation

unter gleichen Bedingungen fur weitere 72 Stunden fortgesetzt.

3.51.3 Aufarbeitung der Umsetzungen und Identifizierung gebildeter
Produkte

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Ansatze zunachst funf Minuten im
Ultraschallbad behandelt, um die Bakterienzellwande aufzubrechen und eventuell
intrazellular vorliegende Produkte freizusetzen. Anschlielend sind die Kultur-
lI6sungen im Scheidetrichter dreimal mit je 40 ml Diethylether extrahiert worden. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, Uber Na;SO,4 getrocknet, filtriert und an der
Vigreux-Kolonne (40 °C) bis zu einem Volumen von 0,1 ml reduziert. Zur
Identifizierung der gebildeten Produkte wurden die Extrakte mittels GC-MS analysiert
und zur Quantifizierung wurde 0,1 % (v/v) Geraniol als interner Standard zugesetzt.

In der gleichen Weise wurden Kontrollansatze ohne Bakterien durchgefuhrt.
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3.5.2 Biotransformation von Cg-C4; Aldehyden durch Bacillus megaterium

Fur den Nachweis von Aldolkondensationsprodukten, die bei der Biotransformation
der aliphatischen Aldehyde Octanal, Decanal, Undecanal und Dodecanal durch
Bacillus megaterium (Isolat 129) entstehen, wurde analog zu den
Metabolisierungsversuchen (C-3.5.1) das Bakterium mit den Aldehyden inkubiert. Die
Vorinkubation dauerte allerdings in diesem Versuch 72 Stunden, damit die Aldehyde
spater als alleinige Kohlenstoffquellen bei der Inkubation fungieren konnten. Nach
Beendigung der Vorinkubationsphase wurden den Kulturldésungen 50 ul der
jeweiligen Aldehyde zugegeben. Die Inkubation ist fur weitere sieben bis zehn Tage
fortgesetzt worden, um eine komplette Umsetzung der Aldehyde zu erreichen. Nach
der Inkubation wurde wie unter C-3.5.3 beschrieben, weiter verfahren.

Zusatzlich wurden Zeitversuche hinsichtlich der Konzentrationen der wahrend der
Biotransformationsexperimente gebildeten Aldolkondensationsprodukte durchgefihrt.
Dazu wurde Nonanal mit Bacillus megaterium fur drei Wochen inkubiert. Nach jedem
dritten Tag wurde ein Aliquot enthommen und dreimal mit je 40 ml Diethylether
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, iber Na,SO4 getrocknet, filtriert
und an einer Vigreux-Kolonne (40 °C) bis zu einem Volumen von 0,1 ml reduziert.
Zur ldentifizierung der gebildeten Produkte wurden die Extrakte mittels GC-MS
analysiert und zur Quantifizierung ist 0,1 % (v/v) Geraniol als interner Standard

eingesetzt worden. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Bakterien.

3.5.3 Darstellung der Aldolkondensationsprodukte (Acroleinderivate)

Die Darstellung der Acroleinderivate erfolgte gemaf einer modifizierten Methode von
Yung-Son Hon und Mitarbeiter (1995).

Zehn mmol Nonanal wurden in einen 250 ml-Rundkolben pipettiert, in dem 25 mi
Dichlormethan und 25 ml Tetrahydrofuan (THF) vorgelegt worden sind. Nach Zugabe
von 50 mg Natriumhydrid wurde 24 Stunden bei 0 °C geruhrt. Der Ansatz ist mit 5 N
Salzsaure angesauert und zweimal mit je 25 ml Dichlormethan extrahiert worden. Die
organischen Phasen wurden dreimal mit je 30 ml destilliertem Wasser gewaschen,

uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer (40 °C) bei
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Atmospharendruck vom Ldsungsmittel befreit. Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes

erfolgte mittels Dunnschichtchromatographie (DC) und GC-MS.

Zur Isolierung der gesuchten Verbindung wurde der Rickstand mittels Saulen-
chromatographie an Kieselgel mit einer Mischung aus Pentan/Diethylether (9:1; v/v)
aufgereinigt. Die erhaltenen 25ml-Fraktionen wurden mittels GC-MS kontrolliert. Die
Fraktionen mit dem gesuchten Produkt wurden vereinigt und mittels praparativer
Dunnschichtchromatographie von Nebenprodukten befreit. Die erhaltenen Acrolein-

derivate sind mittels MS und NMR charakterisiert worden.

(E)-2-Hexyl-3-heptylacrolein

SN CHaClz. THF, NaH > z
0°C o

(E)-2-Hexyl-3-heptylacrolein

Octanal

GC-EI-MS (70 eV): m/z (%) 238 (M*, 80), 223 (4), 195 (4), 177 (4), 167 (48), 153
(40), 139 (100), 121 (14), 109 (16), 95 (92), 83 (74), 69 (62), 55 (68).

'H-NMR (CDCls, 360 MHz): § 0,86-0,89 (m, 6H), 1,25-1,51 (m, 18H), 2,23 (t, J = 7,2
Hz, 2H), 2.35 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 6,42 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 9,36 (s, 1H).

®C.NMR (CDCl;, 400 MHz): & 14,08, 22,64, 24,02, 28,69, 28,77, 28,93, 29,24,

20,27, 29,38, 29,41, 29,48, 29,68, 31,86, 143,84 (C=C), 155,36 (C=C), 195,36
(C=0).
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(E)-2-Heptyl-3-octylacrolein

0 CH,CI,, THF , NaH _ _
P N N i
0°C (6]

Nonanal (E)-2-Heptyl-3-octylacrolein

GC-EI-MS (70 eV): m/z (%) 266 (M*, 55), 209 (10), 181 (40), 167 (40), 153 (87), 135
(25), 109 (65), 97 (70), 83 (87), 67 (66), 55 (100), 41 (87).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): § 0,86-0,92 (m, 6H), 1,23-1,32 (m, 22H), 2,25 (t, J = 7,4
Hz, 2H), 2,38 (q, J = 7,4 Hz, 2H), 6,46 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 9,39 (s, 1H)

3C-NMR (CDCls, 400 MHz ): & 14,08, 22,64, 24,05, 28,71, 28,80, 28,95, 29,12,
29,15, 29,20, 29,30, 29,38, 29,41, 29,65, 31,82, 31,84, 143,89 (C=C), 155,30 (C=C),
195,33 (C=0).

(E)-2-Octyl-3-nonylacrolein

CH,Cl,, THF, NaH
W . _—
(@) - i
0°C 0
(E)-2-Octyl-3-nonylacrolein

Decanal

GC-EI-MS (70 eV): m/z (%) 294 (M*, 34), 223 (9), 195 (28), 181 (31), 167 (56), 149
(16), 123 (31), 97 (69), 83 (81), 55(100), 41 (84).

'H-NMR (CDCls, 360 MHz): § 0,86-0,90 (m, 6H), 1,26-1,51 (m, 26H), 2,20 (t, J = 7,3
Hz, 2H), 2,31 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 6,41 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 9.30 (s, 1H).

*C.NMR (CDCl;, 400 MHz): & 14.09, 22.67, 24.02, 28.68, 28.80, 28.93, 29.30,

29.38, 29.41, 29.47, 29.52, 29.54, 29.57, 29.67, 30.30, 31.88, 32.05, 143.82 (C=C),
155.40 (C=C), 195.38 (C=0).
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(E)-2-Nonyl-3-decylacrolein

o CHxCla, THF, NaH
NN > “
0°C 0
Undecanal (E)-2-Nonyl-3-decylacrolein

HRGC-EI-MS (70 eV): m/z (%) 322 (M*, 76), 237 (12), 195 (45), 181 (82), 163 (12),
137 (27), 111 (36), 95 (72), 83 (79), 67 (61), 55 (94), 43 (100).

'H-NMR (CDCl3, 360 MHz): & 0,85-0,89 (m, 6H), 1,26-1.33 (m, 30H), 2,20 (t, J = 8,1
Hz, 2H), 2,31 (q, J = 7,9 Hz, 2H), 6,41 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 9,35 (s, 1H).

3C.NMR (CDCls, 400 MHZ): 5 14,06, 22,65, 24,01, 28,63, 28,73, 28,81, 28,92,
29,29, 29,34, 29,38, 29,40, 29,44, 29,49, 29,53, 29,58, 29,67, 30,28, 31,63, 31,72,
143,82 (C=C), 155,40 (C=C), 195,38 (C=0).

(E)-2-Decyl-3-undecylacrolein

o CH20|2, THF, NaH
D 9 Y > “N
0°C ;
Dodecanal (E)-2-Decyl-3-undecylacrolein

GC-EI-MS (70 eV): m/z (%) 350 (M*, 61), 314 (7), 251 (9), 233 (15), 223 (27), 209
(36), 195 (62), 165 (16), 135 (18), 121 (30), 109 (36), 95 (70), 83 (69), 69 (60), 55
(88), 43 (100).

'H-NMR (CDCls, 360 MHz): § 0,86-0,90 (m, 6H), 1,25-1,51 (m, 34H), 2,23 (t, J = 7,3
Hz, 2H), 2,35 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 6,42 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 9,35 (s, 1H).

*C.NMR (CDCl;, 400 MHz): & 14,10, 22,67, 24,01, 28,63, 28,68, 28,77, 28,81,

28,93, 29,33, 29,38, 29,41, 29,43, 29,49, 29,52, 29,58, 29,60, 29,62, 29,67, 31,63,
31,72, 31,89, 143.82 (C=C), 155,40 (C=C), 195,38 (C=0).
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3.5.4 Inhibierungsversuche von Botrytis cinerea durch epiphylle Bakterien

Zunachst wurden die epiphyllen Bakterien gemal C-3.2 kultiviert. Malzextrakt-
Agarplatten (MEA) wurden gemaly C-3.3.2 hergestellt und 1 ml einer 0,85 %igen
Natriumchloridlésung von Botrytis cinerea Myzel gleichmalig darauf verteilt. Zwei
Locher (1 cm Durchmesser) sind in den Agarplatten mit Hilfe eines Bohrers
gestochen worden. Je 100 pl reiner Bakterienkulturldsungen (2 x 10° CFU/ml),
steriler Kulturiberstande bzw. Acetonextrakte der Kulturrickstande wurden in die
Lécher einpipettiert. Die Platten sind vorsichtig mit Parafilm verschlossen und bei
Raumtemperatur inkubiert worden. Nach sieben Tagen wurden die Durchmesser der
gebildeten Hemmhofe gemessen. Als Kontrolle wurde steriles destilliertes Wasser
verwendet.

Sterile Kulturtiberstande wurden nach Zentrifugation der Kulturlésungen (9000 rpm,
25 Minuten, 4 °C) und anschlieBendem Filtrieren des erhaltenen Uberstandes Uber
0,2 pm Sterilfilter gewonnen. Der erhaltene Ruckstand wurde einer Aceton-
behandlung unterzogen. Dazu wurde das Bakterienpellet mit 25 ml Aceton und
Glaskugelchen gemischt und am Vortexer stark geschittelt. Die Acetonlosung ist
anschlieend filtriert, am Rotationsverdampfer bis zu einem Volumen von 1 mi

reduziert und fir den Hemmtest eingesetzt worden.

3.5.5 Untersuchungen zur Wirkung fliichtiger Komponenten der Erdbeerblatter

auf Botrytis cinerea und epiphyllen Bakterien

Zur Prufung des Effekts fllichtiger Erdbeerblattinhaltsstoffe auf das Wachstum von
Botrytis cinerea und epiphyllen Bakterien wurde ein Petrischalen-Test durchgefiihrt.
MEA Medien, die mit Benzylalkohol-, Hexanal-, (E)-2-Hexenal-, (Z)-3-Hexenal-,
Nonanal-, (E)-2-Nonenal-, R,S-Linalool- und 2-Phenylethanol-Konzentrationen von 1,
10, 100 und 1000 ppm enthielten, wurden hergestellt. Die Platten sind in der Mitte mit
einem Pilzgeflecht (5-7 mm Durchmesser) bzw. 100 pl Bakteriensuspension (2 x 10°
CFU/ml), die in ein gestanztes Loch einpipettiert wurden, inokuliert worden.
Vorsichtig wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach sieben Tagen wurden die Durchmesser der gebildeten Kolonien

gemessen. Kontrollansatze erfolgten ohne den Zusatz von flichtigen Komponenten.
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3.5.6 Inhibierungsversuche von Botrytis cinerea durch epiphylle Bakterien in

Gegenwart flichtiger Verbindungen der Erdbeerblatter

Epiphylle Bakterien und Botrytis cinerea wurden in Gegenwart verschiedener
flichtiger Komponenten (Benzylalkohol, R,S-Linalool, Hexanal, (E)-2-Hexenal, (Z)-3-
Hexenal, Nonanal, (E)-2-Nonenal und 2-Phenylethanol) auf MEA Platten inokuliert.
Die Platten wurden gemaly C-3.5.4 hergestellt, jedoch mit Konzentrationen von 1, 5,
und 10 ppm der flichtigen Verbindungen. Das Pilzgeflecht und die
Bakterienkultursuspensionen wurden auf dem Agar so gelegt bzw. einpipettiert, dass
der Abstand zwischen dem Pilz und dem Loch 55 mm betrug. Die Radien der
gewachsenen Kolonien bzw. Pilzgeflechte wurden taglich gemessen. Als Kontrollen
wurden Botrytis cinerea mit 100 pl destilietem Wasser und bakterielle

Kultursuspension ohne den Pilz verwendet.
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4 Methylobacterium extorquens und Pflanzenwachstum

4.1 Sterilisieren von Samen

Die Samen wurden vor der Inokulation mit Methylobacterium extorquens ME4 mit
Natriumhypochloritidsung (NaOCI, 12 % Chlor) oberflachensterilisiert. Dazu wurden
die Samen mit einer 50 %igen verdiunnten NaOCI-Losung gemischt und 30 Minuten
langsam geschittelt. Nach dem Schutteln wurde die Sterilisationslésung entfernt und
die Samen mehrmals mit sterilem destilliertem Wasser von Chlorid-lonen
freigewaschen. Die sterilen Samen wurden anschlielend fur die Wachstums-

experimente verwendet.

4.2 Keimungsexperimente

Der Einfluss von Methylobacterium extorquens ME4 auf die Keimung der in der
Tabelle C-2 aufgelisteten Samensorten wurde untersucht. Unter sterilen
Bedingungen wurden je vier Rundfilter in Petrischalen vorgelegt und mit 4 ml
destilliertem Wasser befeuchtet. Dazu wurde 1 ml einer Methylobacterium
extorquens ME4 Kulturldsung (10° CFU/mI) gegeben und die oberflichensterilisierten
Samen auf den feuchten Papieren mit Hilfe eines feinen sterilen Spatels verteilt. Die
Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen und bei Raumtemperatur inkubiert.
Um eine Tageslange von 16 Stunden und eine Lichtversorgung von ca. 7000 Ix zu
gewahrleisten, erfolgte eine Zusatzbeleuchtung mit Natriumdampfleuchten (Philips
TLD 36W/840). Nach der Keimung der Samen und Bildung der Blatter wurden
Biomassenstudien durchgefuhrt. Dabei wurden die Keimlinge gewogen und die
Stangellange gemessen. Zum Vergleich wurden analog zu den mit Methylobacterium

extorquens ME4 infizierten Samen Kontrollexperimente ohne Bakterien durchgefuhrt.
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4.3 Extraktion und Analyse der Methylobacterium extorquens Kulturlosung

Die Kulturlésung von Methylobacterium extorquens ME4 wurde nach Zentrifugation
(4000 rpm, 25 min, 4 °C) und steriler Filtration mittels Festphasenextraktion an RP-
18-Kartuschen, die zuvor mit 5 ml Methanol und 5 ml destilliertem Wasser
konditioniert worden waren, extrahiert. Nach der Probenaufgabe, wurden die
Kartuschen mit 10 ml Methanol eluiert, welches am Rotationsverdampfer entfernt
wurde. Nach Zugabe von 1 ml sterilem destilliertem Wasser wurden Aliquote (500 ul)

in Keimungsversuchen eingesetzt.

Zur Isolierung moglicher wachstumsfordernder Verbindungen wurde die wasserige
Ldsung durch praparative HPLC (HPLC 2) fraktioniert (3 ml/Fraktion). Die erhaltenen
Fraktionen (10) wurden am Rotationsverdampfer vom FlieBmittelgemisch befreit und
die Ruckstande in sterilem destilliertem Wasser aufgenommen. Die wasserigen
Fraktionen wurden erneut mittels HPLC analysiert und fur die Keimungsversuche

verwendet.

44 Wirkung von Vitamin B, auf das Wachstum von Tabaksamen

Zur Prufung der Wirkung von Vitamin By, auf das Wachstum von keimenden
Tabaksamen, sind die Samen mit Natriumhypochloritiésung (NaOCI, 12 % Chlor)
oberflachensterilisiert worden. Nach Behandlung mit steril verdinnten Vitamin Bio-
Lésungen [0,1 bis 0,0001 % (v/v)] wurden die Samen in Petrischalen zur Keimung
gebracht (vgl. Abschnitt C-4.2). Nach der Keimung der Samen und Bildung der
Blatter wurden Biomassenstudien durchgefihrt. Dabei wurden die Keimlinge

gewogen und die Stangellange gemessen.
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4.5 Interaktion von Methylobacterium extorquens mit Erdbeerkalluskulturen

Fir die Interaktion von Methylobacterium extorquens ME4 mit sterilen
Erdbeerkalluskulturen wurde die angelegte bakterielle FlUssigkultur verwendet.
Erdbeerkalluskulturen sind von Frau Dr. Gresser, Institut fir pharmazeutische
Biologie der Universitat Wirzburg, angezogen worden. Erdbeerkalluskulturen wurden
mit Methylobacterium extorquens (10° CFU/ml) in Petrischalen inokuliert und
anschlielend mit Parafilm verschlossen. Als Kontrolle diente eine Kalluskultur ohne
Kontamination mit Methylobacterium extorquens. Nach 14 Tagen wurden die
Kalluskulturen mittels eines Ultra-Turrax mit 30 ml destilliertem Wasser
homogenisiert. Nach Zentrifugation des Homogenats (9000 rpm, 20 min., 4 °C)
wurde der wasserige Uberstand dreimal mit 20 ml Diethylether extrahiert, die
organischen Phasen vereinigt, iber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und an einer Vigreux-
Kolonne (40 °C) bis zu einem Volumen von 0,1 ml reduziert. Die |dentifizierung der
gebildeten Produkte erfolgte mittels GC-MS.
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5 Analytik von Methanol bei der Keimung

5.1 Bestimmung von Methanol mittels Protonen-Transfer-Reaktions-Massen-
Spektrometrie (PTR-MS)

Die mit Methylobacterium extorquens ME4 (10° CFU/ml) inokulierten Tabaksamen
(75 - 100 Stucke) wurden gemal C-4.2 in Wageglasern mit Deckeln zur Keimung
gebracht. Jeder Wageglasdeckel wurde mit zwei Gewindeanschlissen versehen, die
mit einem Septum verschlossen wurden. Nach sieben Tagen sind die Wageglaser
mit gekeimten Tabaksamen direkt an ein PTR-Massenspektrometer angeschlossen
worden. Hierzu wurde mit einer Nadel das Septum durchstochen und der Kopfraum
des Wageglases uber einen PTFE-Schlauch mit dem Einlassventil des PTR-MS
verbunden. Somit konnte das bei der Keimung freigesetzte Gasgemisch direkt in den
Analysenraum des Gerates gezogen und analysiert werden. Der Druckausgleich
wurde mit einer Nadel im gegenuberliegenden Septum erreicht. Auch bei langerer

Messzeit (20 Minuten) wurden konstante Konzentrationen im Kopfraum gemessen.

5.2 Nachweis von Methanol bei der Keimung mit Hilfe des Hefestammes

Pichia pastoris als Biosensor
5.2.1 Wachstumsbedingungen und Induktion des Proteins

Pichia pastoris Stamme pPKHS und pPCHIS/GFP (Boettner et al., 2002) von frisch
angewachsenen Platten wurden mit Hilfe einer Impfése in 10 ml YPD Medium
eingebracht und fur 48 Stunden inkubiert (180 rpm, 30 °C).

Um die Proteinexpression zu induzieren, wurden die durch Zentrifugation (4000 rpm,
20 min, 4 °C) erhaltenen Pellets vom YPD Medium in 10 ml YP (YPD ohne Glukose)
suspendiert und mit 1,0 %igem Methanol als Kohlenstoffquelle weiter inkubiert (180
rom, 30 °C). Die Proteinexpression wurde anschlieBend mit Hilfe des im C-2.6.3
beschriebenen konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops Leica TCS SP2 (Leica
Microsystems, Heidelberg) am Lehrstuhl flr Ernahrungsphysiologie der Technischen

Universitat Munchen kontrolliert.
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5.2.2 Keimungsexperimente von Tabaksamen mit Pichia pastoris Zellen und

mikroskopische Untersuchung der Blatter

Die Zellen der im C-5.2.1 eingesetzten Hefestdmme wurden nach Ablauf der
Inkubationszeit durch Zentrifugation (4000 rpm, 20 min, 4 °C) geerntet. Nach
dreimaligem Waschen mit sterilem Wasser wurden die Zellen in YP Medium (YPD
ohne Glukose) suspendiert. Die Suspensionen wurden fur die anschlieRenden
Keimungsexperimente eingesetzt. Hierfir wurden oberflachensterilisierte Tabak-
samen verwendet, mit den Hefezellensuspensionen inokuliert und gemal C-4.2
weiter behandelt. Nach der Samenkeimung wurden die Blatter hinsichtlich der GFP
Fluoreszenz in Pichia pastoris Zellen mit einem Laser-Scanning-Mikroskop

untersucht.
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D ZUSAMMENFASSUNG

Blatt- und Fruchtoberflachen von unter natlrlichen Bedingungen wachsenden
Pflanzen sind immer von einer mikrobiellen Flora besiedelt. Diese Oberflachen
stellen fur Mikroorganismen ein attraktives Mikrohabitat dar. Im Zuge einer
gemeinsamen Co-Evolution entstehen ausgepragte biochemische und molekulare
Wechselbeziehungen, die Gegenstand der durchgeflhrten Untersuchungen waren.
Der Schwerpunkt der Arbeiten lag dabei auf dem Nutzen der nicht-pathogenen
Mikroorganismen fir die Wirtspflanzen. Hierbei wurden zunachst epiphylle
Mikroorganismen aus ihren Habitaten isoliert und identifiziert. Anhand biochemischer
Eigenschaften und der 16S rDNA-Analyse konnten elf epiphylle Bakterienstamme
charakterisiert werden, wobei die meisten Bakterien der Gattung Pseudomonas
angehorten. Diese isolierten Bakterien wurden in anschlieRenden Versuchen zur

Interaktion von epiphyllen Bakterien mit Blattoberflachen eingesetzt.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen an Erdbeerblattern mit
besonderem Augenmerk auf die Blattmorphologie und den fliichtigen Inhaltsstoffen
durchgefuhrt. Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben, dass
nur Drusenhaare mit einzelligen Kopfchen sog. ,capitate glands® neben langen
Trichomen auf  den Oberflachen  der  Erdbeerblattern  vorkommen.
Lichtmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass epiphylle Mikroorganismen bevorzugt
auf den Drlusenhaaren anzutreffen sind. MengenmaRig gehoren R,S-Linalool,
Nonanal, (Z)-3-Hexenol, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol zu den wichtigsten
flichtigen Verbindungen der Erdbeerblattoberflachen, wobei R,S-Linalool und

Nonanal in den Drisenhaaren enthalten sind.

Obwohl die isolierten epiphyllen Bakterien die Erdbeerblattkomponenten R,S-
Linalool, Nonanal, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol nicht als alleinige
Kohlenstoffquelle verwerten konnten, waren sie jedoch in der Lage einige dieser
Komponenten zu metabolisieren. Mit Ausnahme von R,S-Linalool wurden die
entsprechenden Sauren als Hauptmetabolite gebildet. Bei der Biotransformation von

Nonanal und weiteren aliphatischen Aldehyden (Cg, C10-C12) durch den
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Bakterienstamm Bacillus megaterium konnte zum ersten Mal die mikrobielle Bildung

von Aldolkondensationsprodukten nachgewiesen werden.

Versuche mit dem pflanzenpathogenen Pilz Botrytis cinerea, der von Erdbeer-
blattoberflachen isoliert wurde, zeigten, dass die epiphyllen Bakterien und der Pilz
um die Nahrstoffe auf der Blattoberflache konkurrieren, wobei die Epiphyllen
aufgrund ihres schnellen Wachstums die Vermehrung des Pilzes unterdricken.
Zudem konnte durch Inhibierungsexperimente die Sensibilitat der Bakterien und des
Pilzes gegenulber den flichtigen Komponenten der Blatter demonstriert werden. Bei
den Versuchen mit R,S-Linalool, Nonanal, Benzylalkohol und 2-Phenylethanol zeigte
sich, dass das Wachstum von Botrytis cinerea bereits bei Konzentrationen gehemmt
wurde, die um eine Zehnerpotenz niedriger lagen, als die Gehalte bei denen die
Epiphyllen geschadigt wurden. Diese Ergebnisse lieRen vermuten, dass der
Nahrungsentzug durch epiphylle Bakterien und die Wirkung von flichtigen
Komponenten einen additiven Inhibierungseffekt auf das Wachstum des Pilzes
Botrytis cinerea ausubten. Co-Kultivierungsexperimente, bei denen epiphylle
Bakterien zusammen mit Botrytis cinerea auf einer Malzextrakt-Agar-Platte in
Gegenwart verschiedener flichtiger Pflanzenmetabolite inkubiert wurden, bestatigten
diese Hypothese. Die Untersuchungen lieferten somit wichtige Hinweise zur Funktion
epiphyller Bakterien und zeigten erstmals die modulierende Wirkung fllchtiger
Blattinhaltsstoffe auf den Antagonismus zwischen epiphyllen Bakterien und Botrytis
cinerea. Des Weiteren wurden Untersuchungen zur Wirkung von Methylobacterium
extorquens, epiphylle Bakterien die Methanol als alleinige Kohlenstoff- und
Energiequelle nutzen koénnen, auf die Keimung verschiedener Samenarten
durchgefuhrt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen hinsichtlich der
Wirkung von Methylobacterium extorquens auf das Wachstum von Keimpflanzen
zeigten, dass diese Bakterien offensichtlich das Wachstum bestimmter Pflanzen
beeinflussen konnten. Eine signifikante Erhdhung der Biomasse bei Tabak-, Senf-,
Tomaten-, Mohren- und Erdbeerkeimlingen wurde festgestellt. Vorlaufige
Fraktionierungsversuche deuten auf die Produktion einer wachstumsfordernden

Substanz durch das Bakterium Methylobacterium extorquens hin.

103



Zusammenfassung

Fir die Bestimmung von Methanol aus keimenden Pflanzen erlaubte die Protonen-
Transfer-Reaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS) Technik eine nachweisstarke
Bestimmung von Methanol in der Gasphase. Hiermit konnten gasformige Methanol-
konzentrationen reproduzierbar und zuverlassig im ppbv-Bereich gemessen werden.
In der Gasphase von Tabakkeimlingen, die mit Methylobacterium extorquens infiziert
waren, wurden signifikant geringere Methanolkonzentrationen nachgewiesen als bei
mikroorganismenfreien Tabakpflanzen. Diese Beobachtung liel3 den Schluf3 zu, dass
Methylobacterium extorquens gasformiges Methanol zu seinem Wachstum nutzen
kann. Zusatzlich wurde mit Hilfe von Pichia pastoris Zellen, die Konstrukte enthielten,
welche GFP unter der Kontrolle eines methanolsensitiven Promotors exprimierten,

erstmals die Spaltoffnungen als Emissionsorte des Methanols identifiziert.

In dieser Arbeit konnten somit wichtige neue Erkenntnisse zur Interaktion epiphyller

Mikroorganismen mit pflanzlichen Geweben erzielt werden.
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E SUMMARY

Leaf and fruit surfaces of plants grown under natural conditions are always colonized
with a microbial flora. These surfaces represent attractive microhabitats for
microorganisms. In the course of a common co-evolution, distinct biochemical and
molecular interactions have arisen, which are the object of the conducted studies.
The main focus of this work was to determine the interaction between the non-
pathogenic microorganisms and the host plants. To this end, epiphyllic
microorganisms were first isolated from their habitats and identified. On the basis of
biochemical properties and the 16S rDNA-analysis eleven epiphyllic bacteria were
characterized, nearly all of which belong to the genus Pseudomonas. These isolated
bacteria were used in subsequent experiments of the interactions of epiphyllic

bacteria with leaf surfaces.

In the first step of the work experiments on strawberry leaves were carried out paying
particular attention to the leaf morphology and the plant volatile compounds.
Scanning electron microscopic investigations demonstrated that only capitate
glandular trichomes with a one- or two-celled head occur along with long trichomes
on the strawberry leaf surfaces. Microorganisms were shown by light microscopy to
be concentrated preferentially on the glandular trichomes. R,S-linalool, nonanal, (Z)-
3-hexenol, benzyl alcohol, and 2-phenylethanol are the major native volatiles
released by strawberry leaf surfaces, whereas R,S-linalool and nonanal are

contained in capitate glands.

Although the isolated epiphyllic bacteria could not use R,S-linalool, nonanal, benzyl
alcohol, and 2-phenylethanol as sole carbon sources, some isolates were able to
metabolize a variety of the plant products. Except for R,S-linalool, the corresponding
acids were found as major metabolites from the biotransformation experiments.
During the biotransformation of nonanal and a series of aliphatic aldehydes (Cg, C1o-
C12) by the bacterial strain Bacillus megaterium, the aldol condensation products

were detected for the first time as biotransformation products.
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Experiments with the plant pathogenic fungus Botrytis cinerea, which was isolated
from strawberry leaf surfaces, showed that the epiphyllic bacteria and the fungus
compete for nutrients on the leaf surfaces, whereas the epiphyllic bacteria due to
their rapid growth inhibit the propagation of the fungus. In addition inhibition
experiments demonstrated the sensibility of non-pathogenic bacteria and a
pathogenic fungus in the presence of volatle compounds of plant leaves.
Investigations with R,S-linalool, nonanal, benzyl alcohol, and 2-phenylethanol have
shown that the volatiles have a stronger inhibitory effect on Botrytis cinerea strain
than on the epiphyllic bacteria. These results suggested that the depletion of
nutrients by the epiphyllic bacteria and the impact of the plant volatiles on the
pathogenic fungus resulted in an additive inhibitory effect on the proliferation of the
fungus Boftrytis cinerea. Dual culture experiments which were conducted in vitro on
malt extract agar plates to evaluate the potential combined biological effect of
epiphytic bacteria and plant volatiles on the pathogenic fungus Botrytis cinerea
confirmed this assumption. Thus, the investigations provided important clues for the
function of epiphyllic bacteria and showed for the first time the modulate effect of
volatile compounds of leaves on the antagonism between epiphyllic bacteria and
Botrytis cinerea. In addition, studies were undertaken to investigate the effect of the
methylotrophic bacteria Methylobacterium extorquens, which are capable of growth
on methanol as a source of carbon and energy, on the germination of different seed
species. The results of the investigations showed that epiphyllic bacteria of the genus
Methylobacterium extorquens significantly affect the growth of certain plants. A
significant increase of the biomasses of tobacco, mustard, tomato, carrot and
strawberry seedlings was found Preliminary tests indicate that Methylobacterium

extorquens produce a substance that stimulates the growth of plants.

Measurements of methanol released from germinated plants in the atmosphere were
carried out using the proton-transfer-reaction mass spectrometry (PTR-MS)
technique. With this technique, the measured concentrations of gaseous methanol
were reproduceable at ppbv ranges. In the gas phase of tobacco seedlings, which
were contaminated with Methylobacterium extorquens ME4, methanol concentrations
were significantly lower than those released from microorganism-free tobacco plants.
This observation shows that Methylobacterium extorquens can use gaseous

methanol as a source of carbon and energy. Additionally, stomata were identified for
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the first time as the locations of emission of methanol, using cells of the
methylotrophic yeast Pichia pastoris containing a methanol sensitive promoter and
the reporter gene GFP. The gene is expressed under the control of the promoter,

which is tightly regulated and induced by methanol.

In this work, new insights in the interaction between epiphytic microorganisms and

plant tissues have been achieved.
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F ANHANG

1 Partielle 16S rRNA Sequenzen der Methylotrophen

1.1 Partielle 16S rRNA Sequenz von Methylobacterium extorquens ME1 (516 bp)

1 TGCAAGTCGAGCGGGCATCTTCGGATGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAAC
51 ACGTGGGAACGTACCCTTCGGTTCGGAATAACGCTGGGAAACTAGCGCTA
101 ATACCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTTACTGCCGAAGATCGGCCCG
151 CGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAG
201 TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
251 GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCT
301 GATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCT
351 TTTGTCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACT
401 TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATC
451 ACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCATTCAAGTCGGGGGGTGAAGCC
501 TGTGGCTCAACCACAGGAAT

1.2  Partielle 16S rRNA Sequenz von Methylobacterium extorquens ME2 (518 bp)

1 AAGTCGAGCGGGCATCTTCGGATGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACACG
51 TGGGAACGTACCCTTCGGTTCGGAATAACGCTGGGAAACTAGCGCTAATA
101 CCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTTACTGCCGAAGATCGGCCCGCGT
151 CTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAG
201 CTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
251 TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCTGNA
301 TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTT
351 TGTCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGATTAATGTCCCGGCTAACTT
401 CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCA
451 CTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCATTCAAGTCGGGGGTGAAAGCCT
501 GTGGCTCAACCACAGGA

1.3  Partielle 16S rRNA Sequenz von Methylobacterium extorquens ME3 (578 bp)

1 CGGGCACTTCGGGTGTCAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGT
51 ACCCTTCGGTTCGGAATAACTCAGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATACG
101 CCCTTTTGGGGAAAGGTTTACTGCCGAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGC
151 TTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
201 GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
251 AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCTGATCCAGCCATG
301 CCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGNGAC
351 GATAATGACGGTACCGTAAGAATAAGCCCCNNCTAACTTCGTGCCAGCAG
401 CCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAA
451 GGGCGCGTAGGCGGCCGATTAAGTCGGGGGTGAAAGCCTGTGGCTCAACC
501 ACAGAATTGCCTTCGATACTGGTTGGCTTGAGACCGGAAGAGGACAGCGG
551 AACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTA
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1.4

51

101
151
201
251
301
351
401

Partielle 16S rRNA Sequenz von Methylobacterium extorquens ME4 (424 bp)

GGGCACTTTGGGTGTCAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTA
CCCTTCGGTTCGGAATAACTYAGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATACGC
CCTTTTGGGGAAAGGTTTACTGCCGAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCT
TTTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAG
AGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTTGACAATGGGCGCAAGCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGAGTGATGAAGNCCTTAGGNTTNTAAAGCTCTTTTNTCCCCGACG
ATAATGACGNTACCTAATAATAAGCCCCTTCTAACTTCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCG
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2 Posterbeitrage und Vortrage

21 Posterbeitrage

Abanda-Nkpwatt, D.; Krimm, U.; Schreiber, L.; Schwab, W.

Fluchtige Pflanzenmetabolite verstarken die antagonistische Wirkung epiphyller
Bakterien gegenltber dem phytopathogenen Pilz Boftrytis cinerea.

Regionaltagung Bayern + Sud-West der Lebensmittelchemischen Gesellschaft,
Universitat Wurzburg, 08.-09.03.2004

Abanda-Nkpwatt, D.; Krimm, U.; Schreiber L.; Schwab, W.
Interaktion von Methylobacterium sp. mit pflanzlichen Geweben
Sonderforschungsbereich 567, Universitat Wurzburg, 18.03.2003

Krimm, U.; Abanda-Nkpwatt; D., Schwab, W.; Schreiber, L.

Interactions between epiphytic bacteria and leaf surfaces of strawberry (Fragaria
ananassa)

Sonderforschungsbereich 567, First Symposium, Retzbach, 4.— 6.12.2002.

2.2 Vortrag
Abanda-Nkpwatt, D.; Schwab, W.

Interaction between epiphyllic microorganisms and plant tissues
Sonderforschungsbereich 567, First Symposium, Retzbach, 4.— 6.12.2002
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3 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

) chemische Verschiebung

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

Abb. Abbildung

AO Alkoholoxidase

B. c. Botrytis cinerea

BOS Blattoberseite

BUS Blattunterseite

bzw. beziehungsweise

C Kohlenstoff

CFU Koloniebildende Einheit (Colony Forming Unit)
cm Zentimeter

cm?® Kubikzentimeter

d Dublett

d.h. das heil3t

DC Dunnschichtchromatographie
DDDP 3,5-Diacetyl-1,4-dihydro-2,6-dimethylpyridin
ds Filmdicke

DNA Desoxyribonukleinsaure

El ElektronenstoRionisierung
FID Flammenionisationsdetektor

Fluoral-P 4-Amino-3-penten-2-on

g Gramm

GC Gaschromatographie

GFP grun fluoreszierendes Protein

h Stunde

hPa Hektopascal

HPLC Hochleistungsfllssigkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatography)

HRGC Kapillargaschromatographie (High Resolution Gas Chromatography)

Hz Hertz
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Kap.
kg
KOH
Konz.
kV

LB

m/z
MDGC
MEA
MeOH
mg
min

mi

mm
mM
mPa
MS

N2
NaH
NaOCI
nm
NMR

PCR
PME
ppb
ppbv
PPFM

ppm
PTR

Isolat 3

Kapitel

Kilogramm

Kalilauge
Konzentration

Kilovolt

Liter

Luria-Bertani

Molar

Multiplett
Massen-Ladungsverhaltnis
Multidimensionale Gaschromatographie
Maltextrakt-Agar
Methanol

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Millipascal
Massenspektrometrie
Stickstoff
Natriumhydrid
Natriumhypochlorit

Nanometer

Kernmagnetische Resonanz (Nuclear Magnetic Resonance)

Druck

Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

Pektinmethylesterase

Anteile pro Milliarde (parts per billion)

Anteile pro Milliarde per Volumen (parts per billion by volume)

Pink Pigmented Facultative Methylotrophs

Anteile pro Million (parts per million)

Protonen-Transfer-Reaktion
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q Quartett

rDNA Ribosomale Desoxyribonukleinsaure
REM Rasterelektronenmikroskop

rpm Umdrehungen pro Minute

rRNA Ribosomale Ribonukleinsaure

] Singulett

sccm standard cubic centimeters per minute
sec. Sekunde

SEV Sekundarelektronenvervielfacher
s0g. SO genannte

t Triplett

Tab. Tabelle

tg Teragramm (1tg = 10" g)

THF Tetrahydrofuran

TMS Trimethylsilan

u Atomare Masseneinheit

u.a. unter anderem

uv Ultraviolett

\Y Volt

var Varietat, Sorte

A% Volumen/Volumen

VOC Volatile Organic Compound

z.B. zum Beispiel
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