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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

11  Boden als Lebensraum fiir Mikroorganismen

Boden stellen nach Definition den oberen, lockeren, pordsen Teil der festen Erdrinde dar. Als
offene Systeme von spezifischer Struktur und Funktion stehen Boden im intensiven Stoff-
und Energieaustausch mit angrenzenden Systemen (Hydro-, Litho, - Bio- und Atmosphaére)
(SCHINNER & SONNLEITNER, 1996).

Sie bestehen aus festen, fliissigen und gasformigen, anorganischen, organischen, lebenden
und toten Bestandteilen von unterschiedlicher Grofse und Qualitat.

Boden sind Lebensraum fiir Bakterien, Pilze, Schleimpilze, Viren, Algen, Protozoen und
Nematoden. Flechten, welche als Bodenbesiedler ebenfalls gefunden werden, stellen
Lebensgemeinschaften zwischen  Pilzen und Algen beziehungsweise Pilzen und
Cyanobakterien dar. Die genannten Organismen werden als ,,Bodenleben” oder Edaphon
definiert.

Hiervon ausgeschlossen werden im Boden wurzelnde Pflanzen, welche dennoch einen
wesentlichen Einfluss auf das Edaphon nehmen. Die Bodenfruchtbarkeit und der damit
einhergehenden Eignung als Pflanzenstandort wird weitgehend durch die Aktivitat der
Bodenorganismen bestimmt (SCHINNER & SONNLEITNER, 1996).

Nach heutigem Stand der Wissenschaft sind Bodenbakterien die zahlenmafsig am starksten

vertretene Gruppe der Bodenorganismen. Schidtzungen zufolge ist von den natiirlich
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vorkommenden Bakterien lediglich 1 % bis 10 % mit Hilfe konventioneller Medien im Labor
kultivierbar. Ferner wird davon ausgegangen, dass weniger als 0,1 % der im Boden
vorkommenden Bakterienarten bekannt sind. Literaturangaben zur Zahl der pro Gramm
Boden nachgewiesenen Bakterien liegen zwischen 107 und 10° (ohne Actinobakterien). Fiir
die Bakteriengruppe der Actinobakterien werden Populationen von 10° bis 10® angenommen
(TORSVIK et al., 1990).

Standortfaktoren wie Feuchte, Beliiftung, Temperatur, Textur, Verfligbarkeit von
organischer Substanz, Basensattigung, Bodenreaktion sowie das Angebot an anorganischen
Nahrstoffen steuern die Qualitdt und Quantitdt der auftretenden Bodenbakterien.

Neben den beschriebenen Standortfaktoren sind das Auftreten sowie die Verteilung von
Bodenbakterien auf landwirtschaftlichen Nutzflichen zudem stark von der
Bodenbearbeitung beeinflusst:

Auf unbearbeiteten mineralischen Boden der gemafligten Klimazone werden Bakterien fast
ausschliefilich im oberen Meter, meist sogar nur in den oberen Zentimetern nachgewiesen.
Landwirtschaftlich bearbeitete Boden hingegen weisen eine weniger stark ausgepragte
Schichtung der Organismen im Profil auf. Haufig kommt es hier zu einer gleichmafligeren
Verteilung der Bakterien auch bis in untere Bodenschichten (SCHINNER & SONNLEITNER,
1996). Aufgrund der durch die Bodenbearbeitung veranderten Standortfaktoren, speziell
Temperatur, Feuchtigkeit sowie Beliiftung, bilden Bodenbakterien unter diesen Bedingungen
Ruhestadien wie beispielsweise Sporen oder Zysten aus, was sie zur langfristigen

Uberdauerung befahigt.

12 Actinobakterien im Okosystem Boden

Die Actinobakterien reprédsentieren eine wichtige im Boden auftretende Gattung von
Bodenbakterien (SCHINNER & SONNLEITNER, 1996). Mehr als 500 verschiedene Arten wurden
bislang beschrieben. Actinobakterien sind saprophytisch lebende Organismen, welche den
Grofsteil ihres Lebenszykluses als halbruhende Spore verbringen (MAYFIELD et al. 1972).

Zu den Actinobakterien zdhlen im engeren Sinne Bakterien, welche ein mycelartiges
Wachstum aufweisen. Im weiteren Sinne schliefsen Actinobakterien auch Bakterien ein,

welche kein myecelartiges Wachstum aufweisen. Diese gehoren meist zur Gruppe
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grampositiver ~Aerobier. Actinobakterien sind zudem durch eine Reihe von
Ubergangsformen mit den coryneformen Bakterien sowie den Mykobakterien verbunden.
Im Boden verbreitet auftretende Actinobakterien gehoren den Gattungen Streptomyces,
Micromonospora, Microbispora, ~Streptosporangium, Thermoactinomyces und Nocardia an.
Allgemein sind Actinobakterien fiir den komplexen Abbau organischer Substrate,
einschliefslich Cellulose, Chitin sowie anderer schwer zersetzbarer Stoffe im Boden, von
grofler Bedeutung. Hierbei spielen in erster Linie die Gattungen Arthrobacter und
Cellulomonas eine entscheidende Rolle.

Neben dem Abbau komplexer organischer Substanzen zeichnen sich Actinobakterien durch
diverse symbiontische bzw. parasitdre Lebensweisen aus: So bildet die Gattung Frankia mit
extremophilen Baumen und Strauchern durch Stickstofffixierung eine Symbiose (SCHINNER
& SONNLEITNER, 1996). Dem entgegengesetzt liegen bei der Gattung Streptomyces mehrere
Berichte zu parasitarer sowie phytopathologischer Lebensweise vor (GOYER et al. 1998;
Secondary metabolites in soil, capt. 6). Hintergrund sowohl bei symbiontischer als auch
parasitdrer Lebensweise ist die Bildung diverser, haufig antibiotisch aktiver

Sekundarmetaboliten.

1.3  Actinomyceten oder Actinobakterien?

1.3.1 Taxonomie

Die Klassifizierung dieser Bakterien war iiber eine lange Zeit hinweg uneinheitlich und ist
bis heute umstritten (WARNECKE, 2005). Hierzu zahlt auch eine von STACKEBRAND et al.
(1997) verfasste Definition der taxonomischen Einheit der Klasse der Actinobacteria. Zuvor
wurde — und wird teilweise noch heute — diese Gruppe synonym als Actinomyceten
bezeichnet. Der Name Actinomyceten beruht auf den griechischen Bezeichnungen aktis
(Strahl) und mykes (Pilz) und bedeutet somit ,Strahlenpilz’ (SCHEELE & BOSS, 1999).
Hintergrund hierbei sind die morphologischen Eigenschaften der Kolonien -einiger

Gattungen der Actinobakterien.
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Die Actinobakterien stellen im Bezug auf ihre Morphologie und Physiologie eine duflerst
vielseitige Gruppe von Prokaryonten dar. In der Vergangenheit war die Klassifizierung
dieser Mikroorganismen hochst uneinheitlich. Sogar bis heute konnte man sich final nicht
auf eine einheitliche Bezeichnung (Actinobakterien oder Actinomyceten) einigen, wodurch
beide Begriffe, auch in aktueller Literatur vertreten sind.

Im Jahr 1997 wurde von STACKEBRANDT die taxonomische Klasse der Actinobakterien
eingefithrt und anhand molekulargenetischer Untersuchungen belegt. Hintergrund der
Bezeichnung Actinobakterien sind die morphologischen Eigenschaften einiger Gattungen
innerhalb dieser Klasse: so wachsen beispielsweise einige Streptomyceten in pilzdhnlichen
Strahlen nach aufien und wurden somit irrtiimlich als ,Strahlenpilze’ bezeichnet.
Actinobakterien weisen jedoch die fiir Prokaryoten typischen Ribosomen und somit auch
eine 16S ribosomale RNA auf (STACKEBRANDT et al., 1997). Ferner sind Actinobakterien
haufig sensitiv gegeniiber Antibiotika, welche den prokaryotischen Stoffwechsel angreifen
und weisen auflerdem eine Resistenz gegentiiber antifungalen Substanzen auf. Weiterhin
verfligen einige Actinobakterien iiber einen chemoautotrophen Metabolismus, welcher bei

Pilzen nicht vorkommt (LECHEVALIE & LECHEVALIER, 1967).

1.3.2 Morphologie

Wie bereits beschrieben, beruhte die Bezeichnung Strahlenpilz auf morphologischen
Untersuchungen bei den Gattungen Streptomyces- und Micromonospora. Beide bilden
verzweigte Hyphen, aus denen ein pilzdhnliches Mycelium auf der Substratoberfliche
entsteht. Zusidtzlich bilden einige Spezies Sporen, welche aus der Differenzierung der
terminalen Hyphenzellen entstehen. Ferner wird bei einigen Arten neben dem beschriebenen
Substratmycelium ein Luftmycelium (Pseudomycel) gebildet, welches die Sporen tragt und
hierdurch fiir eine verbesserte Verbreitung sorgt.

Neben der Darstellung des Mycels unterscheiden sich einige Arten zusétzlich in der Struktur
der Sporentrager, was auflerdem als morphologisches Merkmal bei der Identifikation dienen
kann (PARENTI & CORNELLIL, 1979). Sporen von Actinobakterien sind extrem trockenresistent,
verfiigen aber {iber eine sehr niedrige Warmetoleranz (MCBRIDE et al., 1987). Die Bildung

von Sporen erfolgt in erster Linie zur Uberdauerung ungiinstiger Umwelteinfliisse. Ferner
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wird aber auch {iber eine verbesserte Verbreitung des Bakteriums spekuliert (KRSEK et al.,
2000). Ebenfalls zur verbesserten Verbreitung dienen die hierzu ausgebildeten Geifieln bzw.
die Ausbildung einer hydrophoben Hiille, welche das Anheften und den Transport durch
GliederfiiSller im Boden erleichtert. Der Aufbau der Zellwand entspricht dem eines
grampositiven Prokaryoten (SINGLETON UND SAINSBURY, 2001) und lasst sich teilweise auch
zur chemotaxischen Klassifizierung heranziehen. So unterscheiden sich grampositive
Bakterien beispielsweise in der quantitativen und qualitativen Zusammensetzung der
Zellwand (CUMMINS & HARRIS, 1956). Ferner findet man bei verschiedenen Actinobakterien
Unterschiede bei ihren Peptidoglucanen, nicht nur im Bezug auf die Detektierbarkeit

bestimmter Aminosaduren, sondern auch bei der Art der verkniipften Zuckermolekiile.

1.3.3 Molekulare Phylogenie

Ein wichtiges Merkmal zur Differenzierung grampositiver Bakterien ist der molare Anteil
der Basen Guanin (G) und Cytosin (C) in ihrer genomischen DNA. Man unterscheidet
hierbei in Gruppen mit niedrigem- und hohem GC-Gehalt, wobei Actinobakterien
ausnahmslos zur Gruppe mit hohem GC-Gehalt gezdhlt werden. Die Bestimmung des
Guanin- und Cytosingehaltes in der DNA erfolgt experimentell durch thermale
Denaturierung im Casiumchlorid-Gradienten (SCHLEIFER & STACKEBRAND, 1983). Der GC-
Gehalt bei Actinobakterien liegt danach zwischen 50 % und 78 % (STRACKEBRAND et al.,
1997).

Die molekulargenetische Unterscheidung der Actinobakterien wurde zundchst durch
Katalogisierung von ribosomalen RNA-Fragmenten durchgefiihrt (STACKEBRAND & WOESE,
1981). Hierzu wurde die 16S rRNA mittels Guanin-spezifischer Ribonuclease T1 verdaut, die
entstandenen Fragmente getrennt und sequenziert. Anhand dieser Methode war es nun
moglich, Actinobakterien in ein phylogenetisches System einzuordnen. Diese bestétigte die
nahe Verwandtschaft grampositiver Bakterien sowie eine Aufspaltung in GC-reiche bzw. GC
arme Linien. Durch die heutige Technologie auf dem Gebiet der Sequenzierung ist es
nunmehr moglich anhand der gesamten 16S rRNA die Bestimmung der

Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Bakterien heranzuziehen. Hieraus ergab sich
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1997 eine neue Einheit der Klasse der Actinobakterien ein sowie daraus resultierend ein

neues Klassifikationssystem (STACKEBRAND et al., 1997).

14  Sekundidrmetaboliten aus Streptomyces sp. in biologischer

Interaktion

Im Okosystem Boden ist die Gattung Streptomyces spp. allgegenwirtig — insgesamt wurden
bis heute als 500 verschiedene Spezies beschrieben. Streptomyceten gelten als saprophytisch
lebende Organismen, welche den Grofiteil ihres Lebenszyklus als Dauerspore verbringen
(MAYFIELD et al. 1972). Im Laufe ihres Lebenszyklus beginnen die Sporen zu keimen und
bilden ein sogenanntes Substratmycel. Ferner verwendet Streptomyces extrazelluldre
hydrolytische Enzyme, um organische Komponenten aufzuschliefSen und anschlieflend zu
verstoffwechseln.

Streptomyceten sind neben ihrer ,einfachen’ Lebensweise speziell fiir ihre Fahigkeit bekannt,
ein grofies Spektrum an Sekundarmetaboliten zu synthetisieren. (GOODFELLOW & WILLIAMS,
1983; BERDY, 2005). Die Biosynthese dieser Substanzen wird haufig durch Umwelteinfliisse
sowie durch physiologische Signale beeinflusst. Diese wiederum l6sen, speziell gegen Ende
der Wachstumsphase sowie zu Beginn der Sporulation, bei Streptomyceten vielfach die
Entwicklung eines Luftmycels aus. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Produktion
von Sekunddrmetaboliten und der Verfiigbarkeit von Nahrstoffen, im Speziellen von
Phosphat, konnte von BIBB (2005) nachgewiesen werden.

BERDY (1974) fiihrte in diesem Zusammenhang die erste Nomenklatur zur Struktur-
Wirkungsbeziehung antibiotischer Substanzen ein. SANGLIER et al. (1996) erkannten, dass
sowohl hoch- als auch niedermolekulare Metaboliten aus 63 unterschiedlichen chemischen
Klassen durch Streptomyces synthetisiert werden. Hierunter finden sich unter anderem
Grundstrukturen, welche bisher bei keiner anderen Art gefunden wurden bzw. welche nicht
einfach chemisch zu synthetisieren sind. Bis Mitte der 90er Jahre stieg die Zahl neuartiger
Sekundadrmetaboliten kontinuierlich, doch wurden seither nur noch wenige neue

Stoffgruppen dargestellt (BERDY, 2005).
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Neben einer antibiotischen Wirkung zeigen Sekundarmetaboliten aus Streptomyces zudem
diverse andere biologische Aktivititen. Hierbei lassen sich diese in vier Kategorien
unterteilen:
e antagonistisch wirksame Substanzen inklusive Antibiotika sowie Stoffe mit
antifungischer, antiprotozoischer und antiviraler Wirkung
e pharmazeutische Substanzen inklusive Antitumorpraparate, Immunmodulatoren,
neurologisch aktiver Substanzen sowie Enzyminhibitoren
e Pflanzenschutzmittel, inklusive Insektizide, Fungizide und Herbizide
e Substanzen mit regulatorischer Aktivitit wie beispielsweise siderophore Stoffe und
Wachstumsregulatoren
Um das weitere Feld von Bioaktivititen, teilweise gepaart mit Kreuzaktivititen zu
ergriinden, wurden in den letzten Jahren verstarkt pharmazeutische und agrarbiologische
Assays mit antibakteriellen Tests kombiniert. Diese fithrten neben neuen therapeutischen
und agrarwissenschaftlichen Ansdtzen auch zu im Vorfeld unbekannten biologischen
Aktivitaten der Sekundarmetaboliten (SANGLIER et al., 1996; BERDY, 1995, 2005).
In den nédchsten Jahren wird daher speziell dem Feld der Bioregulation von

Sekundarmetaboliten im natiirlichen Habitat eine immer grofsere Rolle zufallen.

Neben der unumstrittenen Bedeutung biologisch aktiver Substanzen im natiirlichen Habitat
leisten Naturstoffe auch auf der Grundlage der traditionellen als auch der modernen
Medizin einen entscheidenden Beitrag bei der Gesundheitsvorsorge (GURIP-FAKIM, 2006;
DEMAIN & SANCHEZ, 2009). Hierbei ist die Bedeutung von Naturstoffen fiir therapeutische
Anwendungen gut dokumentiert. Alleine bei neuartigen Arzneimitteln welche zwischen den
Jahren 1981 und 2007 zugelassen wurden zeigt sich, dass tiber 50 % der absatzstarksten
Produkte auf dem westlichem Markt auf Naturstoffe zuriickzufiihren sind oder Naturstoffe
als Leitstruktur fiir das Wirkstoffdesign dienten (NEWMAN, & CRAGG, 2007; CHIN et al.,
2006).

Der Bedarf an neuartigen Substanzen, speziell neuartiger Wirkstoffgruppen ist besonders
vor dem Hintergrund auftretender Resistenzen unbestritten. Die Sekundarmetaboliten

verschiedener Organismen zeigen bei der Suche nach neuen Wirkstoffen eine oft
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tiberraschende Strukturdiversitdt. Eine Begriindung hierfiir sind die ungewdhnlich
komplexen Biosynthesewege, welche bei der Biosynthese dieser Stoffe beschritten werden

(HENKEL, et al., 1999; SHU, 1998; FISCHBACH & WALSH, 2009).

Abbildung  1:  Strukturformeln  bedeutender  antibiotisch  wirksamer  Naturstoffe:
(oben links) Chloramphenicol aus Streptomyces venezuelae, Wirkstoffklasse: Translationshemmer;
(oben rechts) Tetracyclin, aus Streptomyces aureofaciens, Wirkstoffklasse: Translations- und
Biosynthesehemmer; (unten Mitte) Vancomycin isoliert aus Amycolatopsis orientalis, Wirkstoffklasse:

Hemmung des Aufbaus der Bakterienzellwand.

Neben dem Interesse an neuen Wirkstoffgruppen und Naturstoffstrukturen sind in den
vergangenen  Jahren  jedoch die urspriinglichen Zusammenhange der
Sekundarstoffproduktion in den Hintergrund getreten. Dabei stellen nicht nur die fiir die
Landwirtschaft o©kologischen Gefiige des mikrobiellen Stoffwechsels sowie deren
Auswirkungen auf die Umwelt ein wichtiges Themenfeld der Zukunft dar. Die Diskussion

zur Vielfalt des mikrobiellen Stoffwechsels - speziell bei ,begabten Mikroorganismen’ - hat
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vor dem Hintergrund der Aufklairung des Gesamtgenoms verschiedener
Produzentenstimme neue Aktualitit gewonnen: So enthalten die Genome ungeahnt viele
Informationen tiber bisher nicht erschlossenes Potential einer neuen Strukturdiversitit sowie
einer bis heute uniiberschaubaren Vielzahl an Regulationsmechanismen (CHALLIS &

HorwooOD, 2003; FISCHBACH & WALSH, 2006).

15  Regulierung pflanzenférdernder Symbiosen durch

Streptomyces

Mehrere Untersuchungen zur Interaktion zwischen symbiotischen Partnern und
wurzelnahen Streptomyceten konnten einen direkten Einfluss des Bodenbakteriums
belegen. Sowohl positive wie negative Einfliisse durch Streptomyceten konnten hierbei

dokumentiert werden (WYSS et al., 1992; TOKALA et al., 2002, SCHREY et al., 2007).

Terrestrische Pflanzen entwickeln mit bodenbiirtigen Pilzen haufig symbiotische Strukturen.
Hierbei dient die Pflanze als Donator fiir Kohlenhydrate, wahrend der Pilz die Aufnahme
von Wasser und Nahrstoffen verbessert (HAMPP & SCHAEFFER, 1998; SMITH & READ, 1997).

Arbuskuldre Mykorrhiza (AM) sind eine besondere Form der Endomykorrhiza: typisch fiir
diese haufigste Art von Mykorrhiza ist die Bildung von Arbuskeln — weit verzweigte, zarte
Hyphen in Baumchenform innerhalb der Wurzelzellen (SMITH & READ, 1997). Die meisten,
durch Coinokulation an AM-Symbiosen getesteten Actinobakterien, einschliefdlich
S. griseoviridis, unterdriickten die Keimung der AM Sporen. Hierdurch konnte die
Entwicklung der Symbiose zwischen Pilz und Pflanze nachhaltig unterbrochen werden
(MEYER & LINDERMANN, 1986; AMES, 1989). Im Gegensatz dazu konnte die Produktion von
Mykorrhiza-fordernen =~ Sekunddrmetaboliten  bei  verschiedenen  Streptomyceten
nachgewiesen werden (MUGNIER & MOSSE, 1987). Hierbei wird die aktive Substanz iiber die
Gasphase entlassen und stimuliert spezifisch die Entwicklung der AM (TYLKA et al., 1991).
Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei S. coelicolor und Glomus interadices an Hirse
gemacht werden. Die endgiiltige Aufklarung der dafiir verantwortlichen

Sekundarmetaboliten steht bisher noch aus (ABDEL-FATTAH & MODAMEDIN, 2000).
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1.6  Pflanzenpathogene Streptomyceten

Unter den tiiber 500 beschriebenen Streptomyceten konnten bis heute lediglich vier
verschiedene Spezies als direkte Pflanzenpathogene beschrieben werden. Diese Spezies
S. scabies, S. acidiscabies, S. turgidiscabies und S. ipomoeae stehen in einem genetisch engen
verwandtschaftlichen Verhdltnis. Ferner sind alle vier Spezies Verursacher des
Kartoffelschorfes (LORIA et al, 1997). Diese Krankheit fithrt zu einer Reduktion des
Wurzelwerkes sowie der Sprosslinge, radialer Schwellung der Wurzel, Chlorose-
Erscheinungen des Gewebes sowie Nekrosenbildung. Problematisch hierbei sind weder
Ernteeinbufien durch den direkten Befall der Knolle noch der Einfluss auf das vegetative
Wachstum der Pflanze. Vielmehr spielen die Qualititsminderung, die Verringerung der
Lagerfahigkeit sowie die Schaffung von Eintrittspforten sekundérer Phytopathogene eine
entscheidende Rolle. Untersuchungen zum Penetratiosmechanismus durch phytopathogene
Streptomyceten wurden in den letzten Jahren vermehrt durchgefiihrt (JOSHI et al., 2006).
Einen direkten Zusammenhang zwischen Symptomatik und der Produktion des zyklischen
Dipeptides Thaxtomin A konnte unter anderem durch LORIA et al. (2004) beschrieben
werden. Zwei wichtige Erkenntnisse unterstrichen hierbei die Rolle von Thaxtomin A bei der
Entwicklung des Pathogens in planta: Einerseits konnten durch direkte Applikation von
reinem Thaxtomin A identische Symptome wie beim Pathogen selbst hervorgerufen werden
(LAWEWNCE et al., 1990,; KING et al., 1992). Ferner konnte durch Mutanten von S. scabies
gezeigt werden, dass die Virulenz des Pathogens stark mit der Biosynthese des

Sekundarmetaboliten Thaxtomin A korreliert (GOYER et al., 1998).

OH 17

Abbildung 2: Strukturformel von Thaxtomin A
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Pflanzenpathogene Streptomyceten verbindet im Weiteren eine ,hochkonservierte Pathogene
Insel” (PAI), welche bei allen vier Spezies zu finden ist. Dieses konnte durch
Transformationsversuche mit nichtpathogenen Streptomyceten nachgewiesen werden (KERS
et al., 2005). Die Aufklarung der Steuerung der Thaxtominproduktion ist speziell in den
letzten Jahren stark vorangetrieben worden. Hauptaugenmerk lag hierbei auf der
genetischen Kontrolle der Biosynthese, speziell auf Genabschnitten welche sensitiv auf
Umwelteinfliisse (AraC/XylS-Regulatoren) reagieren (JOSHI et al., 2007). Ferner ist auch eine

Regulation durch andere Sekunddrmetaboliten nicht auszuschlief3en.

1.7  Einsatz von Streptomyces sp. als Antagonist im Pflanzenschutz

Zur biologischen Bekampfung von Oomyceten, wie beispielsweise den Falschen Mehltau der
Weinrebe (Plasmopara viticola), wurden bei Screening-Untersuchungen von TILCHER (1995)
pilzwachstumshemmende Bakterien, unter anderem Streptomyceten, eingesetzt.

Hierbei zeigten in vitro Untersuchungen an Phytophthora infestans, Plasmopara parasitica,
Phythium ultimatum und Botrytis cinerea eine starke Abhangigkeit des antagonistischen
Potentials eingesetzter Bakterienkulturen beziiglich des verwendeten Mediums. Dieser
Effekt findet ebenfalls bei der sogenannten OSMAC (One Strain MAny Compounds)
Methode Anwendung, wonach die chemische Variabilitdt der Sekundarmetaboliten von
Bakterien, speziell von Actinobakterien, mit den Kulturbedingungen korreliert (BODE et al.,
2002)

Untersuchungen mit dem obligat biotrophen Schadpilz Plasmopara viticola, dem Erreger des
Falschen Mehltaus der Rebe, wurden auf Blattscheiben bzw. Blattern der Rebsorte Miiller-
Thurgau durchgefiihrt (TILCHER, 1995). Zum Einsatz kamen hierbei protektiv applizierte
Organismen  als  Fliissigkultur,  verdiinntes  Kulturfiltrat sowie  verdiinnter
Bakteriensuspensionen. Alle getesteten Actinobakterien konnten sowohl in Labor als auch
Gewadchshausuntersuchungen den Befall mit dem Falschen Mehltau reduzieren.
Ausgewdhlte Streptomyceten zeigten dabei Wirkungsgerade von 100 %, wobei die
Applikationen des verdiinnten Kulturfiltrates verhéltnisméfiig abfiel. Neben der
beschriebenen Aktivitat bei protektiver Applikation lagen die Wirkungsgrade bei kurativer

Applikation bei etwa 80 % (TILCHER, 1995).
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1.8  Taxonomische Einordnung von Plasmopara viticola

Wie bei anderen Pathogenen sind immer noch viele Einzelheiten zur Biologie des Erregers
ungeklart. So werden die Untersuchungen erschwert, da P. viticola als obligat biotropher
Organismus nur auf lebenden Reborganen wachst und nicht auf kiinstlichen Nahrmedien
kultiviert werden kann (ALEXOPOULOS, 1966). Dariiber hinaus findet ein Grofsteil der
Entwicklung des Endoparasiten im Blattinneren statt. Nur ein relativ kurzer Abschnitt der
Pathogenese ereignet sich an der Blattunterseite. Oomyceten zdhlten bis vor wenigen Jahren
zu den Vertretern der echten Pilze. Neuere Untersuchungen, wie Sequenzvergleich der
kleineren r-RNA-Untereinheit ergaben dagegen, dass P. viticola aufgrund seiner Ahnlichkeit
zu goldbraunen Algen (GUNDERSON et al., 1987), die dem Reich der Chromista zugehorig ist
(GAMS et al., 1998). Hierzu zdhlen hauptsiachlich Algen mit heterokont begeifielten und
beweglichen Planosporen. Die so genannte Flimmergeifiel ist nach vorn gerichtet und von
Mastigonemen bedeckt, wahrend die nach hinten gerichtete Geifsel als Peitschen- bzw.
Schleppgeifiel bezeichnet wird. Trotz der auffalligen Ahnlichkeit zu den echten Pilzen lassen
sich die Oomyzeten in vielerlei Hinsicht von diesen abgrenzen. So bestehen zum Beispiel die
Zellwande echter Pilze aus Chitin, wahrend sich die der Oomyzeten hauptsichlich aus
Cellulose zusammensetzen (FEVRE, 1979). Auflerdem unterscheiden sie sich in den fiir die
Integritat der Membran verantwortlichen Sterolen. Im Gegensatz zu den echten Pilzen liegt
bei den Oomyzeten kein Ergosterol vor. Die Membranen enthalten entweder kein Sterol
bzw. Cholesterol und werden daher nicht, wie echte Pilze als Folge einer Wirt-Parasit-
Wechselbeziehung von pflanzlichen Saponinen angegriffen (KAMOUN et al., 1999).

Neuere Untersuchungen hingegen zeigen, dass P. viticola in der Lage ist, Zwischenzellwande
auszubilden, was fiir einen Oomyceten mit bekanntermaflen coenocytischem Myzel
untypisch ist. So konnten am Ubergang von der encystierten Zoospore zum Keimschlauch
sowie an der Basis und an den Enden der Sporangientrdger Septierungen nachgewiesen
werden (KIEFER et al.,, 2002; KORTEKAMP, 2005). Die Septen bestehen aus Glukanen des
Kallose-Typs, was mittels enzymatischer Techniken untersucht wurde (KORTEKAMP, 2005).
Im Vergleich zu den , Echten” Pilzen unterscheiden sich die Oomyceten hinsichtlich der
Zellwandbestandteile: Sie besitzen £3-1,3- und £3-1,6-Glukane, Cellulose (£3-1,4-Glukan) und

nach neuesten Studien einen geringen Anteil an Chitin (AGRIOS, 2005; KORTEKAMP, 2008).
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Die zur Sterolbiosynthese fehlenden Enzyme (Squalen Epoxidase und 14-a-Demethylase)
sind ein weiteres wichtiges Charakteristikum der Oomyceten (AGRIOS, 2005, KORTEKAMP,
2008, ATTARD, 2008).

Plasmopara viticola gehort wie auch die als Pflanzenpathogene bedeutenden Gattungen
Pythium und Phytophtora zur Ordnung Peronosporales. Kennzeichnend fiir diese Ordnung
sind ein stark entwickeltes Myzel und enzystierende Planosporen, welche Keimschlduche
ausbilden. Besonderes Merkmal der Familie der Peronosporaceae (Falsche Mehltaupilze) sind
die verzweigten baumformigen Sporangiophoren, die aus den Stomata der Wirtspflanze

austreten.

1.9  Primairer und sekundirer Entwicklungszyklus von

Plasmopara viticola

Der Priméarzyklus, der in den vergangenen Jahren ndher untersucht wurde (LOSKILL, 2003;
GOBBIN et al., 2005; LOSKILL et al., 2005), beginnt mit dem Keimen der Oosporen. Diese
werden ab August im befallenen Blattgewebe gebildet (LOSKILL, 2003). Durch ihre doppelte
glucanhaltige Zellwand sind die Oosporen gegeniiber abiotischen Umwelteinfliissen
unempfindlich. Durch das Zusammentreffen zweier unterschiedlicher Paarungstypen im
Wirtsgewebe, entstehen Oogonien und Antheridien (WONG et al., 2001; SCHERER & GISI,
2006). Durch die Verschmelzung von Oogonien und Antheridien sowie der sexuellen
Rekombination kommt es zur Bildung der Oosporen (AGRIOS, 2005). Die Oosporen gelangen
durch den Blattfall auf den Erdboden, werden durch die Zersetzung des Blattgewebes
freigesetzt und tiberwintern in der obersten Bodenschicht. Nach einem Reifeprozess konnen
sie im Frithjahr bei geeigneten Bedingungen (ausreichender Bodenfeuchte und
Temperaturen von > 8 °C) keimen. Zundchst wird das Primarsporangium gebildet, welches
die gleiche Form wund Funktion wie die Sporangiophore des Sekundarzyklus
(Sekundarsporangium) hat. Die Bedingungen fiir eine erfolgreiche Infektion, die stets an
tropfbar fliissiges Wasser gebunden. Dieses macht das enge Verwandtschaftsverhaltnis zur
Familie der Algen deutlich (GUNDERSON et al., 1987). Typisches Krankheitssymptom des
Falschen Mehltaus der Rebe (P.viticola) ist zunéchst die Bildung eines Olflecks auf der

Blattoberseite. Dieser entsteht nach bei der Besiedelung des Schwammparenchyms und dem
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damit verbundenem Nahrstoffentzug aus den Wirtszellen. (AGRIOS, 2005; KEIL, 2007). Im
Anschluss an die Inkubationszeit (temperaturabhédngig) bildet sich auf der Blattunterseite ein
weifser Pilzrasen (ausgetretene Sporangiophore aus Stomataoffnungen). Dieser wird analog

zum Sekunddrzyklus durch Wasser und Wind auf andere Reborgane {ibertragen.

Beim Sekundarzyklus entlassen die Sporangien unter hoher Luftfeuchte (> 95 % r. F.) und
Temperaturen iiber 12 °C nach einer Keimungsphase mehrere biflagellat begeifselte
Planosporen. Da Licht den Differenzierungsprozess der Sporangien unterbindet, bedarf es
einer ausgeprdgten Dunkelphase (BROOK, 1979; RUMBOLZ, et al. 2002). Die begeifielten
Planosporen konnen sich nach ihrem Schlupf im Wasserfilm auf der Blattunterseite
zielgerichtet zu den Stomata bewegen (MULLER & SLEUMER, 1934). In der Nahe der
Spaltoffnungen werfen die Planosporen die Geifleln ab und beginnen sich zu enzystieren.
Anschlieffend wird ein Keimschlauch (Penetrationshyphe) gebildet, der in die Atemhohle
der Stomata hineinreicht und sich dort zu einem substomataren Vesikel differenziert. Das
daraus entstehende Myzel besiedelt das Blattgewebe und wachst hauptsachlich interzellular
im Schwammparenchym. Mit Hilfe der im Schwammparenchym gebildeten Haustorien ist
der obligat biotrophe Organismus in der Lage, die Nahrstoffaufnahme aus dem
Wirtsgewebe sicherzustellen (KIEFER et al., 2002). Bis zum Austreten der Sporangiophore aus
den Stomata, welche sich aus dem substomatdren Vesikel entwickeln, vergehen bei
optimalen Bedingungen (24 °C) nur vier Tage. Die Sporulation von P. viticola endet nach
Ablauf der Inkubationszeit nicht spontan, sondern dauert, je nach Witterung und
Energiereserve im Wirtsgewebe iiber mehrere Tage. Untersuchungen von KAST und STARK-
URNAU (1999) zeigten, dass sich durch Ausreifung der Sporangien in den ersten Stunden
nach deren Austritt das Infektionspotential stark erhoht, jedoch binnen der nédchsten Tage
wieder stark abnimmt.

Die Ausprdagung der Sporangientriager, sowie die Bildung von Sporangien kann hierbei
durch auflere Einfliisse — also beispielsweise durch Applikation von Pflanzenschutzmitteln —
nicht beeinflusst werden. Lediglich durch Variation der Belichtungsverhaltnisse bzw. durch
Verminderung der Luftfeuchtigkeit lassen sich Deformationen der Sporangien auslésen. Dies

ist allerdings in der Praxis nicht realisierbar (KASSEMEYER, 2003). Durch die bei optimalen
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Bedingungen sehr kurze Inkubationszeit, kann es im Freiland zu einer raschen - teilweise
,explosionsartigen’ - Ausbreitung des Oomyceten iiber den Sekundarzyklus fiihren. Binnen
einer Vegetationsperiode (Mai bis September) konnen hierbei mehrere Zyklen durchlaufen

werden. Man kann daher bei P. viticola von einer polyzyklischen Krankheit sprechen

(MULLER & SLEUMER, 1934).

A Mermehrung

“ Blatzerfall im Herbst
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Abbildung 3: Primére (rot) und sekundare (griin) Entwicklung des Falschen Mehltaus der Rebe
(Plasmopara viticola) (Quelle: Staatliches Weinbauinstitut Freiburg).
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1.10 Historie und Bekdampfung von Plasmopara viticola in Europa

,Der Falsche Mehltau der Weinrebe (Vitis vinifera L.), welcher durch den Oomyceten
Plasmopara viticola (BERK. & CURT. EX DE BARY) BERL. & DE TONI verursacht wird, gehort
weltweit zu den wirtschaftlich bedeutendsten pilzlichen Krankheiten in der Landwirtschaft
(LAFON & BULIT, 1981)” (KOSSLER, 2006). Infektionen an Bldttern, Trauben sowie dem
Rebholz fiihren neben starken Qualitdts- auch zu empfindlichen Ertragseinbufsen (JUTSUM,
1988). Zudem ist bei mehrjahrigem starkem Befall durch P. viticola mit einer Verminderung
der Holzausreife, einer damit einhergehenden geringeren Frostfestigkeit sowie einer
Verringerung des Folgeertrags zu rechnen (ZILLIG, 1941; HILLEBRAND et al., 1998, KOSSLER,
2006).

Der Erreger welcher erstmals 1878 von Nordamerika nach Frankreich eingeschleppt
(FARLOW, 1882) wurde, breitete sich {iber simtliche europdischen Weinbaugebiete aus und
verursachte grofie Ertragsausfédlle sowie einen starken Riickgang der Ertragsrebflache
(ALEXOPOULOS, 1966). Erste chemische Bekdmpfungsansitze gehen zuriick auf Millardet
(MILLARDET & GAYON, 1887), welcher 1885 ein Kupfervitriol-Kalk-Gemisch ausbrachte
(MARTIN, 1967, KOSSLER, 2006).

Viele Jahre blieben Kupferformulierungen die einzige Bekdmpfungsmoglichkeit der
Rebenperonospora. Im modernen Weinbau stehen zur Bekdmpfung des Pilzes diverse
organische Fungizide zur Verfligung. Diese sind durch ihre systemische und lang
anhaltende Wirkung dem Kupfer weit iiberlegen. (HAAS & AMPLATZ, 1989; TICHLER &
BRENDEL, 1991).

Organische Fungizide stehen jedoch ausnahmslos den konservativ und 6kologisch integriert
wirtschaftenden Weinbaubetrieben zur Verfiigung. Okologisch wirtschaftende Betriebe
haben bisher keine weiteren Alternativen als Kupfer und Pflanzenextrakten (HOFMANN et
al, 1995). Ein Problem der Kkontinuierlichen Anwendung von Kupfer speziell in
Ertragsweinbergen ist die Anreicherung des im Boden stark immobilen Schwermetalls mit
bisher ungekldrten Auswirkungen auf das AgrarOkosystem (KOSSLER, 2006). In einigen
Weinbergsboden wurden aufgrund der Applikation kupferhaltiger Pflanzenschutzmittel in
tiber 70 Jahren der Anwendung 370 bis 800 mg Cu/kg Erde angereichert (CLAUS, 1979;

SCHOLL & ENKELMANN, 1984; MOHR, 2005). Durch die Anwendung neuer Formulierungen
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und die Beschrankungen ist die Anreicherung in den letzten Jahren deutlich
zuriickgegangen, ist aber dennoch nachzuweisen (MOHR et al., 2007).

Zwar sind viele Organismen durch natiirliche Vorkommen des Schwermetalls (Cu) in
Wasser und Boden angepasst, bendtigen das Schwermetall sogar als Spurennahrstoff, doch
sind andererseits auch Schadwirkungen speziell bei erhchten Kupfergehalten dokumentiert
(GARTEL, 1985; KAST, 2003, KOSSLER, 2006). Das Umweltbundesamt (UBA) sieht die weitere
Anwendung von Kupferpraparaten besonders kritisch, da die Auswirkungen auf den
Naturhaushalt vor allem auf Vogel, Kleinsduger, Regenwiirmer sowie aquatische
Organismen nicht vertreten werden kann (KUHNE, 2008). Neben den {iblichen
Untersuchungsverfahren bei der Pflanzenschutzmittelzulassung werden in Zukunft auch
negative Auswirkungen auf die Kupferverteilung und -verlagerung im System Pflanze-
Boden ndher zu erforschen sein. Ebenso muss das Verbraucherrisiko unter erhdhten
Kupfergehalten im Boden erneut beleuchtet werden (BECKER, 2001, KOSSLER, 2006). Schon
heute ist bekannt, dass vor allem in alten Weinbergslagen der klassischen Weinbauregionen,
die Konzentration von Kupfer im Boden tiiber ein kritisches Mafs hinaus angestiegen ist. Erste
Untersuchungen verschiedener Forschungseinrichtungen ergaben eine Zunahme von
Chlorosen, Phytotoxschdden, eine Hemmung der mikrobiellen Stoffkreislaufe (im Weinberg
als auch in der Kellerei), Schadigungen von Regenwiirmern und Veranderungen in der
Biozonose (KAST, 2003). Die daraus resultierenden oenologischen Fragestellungen wie
beispielsweise Garhemmungen, Geschmacksbeeinflussungen sowie das Erreichen der
erlaubten Kupferkonzentration im Wein bzw. Traubensaft unterstreichen die
Gesamtproblematik. (HURTER et al., 1966; EHRENHARDT & JAKOB, 1968; DROBNICA et al. 1980;
GEHMANN, 1987,  SCHUEPP & SIEGFRIED, 1988). Auch der Eintrag von Kupfer in
Oberflachengewdsser ist aufgrund der Anreicherung im Sediment als auch der Toxizitadt fiir
Fische und Fischnahrtiere als kritisch zu betrachten (KAST, 2003). Ziel muss es daher sein,
den Einsatz kupferhaltiger Prdparate zu minimieren. Weitere Untersuchungen zu
Alternativen, speziell im ©6kologisch wirtschaftenden Weinbau sind daher unumganglich

(KOSSLER, 2006).
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1.11  Pflanzeninhaltsstoffe als Quelle neuartiger Pflanzenschutz-

mittel

Weltweit sind mehr als 300.000 verschiedene Pflanzenarten beschrieben, welche nur zu
einem Bruchteil niher auf ihre Inhaltsstoffe sowie deren Auswirkungen auf das Okosystem
hin untersucht worden sind. Bereits im Altertum wurde erkannt, dass manche Pflanzen fiir
gewisse Pflanzenkrankheiten unempfindlich sind und Extrakte diese Pflanzen ihre
Eigenschaften auch auf Kulturpflanzen iibertragen konnen. Nicht nur die Herstellung von
Pflanzentees und deren Veredlung, beispielsweise durch Fermentation, fanden zu jener Zeit
Anwendung, sondern auch die Kombination unterschiedlicher natiirlicher Praparate, welche

sich gegenseitig in Threr Wirkung verstarkten (KOSSLER, 2006).

In der heutigen industrialisierten Landwirtschaft sind die Herstellung sowie der Einsatz von
Pflanzenextrakten im Pflanzenschutz kaum denkbar. Hintergrund hierbei ist in erster Linie
die Ausweitung der landwirtschaftlichen Nutzflichen einzelner Betriebe sowie der immense
Kosten- und Zeitaufwand zur Herstellung derartiger ,Naturarzneien'.

Lediglich o©kologisch wirtschaftende Betriebe bzw. landwirtschaftliche Betriebe in
Entwicklungs- und Schwellenldndern sind mangels Alternativen synthetisch hergestellten
Praparate auf Teedrogen als Pflanzenschutz- bzw. Pflanzenstarkungsmittel angewiesen.
Dennoch stellen Pflanzeninhaltsstoffe, neben Untersuchungen der Sekundarmetaboliten aus
Mikroorganismen, auch in Zukunft ein weites und teilweise unerforschtes Gebiet der
Naturstoffforschung fiir den Pflanzenschutz dar (FUGMANN et al., 1991; PILLMOOR et al.,

1993, PLIMMER, 1993).

Entscheidend fiir die Suche nach neuen Wirkstoffen sind neben der Bereicherung des
Instrumentariums fiir den integrierten Pflanzenschutz auch die stindig steigenden
Anspriiche an diese aktiven Substanzen. Neben einem hohen Wirkniveau bei sehr geringen
Aufwandmengen erwartet man ein breites Wirkungsspektrum. Dieses sollte mit einem
geringen bzw. keinen toxischen Nebenwirkungen auf die Kulturpflanze und ‘Nicht-
Zielorganismen’ einhergehen. Weiterhin muss ein hoher Sicherheitsgrad fiir Umwelt,

Anwender und Endverbraucher gewéhrleistet sein (EVANS & LAWSON, 1992). Dies alles fiihrt
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zu einem drastischen Anstieg der Entwicklungskosten fiir neue Produkte (OERKE et al. 1994).
Weiterhin machen die durch die Anwendung von Pflanzenschutzmitteln, vor allem durch
die verstarkte Verwendung von systemischen Wirkstoffen auftretenden Resistenzen eine
Auffindung von Substanzen mit neuen Wirkmechanismen in Zukunft unverzichtbar (EVANS
& LAWSON, 1992). Neben dem Problem der Fungizidresistenzen bewirken auch die
zunehmenden ‘Liickenindikationen” eine steigende Nachfrage nach alternativen
Problemlésungen. Ursachen der ‘Liickenindikationen” sind unter anderem hdhere
Umweltauflagen und dadurch nicht mehr erteilte Zulassungen fiir Pflanzenschutzmittel

(ZORNBACH, 1994).

Bei Naturstoffen aus Pflanzen ist die Auffindungsrate von geeigneten Einzelmetaboliten
beziehungsweise Wirkstoffkomplexen (Rohextrakten) als relativ hoch anzusiedeln. Dies liegt
zum einem am hohen Reichtum an Primér- und Sekundarmetaboliten in Pflanzen sowie an
deren komplexer chemischer Struktur, welche unterschiedlichste Wirkungscharakteristika
aufweisen (KOSSLER, 2006). Hierbei sind primar die direkte schadigende Wirkung des
Zielpathogens sowie eine Induktion der pflanzeneigenen Resistenz zu nennen (BLAESER,
2002; METRAUX et al, 1991; STAUB et al. 1992, RUESS et al., 1996; GORLACH et al. 1996).
Nachteilig, im Gegensatz zur chemischen Synthese, sind die schwierige und extrem teure
Herstellung zu nennen. Ferner ist die schlechte Verfiigbarkeit von Derivaten sowie die nur
sehr schwer erreichbare Standardisierung des Ausgangsmaterials anzufithren (ANKE &
STEGLICH, 1988). Die Diskrepanz zwischen mdglicher Anzahl geeigneter Wirkstoffe und
vergleichsweise geringer kommerzieller Verwendung erklart sich zudem durch die
unzureichende Versorgung mit Rohmaterial aus landwirtschaftlichen Betrieben. Durch
unterschiedliche Anbau- und Umweltbedingungen ist auch die natiirliche Varianz der
Inhaltsstoffe fiir eine industrielle Herstellung problematisch. (JESPERS & DE WAARD, 1993,
KOSSLER, 2006). Dariiber hinaus kann aufgrund der Umwelteinfliisse die chemische und
biologische Stabilitit der Praparate bei Freilandbedingungen nicht gewahrleistet werden.
Sekundadrmetaboliten aus Pflanzen lassen sich, wie bereits erwdhnt, direkt zur Bekimpfung
von Schadorganismen applizieren. Ferner dienen sie der Industrie als sogenannte

Leitstruktur bei der Synthese von neuen Wirkstoffen. Wichtigster Vertreter der aus
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Naturstoffen synthetisierten Wirkstoffe ist das Strobilurin A des Kiefernzapfenriiblings,
welches fiir zahlreiche organisch systemische Fungizide die Leitstruktur lieferte (SCHRAMM

ET AL., 1978, KOSSLER, 2006).

RN o . OMe
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Abbildung 4: Basierend auf der Leitstruktur von Strobilurin A synthetisch aufgebaute Derivate:
(oben links) Strobilurin G, (oben links) Kresoxim-methyl, (Mitte) Trifloxystrobin, (unten links)
Strobilurin E, (unten rechts) Azoxystrobin

Vor dem Beginn des chemischen Pflanzenschutzes verwendete man Naturstoffe aus
Pflanzen, meist als Extrakt zum Schutz vor Schadlingen und Krankheiten. Alte ,Hausmittel”
wie Knoblauch-, Brennnessel- und Schachtelhalmbriihe gegen pilzliche und bakterielle
Schaderreger sowie Lavendel gegen Ameisen und Meerrettich gegen den Kartoffelkafer
(Leptinotarsa decemlineata) finden heute in erster Linie in Klein- und Hausgarten Verwendung

(SCHMIDT & HENGELER, 1984). Durch die Forderung und der damit einhergehenden
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Zunahme der 6kologischen Landwirtschaft sowie der Regulierung der Kupferapplikation,
nehmen Pflanzenextrakte auch in ackerbaulichen Kulturen zunehmend eine wichtigere
Stellung ein:

Das wohl bekannteste Beispiel fiir die Verwendung von Pflanzenextrakten in
landwirtschaftlichen Kulturen sind Extrakte aus Neembaum (Azadirachta indica), welche fiir
ihre insektizide und nematizide Wirkung bekannt sind. Eine fungizide Wirkung gegen
Rhizoctonia solani an Baumwolle, Macrophomina phaseolina an Sojabohne und Ganoderma
lucidum an Kokosnuf$ wurde von JEYARAJAN et al. (1986) beschrieben. ROVESTI et al. (1992)
berichteten weiterhin iiber eine fungizide Wirkung der Extrakte gegeniiber Erysiphe graminis
und Puccinia recondita an Getreide.

Uber positive Eigenschaften eines Blattextraktes aus Knoblauch (Allium sativum) wurde von
LAKSHMANAN et al., (1990) berichtet. Die Applikation des Extraktes reduzierte den Befall
von Thanatephorus cucumeris an Bohnen. Untersuchungen bei Alternaria spp., Fusarium spp.,
Colletotrichum spp., Curvularia spp. und Phytophthora drechsleri konnten eine Hemmung der
Sporenkeimung nach Applikation von Extrakten aus Allium sativum nachweisen (SINGH et
al., 1990; SINGH & CHAUHAN, 1992) Untersuchungen von MENON (1994) bestitigten die
fungiziden Eigenschaften des Knoblauchextraktes gegen Claviceps sorghi an Hirse. Nach
REIMERS et al. (1993) beruht die fungizide Wirkung von Allium sativum auf dem Inhaltsstoff
Ajoen, einer von der Speichersubstanz Alliin abgeleiteten Verbindung. In Experimenten mit
synthetisch hergestellten Ajoen liefl sich ein guter Bekdmpfungserfolg des Erregers
Cladosporium fulvum an Tomaten erzielen. Andererseits fiihrte eine protektive Anwendung
von Ajoen an Gurken gegen Ulocladium cucurbitae zu phytotoxischen Effekten, jedoch nicht
zu einer Befallsminderung. Eine vollstindige Bekampfung der obligat biotrophen Erreger
Oidium lycopersicum an Tomaten und Sphaerotheca pannosa an Rosen konnte durch die
Applikation von 300 mg/L Ajoen erzielt werden. Dabei beruht die Wirkungsweise des
Ajoens auf einer Keimhemmung der Sporen (BLAESER, 2002).

Bei Screening-Versuchen an 58 malaiischen Pflanzenarten von MOHAMED et al. (1996)
zeigten Extrakte aus Betelpfeffer (Piper betle) ein sehr breites Wirkungsspektrum gegeniiber
diversen Pflanzenpathogenen. Die Extrakte hemmten das Wachstum von Alternaria alternata,

Botrydiplodia theobromae, Colletotrichum capsicii, Penicillium citrium, Phomopsis caricae-papayae,
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Fusarium pallidoroseum und Aspergillus niger bereits bei einer Konzentration von 10 mg/mL

nahezu vollstandig.

Obwohl die Untersuchung pflanzlicher Inhaltsstoffe schon eine lange Tradition aufweist,
besitzen die in den letzten Jahren erfolgreich eingesetzten Substanzen ausschliefllich
insektizide Wirkung. Hier sind es vor allem die Inhaltsstoffe Pyrethrum aus den Bliiten der
Chrysanthemen (Chrysanthemum cinerariifolium) und das Azadirachtin aus dem Neembaum
(Azadirachta indica), die im organischen Landbau eingesetzt werden (BLAESER, 2002). Eine
wirtschaftliche Synthese dieser neuen Substanzklassen gelang indes nur am Beispiel des
Pyrethrums, welches zur Etablierung der erfolgreichen Insektizidklasse der ,Pyrethroide’
mafigebend beitrug.

Leitstrukturen kommerziell verwendeter Naturstoffe mit fungizider Wirkung hingegen,

stammen bisher ausschliefilich aus mikrobieller Biosynthese.

112  Aufgabenstellung

Sowohl bakterielle als auch pflanzliche Sekunddrmetaboliten stellen ein auflerordentliches
Reservoir an Stoffen dar, welche gegen Erkrankungen bei Saugetieren, aber auch zum Schutz
von Pflanzen gegeniiber Phytopathogenen genutzt werden kénnen. Wahrend die Suche nach
praktisch nutzbaren Naturstoffen in Teilbereichen bereits seit Jahrzehnten intensiv betrieben
wird, ist die biologische Funktion dieser Stoffe im natiirlichen Habitat haufig vollig
unbekannt. In der Phytopathologie verbinden sich die beiden Forschungsrichtungen, da
Sekundarmetaboliten als Virulenz- bzw. Pathogenitatsfaktoren von Krankheitserregern
wirken und andere Naturstoffe als Leitsubstanzen fiir die Entwicklung von

Pflanzenschutzmitteln dienen.

Die meisten bisherigen Untersuchungen zur Phytotoxizitdt von Streptomyceten beruhten auf
der Annahme, dass die Virulenz des Organismus in erster Linie auf der Fahigkeit zur
Bildung des Sekundédrmetaboliten Thaxtomin A basiert. Neben phytopathologischen
Untersuchungen zur Phytotoxizitit von Thaxtomin A konnten ferner molekulargenetische

Untersuchungen diesen Sachverhalt untermauern und stiefSen auf ein komplexes Geflecht an
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Regulationsmechanismen: Hierauf aufbauend ist es das Ziel dieser Arbeit die
Regulationsmechanismen der Sekundarmetaboliten pflanzenpathogener Streptomyceten
ndher zu beleuchten. Speziell die Aufgabe sowie die Funktion des NO-Synthase Inhibitors
Iromycin A und der zeitliche Verlauf dessen Biosynthese bei in vitro- sowie in vivo
Untersuchungen sollen naher untersucht werden. Ferner sollen die Funktion der Iromycine
wihrend des Penetrationsprozesses an Kartoffeln sowie die Auswirkungen auf die
Wirtspflanze  ndher  beleuchtet ~werden. Hierbei sollen neben  klassischen
phytopathologischen Pflanzenassays auch molekulargenetische- (Real-Time PCR) und
biochemische Untersuchungen (HPLC, HPLC-MS, NMR) eingesetzt werden.

Langfristiges Ziel der Untersuchungen ist die Lokalisation des Iromycin Genclusters und der
damit einhergehenden moglichen Verallgemeinerung fiir verschiedene Spezies

phytopathogener Streptomyceten.

Neben den Untersuchungen zur Regulationsfdhigkeit von Naturstoffen wurden im Rahmen
dieser Arbeit einige Aufgabenstellungen der im Jahr 2006 abgeschlossen Magisterarbeit
nochmals aufgenommen und vertieft. Hierbei sollten die Wirkungsweisen verschiedener
Pflanzenextrakte auf die Entwicklungsstadien der asexuellen Vermehrung des Falschen
Mehltaus der Rebe (Plasmopara viticola) anhand eines dafiir entwickelten Bioassays ndher
untersucht werden. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollen im Speziellen die
Extraktionsparameter bei der Extraktherstellung optimiert werden und dadurch eine héhere
Ausbeute bzw. ein breites Spektrum an Naturstoffen aufgeschlossen werden. Ferner soll
durch Etablierung eines Real-Time PCR Assays fiir Plasmopara viticola ermoglicht werden,
Aussagen zur Wirkung der Pflanzenextrakte auf das intrazellulare Wachstum des

Schadpathogens zu treffen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Instrumentelle Analytik

2.1.1 Elektronenspektren (UV)

Spektrometer VARIAN Modell Cary 3E. Alle Spektren wurden mit Methanol als
Losungsmittel aufgenommen. Die Wellenlange A ist in Nanometern [nm] angegeben und
bezieht sich im Allgemeinen auf das Absorptionsmaximum. In einigen Féllen sind zusatzlich
,Schultern” des Absorbanzpeaks angegeben (Abkiirzung: sh).

Der molare dekadische Absorptionskoeffizient ¢ berechnet sich wie folgt:
-4
c-d
Hierbei bezeichnet A die Absorbanz, ¢ die Konzentration und d die Schichtdicke der Kiivette.
Durch Umformen erhélt man:
A-M-V
m-d

£ =
Dabei bezeichnet M die Molmasse der untersuchten Substanz und m deren Einwaage.

Die Probe (0.1-0.2 mg) wurde in einem Volumen von 10 mL geldst. Die Schichtdicke der
verwendeten Kiivette betrug 1 cm. Die Werte fiir ¢ besitzen die Dimension 10! m? mol! und
sind in dieser Arbeit logarithmiert angegeben.

Angabe Methanol/HCI bzw. Methanol/NaOH: Pro Kiivette mit 2 mL methanolischer Losung

wurde jeweils ein Tropfen 1 M Salzsdure bzw. 1 M Natronlauge hinzu gegeben.
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UV/VIS Spektralphotometer
THERMO SCIENTIFIC Nanodrop 2000c; Spektraler Bereich: 190-840 nm; Adsorptionsbereich:

0,02-300; Xenon-Blitzlampe; Messbereich: 2,0 ng-15.000 ng dsDNA.

2.1.2 Infrarotspektren (IR)

IR-Spektrometer PERKIN-ELMER

Modell 1600; Alle IR-Spektren wurden als KBr-Presslinge aufgenommen.

2.1.3 Kernresonanzspektren

1H-NMR-Spektren

VARIAN Inova-600 (600 MHz); VARIAN Mercury-300 (300 MHz); VARIAN Unity-300 (300
MHz). Chemische Verschiebungen sind in o0-Werten [ppm] relativ zum jeweiligen
Losungsmittel als internen Standard angegeben. Kopplungskonstanten | sind in Hertz [Hz]
angegeben. Alle 'TH-NMR-Spektren sind als Spektren erster Ordnung interpretiert, soweit
Signalaufspaltung und Kopplungskonstanten angegeben sind.

Abkiirzungen: s =Singulett, bs=breites Singulett, d =Dublett, dd =doppeltes Dublett,
ddd = Dublett vom doppelten Dublett, t=Triplett, td = Triplett vom Dublett, dq = Dublett

vom Quartett, m = Multiplett.

BC-NMR-Spektren

VARIAN Inova-600 (150.8 MHz); VARIAN Inova-500 (125.7 MHz) ausgestattet mit VARIAN
PFG Cold Probe (Heliumkiihlung); VARIAN Mercury-300 (75.5 MHz); VARIAN Unity-300
(75.5 MHz). Chemische Verschiebungen sind in 0-Werten [ppm] relativ zum jeweiligen
Losungsmittel als internen Standard angegeben.

Multiplizitaten: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett.

NOE-Differenzspektren

VARIAN Inova-600 (600 MHz).
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2D-NMR-Spektren

'H,'H-COSY 1H,1H-Correlated Spectroscopy
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Connectivity

2.14 Massenspektren

Angegeben sind jeweils die Quotienten aus Masse zu Ladung (m/z) sowie die relativen

Intensitdaten bezogen auf den Basispeak.

Massenspektren

DCI-MS FINNIGAN MAT 95, 200 eV, Reaktandgas: NHs

EI-MS und HR-EI-MS FINNIGAN MAT 95, 70 eV. Summenformeln wurden aus den
gemessenen prazisen Massen berechnet (Abweichung <5 ppm).

ESI-MS FINNIGAN LCQ (Ionenfalle).

HR-ESI-MS BRUKER Apex IV (FTICR-MS), 7 Tesla; BRUKER microTOF II (TOF-
MS). Summenformeln wurden aus den gemessenen prazisen
Massen berechnet (Abweichung <1 ppm). Sofern nicht anders

angegeben, erfolgten die Messungen am FTICR-MS.
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2.2 Chromatographie

221 Loésungsmittel

Fiir die Chromatographie bendtigten Losungsmittel wurden zuvor destilliert. Fiir die HPLC
finden analysenreine Losungsmittel und Reinstwasser (MILLIPORE Milli-Q) Verwendung,
welche zuvor im Ultraschallbad (10-15 min) bzw. mittels Verdrangung durch Helium

(5-10 min) entgast wurden.

2.2.2 Diinnschichtchromatographie (DC) und Anfirbereagenzien

Diinnschichtchromatographie

Kieselgel Fertigplatten HPTLC-Fertigplatten, Kieselgel (KG) 60 F2ss, 10x10 cm,
Schichtdicke 0,2 mm, MERCK.

Kieselgel DC Alufolien DC-Alufolien, Kieselgel (KG) 60 F2s4, 20x20 cm, Schichtdicke
0,2 mm, MERCK.

RP-Kieselgel DC Alufolien DC-Alufolien, RP-18 60 F2s4, 20x20 cm, Schichtdicke 0,2 mm,

MERCK.

Angegeben sind Ri-Werte (Laufhohe relativ zur Losungsmittelfront).

Anfarbereagenzien

Anisaldehyd 1,0 mL Anisaldehyd in einer Lésung aus 85 mL Methanol,
10 mL Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsaure.

Ehrlichs-Reagenz (Ehrlich) 1g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in einer Losung aus
75 mL Methanol und 25 mL Salzsédure (36 %).

Nach dem Anspriihen wurden die DC-Platten auf ca. 100 °C erwarmt.
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2.2.3 Saulenchromatographie (SC)

Fiir Schwerkraftsaulen wurde MACHEREY-NAGEL Kieselgel 60, 0,040-0,063 nm verwendet.

Fiir die Gelchromatographie kam SIGMA-ALDRICH Sephadex LH-20 zum Einsatz.

2.24 Mitteldruckchromatographie (MPLC)

Pumpe KNAUER HPLC Pumpe 64. MERCK Lobar-RP-Fertigsaulen LiChroprep (40-63 pm):
Typ A (240x10 mm), Typ B (310x25 mm), Typ C (450x50 mm).

2.25 Hochdruck-Fliissigchromatographie (HPLC)

Analytische und Semipraparative HPLC mit DAD-Kopplung

Pumpe JascO PU-2080plus; Mischkammer JASCO LG-2080-02; Entgaser JASCO DG-2080-53;
PDA-Detektor JASCO MD-210plus; Saulenofen JAsCO CO-2065 (Messungen wurden bei
25 °C durchgefiihrt).

Analytisch: Autosampler JASCO AS-2055plus mit RHEODYNE 100 pL Auftragsschleife.
Semipraparativ: Manuelles Probenaufgabeventil mit RHEODYNE 500 uL Auftragsschleife.
Software: JASCO Borwin mit Borwin-PDA Version 1.50 (Chromatographie); HSS-2000

Version 3.5.2 (Steuerung).

Analytische HPLC mit DAD-Kopplung und Lichtstreudetektor

Pumpe: KONTRON 322, Mischkammer: KONTRON HPLC 360; Diode-Array-Detektor:
KONTRON 440, Autosampler: KONTRON Sa 360 mit analytischer Auftragsschleife.
Verdampfungs-Lichtstreudetektor: TECHLAB ELSD Sedex 85.

Software: KONTRON Kromasystem 2000 Version 1.60.

Praparative HPLC mit DAD-Kopplung
Pumpe und Mischkammer JASCO PU-1587; PDA-Detektor Jasco UV-1575; Manuelles
Probenauftragsventil mit RHEODYNE 2 mL Auftragsschleife.

Software: JASCO Borwin mit Borwin-PDA Version 1.50, HSS-2000 Version 3.5.2 (Steuerung).
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2.2.6 HPLC mit ESI-MS-Kopplung (HPLC-MS)

Analytische HPLC mit DAD- und ESI-MS-Kopplung (HPLC-MS)

Pumpe und Mischkammer FLUX INSTRUMENTS Rheos 4000; Entgaser FLUX INSTRUMENTS
ERC-3415a; Autosampler  JASCO  851-AS;  PDA-Detektor ~ FINNIGAN  Surveyor;
Massendetektor FINNIGAN LCQ (ESI-MS).

Software: FLUX INSTRUMENTS Janeiro Version 1.10.0 (Steuerung Pumpe); THERMO/FINNIGAN
TunePlus Version 1.3 (Steuerung ESI-MS); FINNIGAN Xcalibur Version 1.3

(Chromatographie, Steuerung).

Analytische 1200 LC Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit Elektrospray-
Ionisations-Interface (HPLC-MS/MS)

1200 LC Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit Elektrospray-Ionisations-Interface
VARIAN, Autosampler ProStar 430 VARIAN, HPLC-System ProStar 210 Pumpen VARIAN,

Saulenofen Mistral 510 VARIAN, Vakuumpumpe VWR .

2.2.7 HPLC Sidulen, Programme und Laufmittelsysteme

Analytische HPLC Sadulen

Saule 1 (Standard fiir Analytik und HPLC-MS): GROM (GRACE) Superspher
RP-18 endc., 100 A, 4 pum, 100x2 mm; Vorsdule: GROM (GRACE)
Superspher Guard coulmn RP-18 endc., 100 A, 10x2 mm; Flussrate
0,3 mL/min.

Saule 2 MACHEREY-NAGEL Nucleodur Sphinx RP-18 endc., 5 pm, 250x3 mm;
Vorsaule: MACHEREY-NAGEL ChromCart, 8x3mm; Flussrate

0,5 mL/min.
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Semipraparative HPLC Sadulen

Saule 2

Saule 3

Saule 4

MACHEREY-NAGEL Nucleodur (RP) C18 endc., 110 A, 5 pm,
250x8 mm; Flussrate 2.5 mL/min. SecurityGuard AQ CI8,
10x10mm; Flussrate 2,7 mL/min.

MACHEREY-NAGEL Nucleodur Sphinx RP-18 endc, 5 um,
250x8 mm; Vorsaule: MACHEREY-NAGEL ChromCart 8x3 mm;
Flussrate 2,5 mL/min.

GROM (GRACE) Superspher RP-18, 100 A, 4 pum, 100x8 mm;
Vorsaule: Grom (Grace) Saphir Guard coulmn C18, 110 A, 5 um,

10x8 mm; Flussrate 2,5 mL/min.

Praparative HPLC Saulen

Saule 7

Saule 8
Saule 9

Jasco Kromasil (RP) C18, 100 A, 7 pum, 250x20 mm; Flussrate
17 mL/min.

Crom Superspher 100 C18, 4 pm, 100x20 mm; Flussrate 20 mL/min
MACHEREY-NAGEL Nucleodur 100-5 C18, 5 um, 50x16mm, Flussrate

20 mL/min.

Programme und Laufmittelsysteme fiir die HPLC

Programm 1

Programm 2

(Standard fiir Analytik und HPLC-MS): Laufmittelsystem Wasser (A)/
Methanol (B), jeweils mit 0.05 % Ameisensdure. Gradient: von 20 % auf
100 % B in 20 min, 10 min bei 100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min,
8 min bei 20 % B. UV-Detektion bei 208, 254, 280 und 400 nm.
Laufmittelsystem Wasser (A)/Methanol (B), jeweils mit 0,1 % TFA.
Gradient: von 20 % auf 100 % B in 25 min, 5 min bei 100 % B, von 100 %
auf 20 % B in 2 min, 8 min bei 20 % B. UV-Detektion bei 208, 280 und
400 nm.



MATERIAL UND METHODEN 32

Programme und Laufmittelsysteme fiir die HPLC Teil 2

Programm 3

Programm 4

Programm 5

Programm 6

Laufmittelsystem Wasser (A)/Acetonitril (B), Gradient: von 20 % auf
80 % B in 25 min; zum Spiilen von 80 % auf 100 % B in 3 min, 5 min bei
100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 5 min bei 20 % B. UV-Detektion
bei 208 bzw. 280 nm.

Laufmittelsystem Wasser (A)/Methanol (B), Gradient: von 20 % auf
70 % B in 20 min; zum Spiilen von 70 % auf 100 % B in 3 min, 5 min bei
100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 5 min bei 20 % B. UV-Detektion
bei 208 bzw. 280 nm.

Laufmittelsystem Wasser (A)/Methanol (B), jeweils 0.05 %
Ameisensaure. Gradient: von 5% auf 100 % B in 25 min, 5 min bei
100 % B, von 100 % auf 5 % B in 5 min, 5 min bei 5 % B. UV-Detektion
bei 400 nm.

Laufmittelsystem Wasser (A)/Methanol (B), jeweils 0.05 %
Ameisensadure. Gradient: von 5% auf 100 % B in 25 min, 5 min bei
100 % B, von 100 % auf 5 % B in 5 min, 5 min bei 5 % B. UV-Detektion
bei 400 nm.
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2.3  Mikrobiologische und Molekulargenetische Gerite & Analytik

2.3.1 Fermentationseinheiten

Die Fermentation der Streptomyceten erfolgte in Fliissigkulturen. Hierbei kamen neben

Erlenmeyerkolben auch unterschiedliche Fermenter zum Einsatz:

Bezeichnung Fiillvolumen Hersteller

300 mL Erlenmeyerkolben 50-75 mL SCHOTT

300 mL Erlenmeyerkolben mit drei ~ 50-75 mL SCHOTT

Schikanen

1 L Erlenmeyerkolben 250-300 mL SCHOTT

1 L Erlenmeyerkolben mit drei 250-300 mL SCHOTT

Schikanen

Biostat-B Fermenter 2,5 L BIOSTAT

Airlift Fermenter 10L UNIVERSITAT DORTMUND

2.3.2 Inkubatoren

Um die Inkubationsbedingungen verschiedener Fragestellungen konstant zu halten, wurden

im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Inkubatoren verwendet:

Bezeichnung Inkubation von Hersteller
Brutschrank Platten RUBARTH
Inkubationsschiittelschrank BS1, BS4 Fliissigkulturen B. BRAUN
Inkubationsschiittelschrank Certomat HK ~ Fliissigkulturen B. BRAUN
Klimaschrank mit Beleuchtungseinheit Bioassay MYTRON
Rundschiittler Certomat U, RM Fliissigkulturen B. BRAUN
Thermomixer Compact DNA-Extraktion EPPENDORF
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2.3.3 Zentrifugen

Bezeichnung HERSTELLER
Falcon-Zentrifuge mit Mikrotiterplattenrotor THERMO ELECTRON

Typ Heraeus Labofuge 400R CORPORATION WALTHAM
Tischzentrifuge 5415D EPPENDORF
Vakuumzentrifuge 5301 EPPENDORF
Vakuumzentrifuge RVC 2-25 MARTIN CHRIST
Zentrifuge Typ Hettich Universal 30 RF ANDREAS HETTICH
Zentrifugen 3K30, 4K10 und 4K15 SIGMA

2.34 Weitere Geritschaften

Bezeichnung Hersteller

Autoklav SYSTEC

Dunkelkammer mit UV-Lampe und Kamera, digitales VILBER LOURMAT
Darstellungssystem BioCaptMW

Epifluoreszenzmikroskop DM RB LEITZ

PCR-Haube VILBER LOURMAT
pH-Meter KNICK

Pipetten Labmate INTERNATIONAL LABMATE
real-time Thermocycler, i-cycler 96 BIORAD

Spannungsgerat PowerPac 300 BIORAD

Sterilbank HOLTEN LAMINAR AIR
Thermocycler gradient 96 EPPENDORF
Ultraschallbad, Sonorex RK 100 BANDELIN ELECTRONIC
Wasserbad BUCHI
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24  Reagenzien, Nihrmedien und organische Losungsmittel

24.1

Bezeichnung

ACE-Losung

Anilinblaul6sung

pH=9,8

Blankophorldsung

Chinosol W

DMSO
Kaliumhydroxid-
losung
Lysozym-Losung
Natriumchlorid
Natriumhypochlorit
PBS-Puffer

pH=74

TAE-Puffer
pH=38,0

Zusammensetzung
75 % (v/v) Ethanol (99 %)
25 % (v/v) Chloroform (99,8%)

0,15% (v/v) Trichloressigsaure (99,5 %)

0,05 % (m/v) Anilinblau (99 %)

67 mM Dikaliumhydrogenphosphat-
16sung (K2HPOs4) (99 %)

0,1 % (w/v) Blankophor (99 %)

10 % (v/v) Ethanol (99 %)
9-Hydroxychinolinsulfat + Calcium-
sulfat

99,5 % Dimethylsulfoxid

1 M Kaliumhydroxidlosung (85 %)

20 mg/ml Lysozym

Natriumchlorid

3 % (v/v) Natriumhypochlorit (13 %)
NaH:POs 2,07g/L

NaCl 5,84 g/L

Na2HPOs 12,06 g/L

Tris 145,37 g/L

EDTA 11,16 g/L

Eisessig 36,4 mL/L

Reagenzien, Losungen und organische Losungsmittel

Hersteller
ROTH
ROTH

MERCK

MERCK

BAYER
ROTH

HOCHST

APPLICHEM

MERCK

SIGMAALDRICH
ROTH

SIGMAALDRICH
SIGMAALDRICH
SIGMAALDRICH
SIGMAALDRICH
SIGMAALDRICH
SIGMAALDRICH

ROTH
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Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
TE-Puffer Tris 121,1g/L SIGMAALDRICH
pH=8,0 EDTA 3,72g/L SIGMAALDRICH
Borat 51,52 g/L SIGMAALDRICH
Zitronensaure Zitronensdure wasserfrei APPLICHEM

Fiir mikrobiologische und chemische Untersuchungen benétigte Losungsmittel wurden,
sofern nicht genauer angegeben, zuvor destilliert.

Bei ethylalkoholischen Losungsmitteln wurde, sofern nicht weiter erwahnt, auf 99 % Ethanol
+ MEK (ROTH, Karlsruhe) zurtick gegriffen.

Wassrige Verdiinnungen wurden, soweit nicht anders erwdhnt, mit demineralisiertem
Wasser durchgefiihrt. Fiir molekulargenetischen Arbeiten fanden analysenreine
Losungsmittel und Reinstwasser (MILLIPORE Milli-Q) Verwendung, welche zuvor im
Ultraschallbad (10-15 min) bzw. mittels Verdrangung durch Helium (5-10 min) entgast

wurden.

2.4.2 Nahrmedienbestandteile und Nahrmedien

2.4.2.1 Nihrmedienbestandteile

Die verwendeten Nahrmedienbestandteile wurden von folgenden Firmen bezogen:

Bezeichnung Hersteller

Agar Agar DIFCO

Bacto Nutrient Broth DIFCO
Caseinpepton MERCK
Cellobiose (98 %) ABCR
Cornsteep Powder MARCOR
D-Glucose ROTH

D-Mannit RIEDEL-DEHAEN

Fleischextrakt MERCK
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Bezeichnung

Glycerin wasserfrei

Haferkleie

Haferkorn (mit und ohne Spelze)
Hafermehl

Hefeextrakt

Leberextrakt

Malzextrakt

Sojamehl (fettarm — und vollfett)

Starke (aus Kartoffeln)

2.4.2.2 Nihrmedien

Hersteller

APPLICHEM

NEUFORM, ALNATURA

UNIVERSITAT GOTTINGEN, ALNATURA
NEUFORM, ALNATURA

OXxoID

MERCK

MERCK

HENSELWERK

ROTH

Fiir alle Nahrmedien wurde, sofern nicht anders angegeben, Leitungswasser verwendet und

der pH-Wert vor dem Autoklavieren mit 0,5 M Salzsaure bzw. 0,5 M Natronlauge eingestellt

(sofern angegeben). Zur Herstellung von Agarplatten wurden 20 g/l Agar zugesetzt. Alle

Nihrmedien wurden durch Autoklavieren (feuchte Hitze, 121 °C, 1 bar Uberdruck, 30 min)

sterilisiert.

Die folgenden Angaben beziehen sich auf ein Endvolumen von einem Liter:

Bezeichnung
Hafer (HF1)

Hafer (HF2)

Hafer (HF3)

Néihrmedienbestandteile
Hafermehl

Spurenelement-Losung ,Spur 11’

Haferkleie
Spurenelement-Losung ,Spur 11/

Haferkorn

Spurenelement-Losung ,Spur 11’

Mengenangabe je Liter
20¢g

2,5mL

pH=7,0

20¢g
2,5 mL
pH=7,0

20¢g
2,5mL
pH=7,0
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Bezeichnung
NL 1187

NL 1358

YMG, YMG+

SGG

MS Medium

Nihrmedienbestandteile
Starke

(NH4)2504

K2HPO4

MgSO4x7H:20

NaCl

CaCO:s

Spurenelement-Losung ,Spur 11°

Glycerin

Caseinpepton

K>HPO4

NaCl

MgSO.x 7 H.0
Spurenelement-Losung ,Spur 11/

Malzextrakt

Hefeextrakt

D-Glucose

YMG+ zusétzlich: CaCOs

D-Glucose

Glycerin

Starke aus Kartoffeln
Caseinpepton
CaCOs
Cornsteep-Powder
Hefeextrakt

NaCl

Murashige and Skoog medium

Sucrose

Mengenangabe je Liter

pH =5,8-6,0
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Bezeichnung
Medium S

SM-Medium

Spur 11
(Spurenelementlésung)

Nihrmedienbestandteile
Starke aus Kartoffeln
Glycerin

Caseinpepton
Hefeextrakt
Fleischextrakt
Leberextrakt

Natriumchlorid

Sojamehl (fettarm)

Mannit

CaCl2 x 2 H20
Fe(III)-citrat
MnSO4

ZnCl:

CuSOs« x5 H20
Na:B4O7 x 10 H20
Na:MoO: x 2 H20
CoCl2

Mengenangabe je Liter
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25 Versuchspﬂanzen (Anzucht, Pflanzenschutz, Sterilisation)

2.5.1 Weinrebe (Vitis vinifera L. cv ,Miiller-Thurgau’)

Fir Labor- und Gewachshausuntersuchungen wurde aus Kostengriinden unter-schiedliches

Pflanzenmaterial zur Anzucht verwendet:

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Versuchspflanzen und deren Herkunft fiir Labor- und

Gewadachshausversuche 2009

Bezeichnung Beschreibung, Herkunft

Zweiaugenstecklinge Vitis vinifera L. cv ,Miiller-Thurgau” (paraffiniert)
WEINGUT GERHARD LEISS, Weinsberg-Gellmersbach

Pfropfreben Vitis vinifera L. cv ,Miiller-Thurgau’ (paraffiniert), Unterlage 5BB
REBENVEREDLUNG WAGNER-ARNOLD, Gundelsheim

Pfropfreben Vitis vinifera L. cv ,Miiller-Thurgau’ (paraffiniert),

Unterlage Borner, FORSCHUNGSANSTALT GEISENHEIM

2.5.1.1 Pflanzenanzucht

Aus Vermehrungsanlagen wurden in den Wintermonaten zunachst einjdhrige Ruten der
Sorte ,Miiller-Thurgau’ geschnitten und spater zu Zweiaugenstecklingen eingekiirzt. Die
Lagerung der Stecklinge erfolgte bei -18°C. Fiir die Quellung der Stecklinge wurden diese
zunachst fiir 4 Stunden in Wasser gelegt. Die folgende Desinfektion erfolgte fiir 24 Stunden
in 0,5 % Chinosol W (m/v). Zur Anzucht wurden die Stecklinge paraffiniert und in
sandgefiillte Pikierschalen gesteckt. Sobald die Jungpflanzen eine ausreichende
Kallusschicht- bzw. Wurzelgewebe gebildet haben, wurden sie in Einheitserde (FRUHDORFER
Typ T25), Sand und Humus im Verhéltnis 2:1:1 umgetopft. Die Pfropfreben wurden
aufgrund des vorhandenen Wurzelballens mit demselben Erdengemisch direkt in Topfbeutel

gepflanzt.
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2.5.1.2 Kulturfiihrung

Alle Versuchspflanzen wurden im Gewdchshaus unter konstanten Bedingungen angezogen
(25 °C, 60-80 % relative Luftfeuchtigkeit). Um Tageslangen von durchschnittlich 16 Stunden
zu gewdhrleisten, erfolgte eine Zusatzbeleuchtung bei
10.000 Ix mittels Natrium-Dampfleuchten. Die Bewdsserung
erfolgte, je nach Bedarf manuell mit Weichwasser.

Nach zwei Wochen wurden die Pflanzen mit Rankhilfen
versehen und iiberzdhlige Triebe ausgebrochen. Ab der
vierten Standwoche konnten die Versuchspflanzen fiir
Gewdchshaus- und Laborversuche genutzt werden.

Aufgrund der starken Wuchskraft, speziell der Pfropfreben

wurde bei den Pflanzen ein regelmafsiger Riickschnitt
Abbildung 5: Pflanzenaufzucht durchgefiihrt. Dies verbesserte die Beliiftung der Laubwand
von Vitis vinifera L. Pfropfreben ynd erhohte die Nutzungsdauer der Pflanzen. Ab der

im Gewdchshaus

achten Woche erfolgte neben der iiblichen Bewasserung
eine wochentliche Diingung mit Hakaphos soft ultra 182:18 ( COMPO, Miinster) in einer
Konzentration von 0,2%. Aufgrund starken Befalls durch Echtem Mehltau (Uncinula necator)
und Krauselmilben (Calepitrimerus vitis Nal.), war es speziell in den Sommermonaten
notwendig, einen begleitenden chemischen Pflanzenschutz durchzufiihren.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Pflanzenschutzmittel, Wirkstoffe und Indikation im
Versuchsjahr 2009

Préaparat Wirkstoff Indikation, Konzentration
Netzschwefel Schwefel Echter Mehltau (0,5 %)

Vento Myclobutanil, Quinoxyfen  Echter Mehltau (0,25 %)

Prosper Spiroxamine Echter Mehltau (0,25 %)

Vertimec Abamecin Spinn- und Krauselmilben (0,025 %)
Kiron Fenpyroximat Spinn- und Kréduselmilben (0,15 %)
E 605 Parathion Spinn- und Krauselmilben (0,2 %)

Tamaron Methamidophos Tripse (0,15 %)
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2.5.2 Kartoffeln (Solanum tuberosum L. cv ,Krone’ und ,Cilena’)

Zu Beginn der Untersuchungen wurde zundchst anhand unterschiedlicher Kartoffelsorten
ein Bioassay zur Testung verschiedener phytopathogener Streptomyceten entwickelt. Hierbei
waren starke Sortenunterschiede zu erkennen. Diese bezogen sich in erster Linie auf die
Verarbeitung beim Bioassay, der Oxidierungsneigung sowie der Stabilitit des
Knollengewebes bei mehrtéagiger Inokulation.

Fiir die Laboruntersuchungen im Rahmen des Bioassays wurde auf die Sorte ,Krone’ zuriick
gegriffen, welche aus biologischem Anbau stammte. Die Knollen wurden von Herrn DR.
SVEN KEIL (LfL, Freising) zur Verfiigung gestellt.

Lediglich fiir die abschlieffende Fermentationskurve musste auf die Sorte ,Cilena’
zuriickgegriffen werden, welche ebenfalls aus 6kologischem Anbau stammte. Um den
Einfluss einer natiirlichen Schorfpopulation auf den Knollen auszuschlieffen wurden diese
zundchst griindlich gewaschen und auf Schorf bonitiert. Stark befallene Knollen wurden
aussortiert. Um den Einfluss natiirlichen Schorfes weiter zu minimieren, wurden nur innere

Bestandteile der Kartoffelknolle zur Untersuchung herangezogen.

2.5.2.1 Sterilisation von Kartoffelscheiben und Vorbereitung des Bioassays

Zu Beginn der Verarbeitung der Kartoffeln wurden diese griindlich unter flieSfendem Wasser
gewaschen und schadhafte Knollen, bzw. Knollen mit starkem Schorfbefall aussortiert. Im
Anschluss wurden die Kartoffeln fiir 1 Minute bei 80 °C im Wasserbad und anschliefiend fiir
2 Minuten in 70 % Ethanol oberflachenbehandelt. Die weitere Sterilisation erfolgte unter
sterilen Bedingungen. Hierbei wurden die Knollen in gleichmafliige 5 mm dicke Scheiben
geschnitten und runde, 25 mm im Durchmesser starke Scheiben ausgestanzt. Anschliefsend
wurden diese mittels Pinzette in 70 % Ethanol getaucht und in sterilem Leitungswasser
gewaschen. Die abschlieflende Inkubation in steriler 0,5 % Zitronensaure (m/v) erfolgte
ebenfalls als Tauchbad. Im Anschluss an die Sterilisation wurden die Kartoffelscheiben in
eckige Petrischalen (10x10 cm) gelegt, deren Boden mit 1 mm (J) sterilem Glasperlen
bedeckt war. Zur Oberflachentrocknung wurden die Petrischalen mit leicht gedffnetem

Deckel unter sterilen Bedingungen 30 Minuten stehen gelassen.
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2.5.3 Radieschen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’)

Bei der Sortenwahl der Radieschen wurde auf kommerziell erhaltliche Radieschensamen
zuriickgegriffen, welche keine Resistenz gegeniiber dem Kartoffelschorf aufweisen. In
Vorversuchen zeigte vor allem die Sorte ,Sora” die einheitlichste Keimungsrate und wurde

daher fiir den Bioassay herangezogen.

2.5.3.1 Sterilisation von Radieschensamen

Bei der Sterilisation der Samen wurde auf das Standardprotokoll (SPLIVALLO et al., 2009) zur
Sterilisation von Arabidopsis thaliana zuriick gegriffen und nur leicht modifiziert:

Zunachst wurden die Samen in ein 50 mL Reaktionsgefafs tiberfiihrt, mit 20 mL 70 % Ethanol
fiir zwei Minuten gewaschen und anschlieffend die alkoholische Losung entfernt. Im
Weiteren wurden 6 mL einer 3 % Natriumhypochloritldsung (v/v) zugegeben, diese mit
18 mL bidestilliertem Wasser verdiinnt und der Ansatz fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Entfernung der Desinfektionslosung wurden die Samen drei Mal mit
sterilem Leitungswasser gewaschen. Hierbei wurden an der Oberflache schwimmende
Samen entfernt. Das Leitungswasser wurde abschlieflend dekantiert und die Samen in eine
sterile Petrischale gegossen, mit Parafilm verschlossen und fiir 48 Stunden bei 4°C fertilisiert.

Die weitere Verarbeitung der Samen im Bioassay ist in Kapitel 2.10.6 naher beschrieben.

254 Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’)

Fiir die Untersuchungen mit Arabidopsis thaliana wurde auf einen Wildtyp ,Columbia Zero’

des Acker-Schmalwandes zurtickgegriffen.

2.5.4.1 Sterilisation von Acker-Schmalwandsamen

Bei der Sterilisation der Samen wurde auf das Standardprotokoll (SPLIVALLO et al., 2009) zur
Sterilisation von Arabidopsis thaliana verwendet.

Zunachst wurde die Samen in ein 15 mL Reaktionsgefafs tiberfiihrt, mit 5 mL 70 % Ethanol
fiir eine Minute gewaschen und anschlieffend die alkoholische Losung entfernt. Im

Anschluss wurden 3 mL einer 3 % Natriumhypochloritlosung (v/v) zugegeben, diese mit
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9mL bidestilliertem Wasser verdiinnt und der Ansatz fiir 20 bis 25 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernung der Desinfektionslosung wurden die Samen
drei Mal mit sterilem Leitungswasser gewaschen. Hierbei wurden an der Oberfldache
schwimmende Samen entfernt. Das Leitungswasser wurde abschlieffend dekantiert und die
Samen in eine sterile Petrischale mit Filterpapiereinlage gegossen, mit Parafilm verschlossen
und fiir 72 Stunden fertilisiert. Alternativ wurde der Samen nach dem Waschen mit 200 pL
sterilem Wasser aufgenommen und in 2 mL 0,12 % Wasseragar suspendiert.

Die weitere Verarbeitung der Samen im Bioassay ist in Kapitel 2.10.7 naher beschrieben.

2.6 Mikroorganismen (Inokulation und Stammhaltung)

2.6.1 Oomyceten
2.6.1.1 Inokulation und Vermehrung von Plasmopara viticola

Vorbereitung des Pflanzenmaterials und Inokulation

Als pflanzliches Vermehrungsmaterial zur Anzucht von P. viticola dienten Blatter von
Vitis vinifera L. cv ‘Miiller-Thurgau’. Die Blattentnahme erfolgte im Gewachshaus
ausschliefSlich aus dem oberen Teil der Pflanze (drittes bis siebtes entfaltetes Blatt unterhalb
der Triebspitze). Fiir den Transport wurden die Blatter in kaltes Leitungswasser gelegt.
Anschlieffend wurden die Blattstiele entfernt und verworfen. Zur Desinfektion wurde die
Blattspreite tropfnass mit 70 % Ethanol (v/v) bespriiht und anschlieffend dreimal mit
sterilem, demineralisiertem Wasser gewaschen. Fiir die anschliefende Inokulation mit P.
viticola wurden die Blatter jeweils mit der Blattunterseite nach oben auf zuvor praparierte
0,8 % Wasseragarplatte (m/v) in einer Petrischale (10x10 cm) gelegt (KOSSLER, 2006).

,Allen Versuchen liegt eine Population von Plasmopara viticola (BERK. & CURT) BERL. & DE
TONI, welche vom STAATLICHEN WEINBAUINSTITUT Freiburg isoliert wurde, als Inokulum
zugrunde. Zur Vermehrung des pathogenen Materials wurde das Inokulum in
demineralisiertem Wasser suspendiert und die Konzentration der Sporangienldsung mittels
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt” (KOSSLER, 2006). Durch Verdiinnung mit Wasser

wurde die Konzentration auf 10.000 Sporangien je Milliliter eingestellt.
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Im néchsten Schritt wurden auf die Rebblatter mehrere kleine Inokulationstropfen zu je 50
uL pro Tropfen auf die Blattunterseite abgesetzt. Nach einer Wartezeit von 10-20 Minuten
wurden die Blatter umgedreht um eine gleichmafsige Benetzung durch das Inokulum zu
erzielen. In Anschluss an die Keimungs- und Enzystierungsphase — mindestens vier Stunden
bei Dunkelheit, 25°C — wurden die Blatter umgedreht und zur ,Trocknung’ fiir 15-30
Minuten in der Sterilbank offen stehen gelassen. Zur Inkubation wurden die Petrischalen mit
Parafilm verschlossen und fiir vier Tage bei 25 °C und acht Stunden Dunkelheit pro Tag im

Klimaschrank (Beleuchtung: 4x40 W, ~ 40 cm Abstand) gelagert (KOSSLER, 2006).

Ernte des Vermehrungsmaterials

In Anschluss an die 4- tdgige Inkubationszeit wurden die gebildeten Sporangien mittels
Sporensauger ,geerntet’. Hierzu wurde durch den Deckel eines 1,5 mL Reaktionsgeféfses ein
diinnes HPLC-Tubing gesteckt, welcher an eine
Vakuumpumpe angeschlossen und innerhalb des
Gefafies mit einem luftdurchldssigen Elastan-Vlies
verschlossen war. Ein zweites Tube wurde ebenfalls
durch den Deckel des Gefdfles eingefiihrt. Das

Eppendorfgefaf3 diente somit als

,Staubsaugerbeutel’, wahrend das zweite Tube als
Abbildung 6: Sporangiennsauger mit
Eppendorffbeutel und stark sporulieren-
dem Rebblatt Blatt saugen konnte (KOSSLER, 2006). Die gesammelte

,Saugriissel’ diente, welcher die Sporangien vom

Sporangien wurde damit direkt in das Eppendorfgefafs iiberfithrt. Zur Lagerung wurde das
mit Sporangien gefiillte Gefafd mit Parafilm verschlossen und im Gefrierschrank bei -18 °C

gelagert.
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2.6.2 Streptomyceten

Fir die Labor- und Klimakammeruntersuchungen wurden verschiedene Streptomyceten

unterschiedlicher Herkunft verwendet:

Tabelle 3: Ubersicht iiber verwendete Streptomyceten-Stimme

Bezeichnung Bezug

Streptomyces bottropensis Dra 17 IOBC, Georg-August-Universitat Gottingen
Streptomyces bottropensis DSMZ 40800 DSMZ, Braunschweig

Streptomyces bottropensis DSMZ 40262 DSMZ, Braunschweig

Streptomyces scabies 123 DNPW, Universitat Gottingen

Streptomyces scabies 124 DNPW, Universitat Gottingen

Streptomyces scabies 1/3 DNPW, Universitat Gottingen

2.6.2.1 Stammerhaltung

Zur kurzzeitigen Stammerhaltung das Medium YMG + Calcium in Petrischalen. Die
Inokulation erfolgte durch Ausstreichen der Sporen mittels ausgeglithter Impfose. Im
Anschluss an die Inokulation wurden die Platten bei 28 °C fiir 7 bis 10 Tage bei Dunkelheit
inkubiert. Zur weiteren Lagerung wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und sind bei

4 °C im Kiihlschrank fiir mehrere Wochen lagerfahig.

2.6.2.2 Langzeiteinlagerung

Glycerineinlagerung

Fiir langerfristige Einlagerungen wurden 100 mL einer sterilen YMG- Fliissigkultur mit 1 cm?
einer gut  bewachsenen  Agarplatte inokuliert und fiir 48  Stunden
(28 °C, 220 rpm, Dunkelheit) inkubiert. Im Vorfeld wurde 1 mL Glycerin in ein 2 mL
Kryorohrchen pipettiert, verschlossen und autoklaviert. Nach der Inkubation wurde 1 mL
der stark bewachsenen Streptomyceten-Kultur steril zu dem Glycerin pipettiert, gemischt
und anschliefend in fliissigen Stickstoff eingefroren. Die weitere Lagerung erfolgte

wahlweise bei -75 °C bzw. -18 °C. Die gefrorenen Proben konnen so fiir mehrere Monate
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gelagert werden. Vor Verwendung der Glycerineinlagerungen wurden diese langsam im

Kiihlschrank aufgetaut.

Einlagerung in fliissigem Stickstoff

Fiir Dauereinlagerungen wurde aus einer stark bewachsenen Agarplatte (YMG + Calcium)
mehrfach mit einem sterilen PVC-Halm eingestochen und somit pathogenes Material
aufgenommen. Anschliefend wurden die Enden des PVC-Rohrchens mit einer heifsen
Pinzette verschlossen und in einen weiteren Strohhalm geschoben. Dieser wurde mit einem
Bleigewicht versehen und ebenfalls an den Enden verschlossen. Der gesamte Ansatz wurde
abschliefsend in fliissigem Stickstoff gelagert. Die so gelagerten Proben sind fiir mehrere

Jahre haltbar.

Gefriertrocknung

Eine weitere Moglichkeit der Dauereinlagerung von Mikroorganismen ist die
Gefriertrocknung mit anschlieflender

,Verglasung” unter Vakuum. Hierzu
Auleres Réhrchen

isoliermaterial (Glaswolle) wird eine stark bewachsene Kultur

Inneres Réhrchen (YMG Medium) zentrifugiert und der

8 listopf 2
aumwaolistopten Uberstand dekantiert. Im Folgenden

Gefriergetrocknetes Pellet

Baumwallwatte wird das Mycel mehrmals unter

Silicagel o Kiihlung mit TE-Puffer gewaschen und
(mit blauem oder rotem Feuchtigkeitsindikator)

Abbildung 7: Unter Vakuum  verschlossene schlielich in ﬂﬁssigem Stickstoff

Doppelampulle zur Langzeitlagerung von eingefroren. Das gefrorene Mycel wird
Mik i DSMZ, 2009 . . .

ikroorganismen ( ) anschlieffend gefriergetrocknet. Um die
Probe langfristig von Umwelteinfliissen abzuschirmen wird das Mycel zu einem Pellet

gepresst und analog zu Abbildung 7 verglast.
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2.6.2.3 Medienwahl zur Fermentation phytopathogener Streptomyceten

Bei der Fermentation von Mikroorganismen spielt die Wahl der Kultivierungsparameter,
speziell beim Metabolitenspektrum, eine entscheidende Rolle. Verschiedene Unter-
suchungen haben gezeigt, dass durch Variation der Kultivierungsparameter bei begabten
Sekundarstoffproduzenten die Bildung von Metaboliten induziert werden kann (OSMAC:
One Strain Many Compounds) (BODE et al., 2002).

Die Fermentation der Streptomyceten erfolgte in Fliissigkulturen. Bei der Wahl des Mediums
sowie den Fermentationsbedingungen konnte teilweise auf Vorarbeiten von OLIVER

WAGNER, JAN VON FRIELING sowie FRANK SURUP zuriickgegriffen werden:

Tabelle 4: Beispiel fiir die erfolgreiche Anwendung des OSMAC-Verfahrens an Streptomyces
bottropensis Dra 17 bei der Wahl der geeigneten Fermentationsmedien (BITZER, 2005)

Stamm Vorkultur Hauptkultur =~ Metaboliten

Streptomyces bottropensis Dra 17 Hafer Hafer Thaxtomin A

Streptomyces bottropensis Dra 17 SGG Medium S Iromycin A,
Iromycin B

2.6.2.4 Fermentation von phytopathogenen Streptomyceten

Vorkulturen: Die Fermentation der Vorkulturen erfolgte im 300 mL Erlenmeyerkolben mit
drei Schikanen. Die Kolben wurden mit 100 mL Medium gefiillt, autoklaviert und wurden
anschliefSend mit einer 1 cm? grofien, gut bewachsenen Agarplatte inokuliert. Die Inkubation
der Kulturen erfolgte im Inkubationsschiittelschrank fiir 48 Stunden (220 rpm, 28 °C und
Dunkelheit).

Die weitere Fermentation in einer Hauptkultur wurde wahlweise in Fermentern bzw. erneut

in Erlenmeyerkolben durchgefiihrt:

Erlenmeyerkolben: Die Fermentation erfolgte je nach Mafsstab des Fermentationsansatzes in,

300 mL bzw. 1000 mL Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen. Die Kolben wurden mit 100 mL
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bzw. 300 mL Medium gefiillt, autoklaviert und mit 5 % Vorkultur, bemessen am
Fillvolumen der Hauptkultur, inokuliert. Die Inkubation erfolgte im

Inkubationsschiittelschrank fiir 72 Stunden (220 rpm, 28 °C und Dunkelheit).

BIOSTAT-B-Fermenter: Im 2,0 L BIOSTAT-B-Fermentergefafs wurden 1800 mL Medium mit

einigen Tropfen 10 % Niaxlosung (10ml Niax + 90 mL 70 % Ethanol) autoklaviert. Die
Inokulation erfolgte mit 7,5 % Vorkultur, bemessen am Volumen der Hauptkultur. Die
Fermentation wurde bei 28 °C, 500 U/min sowie einer Beliiftung von 3,2 L/min durchgefiihrt.
Der pH-Wertes wurde durch automatische Zugabe von Zitronensaure bzw. Natronlauge bei

Uberschreitung der pH-Grenzen von 5,5 und 7,5 korrigiert.

AIRLIFT-Fermenter: Zur Kultivierung im AIRLIFT-Fermenter wurden 9,2 L Medium sowie 3

mL Niaxlosung (10ml Niax + 90 mL 70 % Ethanol) autoklaviert. Die Inokulation erfolgte mit
10 % Vorkultur, bemessen am Volumen der Hauptkultur. Die Fermentation erfolgte bei 28
°C, 5 bar Uberdruck und einer Beliiftung von 5 vvm. Auf eine Regulierung des pH-Wertes

wurde verzichtet.

Die weitere Aufarbeitung der Fermentationsansatze wird im Kapitel , Versuchssubstanzen”

ndher dargestellt.
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2.7 Versuchssubstanzen

2.7.1 Pflanzenextrakte

Das verwendete Pflanzenmaterial wurde als geschnittene Trockenware vom KRAUTERHAUS
HACKENBERG in Diisseldorf bezogen. Aus Griinden der ,Verschreibungspflicht’ von
bioaktiven Teedrogen wurde die zerkleinerte Faulbaumrinde bei der ROSENAPOTHEKE in

Gottingen bestellt.

Tabelle 5: Familienname, Artenliste und verwendete Pflanzenteile zur Extraktherstellung

Familie lat. Bezeichnung dt. Bezeichnung

Araliaceae (Efeugewachse) Hedera helix Efeu Hedera folium

Fagaceae (Buchengewaéchse) Quercus petraea Eiche Quercus cortex

Lamiaceae (Lippenbliitler) Salvia officinalis Salbei Salvia folium
Rosmarinus Rosmarin Rosmarinus folium
officinalis

Primulaceae (Primelgewdchse)  Primula officinalis Schliisselblume  Primula radix

Rhamneceae Rhamnus frangula Faulbaum Rhamnus cortex

(Kreuzdorngewdchse)

Salicaceae (Weidengewachse) Salix ssp. Weide Salix cortex

2.7.1.1 Extraktionsverfahren

Die Extraktion der Pflanzenteile erfolgte, ahnlich der Herstellung eines ,Teeaufgusses’, durch
Zugabe verschiedener Losungsmittel. Unterscheidungskriterien waren neben der Wahl des
Losungsmittels, die Extraktionstemperatur, die Extraktionsdauer sowie die weitere
Behandlung im Ultraschallbad:

Bei allen Versuchsansdtzen wurden 30 g pflanzlicher Trockensubstanz in einen 1000 mL
Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 300 mL Losungsmittel versetzt. Die weitere
Verfahrensweise wird in Tabelle 6 ersichtlich. Im Anschluss wurde der Ansatz durch eine
Vakuumnutsche mit Vlieseinlage filtriert und gefriergetrocknet. Das erhaltene

Pflanzengranulat wurde eingewogen und die Substanzmenge anhand des Gewichtes
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miteinander verglichen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die getrockneten Extrakte

bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert.

Tabelle 6: Extraktionsverfahren zur Herstellung von Pflanzenextrakten

Loésungsmittel rpm Temperatur Extraktionsdauer Ultraschallbad
Wasser 180 60 °C 72h nein

20 % Ethanol (v/v) 180 60 °C 72 h nein

Aceton 180 RT 4h 10 min
Ethanol 180 RT 4h 10 min
Methanol 180 RT 4h 10 min

Aceton : Methanol 180 RT 4h 10 min

(1:1) (v/v)

20 % Ethanol (v/v) + 180 40°C 4h nein

Aceton : Methanol 0 RT 20 Minuten 10 Minuten

(1:1) (v/v)
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2.7.2 Sekundirmetaboliten phytopathogener Streptomyceten

2.7.2.1 Isolierung von Thaxtominen

Bei der Isolierung von Thaxtominen wurde zundchst Celite-Pulver mit Wasser
aufgeschlammt und durch eine Vakuumnutsche mit Filtereinsatz filtriert. Der entstandene
Celitekuchen diente hierbei als zusédtzliche Filterschicht. Im Weiteren wurde der
Fermentationsansatz ebenfalls mit Celitepulver vermischt und durch die Celitefilterschicht
mittels Vakuum filtriert. Die entstandenen zwei Komponenten — Kulturfiltrat und Mycel

(vermischt mit Celite) wurden zundchst voneinander getrennt bearbeitet:

Kulturfiltrat: Der pH-Wert des Kulturfiltates wurde auf einen Wert von 5,0 mittels
verdiinnter Salzsdure korrigiert. Anschliefend wurde das Filtrat drei Mal mit einem
Uberschuss an Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde im Vakuum eingeengt.

Mycel: Das Celite-Mycelgemisch wurde in Methanol/Aceton 1:1 resuspendiert und fiir 20
Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Die Suspension wurde dann mittels Faltenfilter oder
Vakuumnutsche mit Filtereinlage getrennt und die organische Phase im Vakuum eingeengt.
Im Weiteren wurden sowohl das Kulturfiltrat sowie das Mycelextrakt vereinigt und

chromatographisch aufgereinigt.

Kulturfiltrat und Mycel: Die chromatographische Aufreinigung erfolgte zundchst durch
FlashChromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 73 — 11 bzw.
Cyclohexan/Essigester/Methanol =~ 10:5:1). Der Erfolg der Trennung wurde im
Diinnschichtchromatogramm  kontrolliert. FEine weitere Trennung erfolgte mittels
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 mit Methanol als mobiler Phase.

Die abschliefende Aufreinigung der Thaxtomine wurde mit Hilfe von Mitteldruck-
chromatographie (Methanol/Wasser 7:3 — 9:1) bzw. préaparativer HPLC (Programm 5 oder 6,
Saule 9 oder 10) durchgefiihrt.
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2.7.2.2 Isolierung von Iromycinen

Die Vorbehandlung mit Celite-Pulver erfolgte bei der Isolation von Iromycinen analog zur
Aufreinigung der Thaxtomine. Das erhaltene Kulturfiltrat sowie das Celite-Mycelgemisch

wurden unabhéngig voneinander aufgearbeitet:

Kulturfiltrat: Der pH-Wert des Kulturfiltat wurde zunachst auf einen Wert von 5,0 mittels
verdiinnter Salzsdure korrigiert. Anschliefend wurde das Filtrat drei Mal mit einem
Uberschuss an Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und im
Vakuum eingeengt. Die chromatographische Aufreinigung der Essigester-Extrakte erfolgte
zundchst durch FlashChromatographie an Kieselgel (Chloroform/Methanol 9:1 — 3:1 bzw.
Cyclohexan/Essigester/Methanol ~ 10:5:1). Der Erfolg der Trennung wurde im
Diinnschichtchromatogramm  kontrolliert. Eine weitere Trennung erfolgte mittels
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 mit Methanol als mobiler Phase.

Die  abschlieffende  Aufreinigung der Iromycine wurde mit Hilfe von
Mitteldruckchromatographie (Methanol/Wasser 7:3 — 9:1) bzw. praparativer HPLC

(Programm 3 oder 4, Sdule 9 oder 10) durchgefiihrt.

Mycel: Das Celite-Mycelgemisch wurde zunéchst in Methanol/Aceton 1:1 resuspendiert und
fiir 20 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Die Suspension wurde dann mittels Faltenfilter
oder Vakuumnutsche mit Filtereinlage getrennt und die organische Phase im Vakuum
eingeengt. Die weitere chromatographische Aufreinigung des Mycelextraktes erfolgte analog

zum Kulturfiltrat.
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OH 17

Abbildung 8: Strukturformeln von Iromycin A (oben links), Iromycin B (oben rechts) und

Thaxtomin A (unten)

2.7.2.3 Uberpriifung des Isolationserfolges mittels chemischer Analytik

Die Uberpriifung des Isolationserfolges von Iromycinen und Thaxtominen erfolgte durch die
in Kapitel 2.1 angegebene chemische Analytik.

Die Struktur wurde in erster Linie anhand von NMR-Spektroskopie (*C-NMR-Spektren, 'H-
NMR-Spektren, 2D-NMR-Spektren) abgesichert, die Uberpriifung der exakten Masse
erfolgte anhand von Massenspektren (HR-ESI-MS, ESI-MS). Auf eine eingehende
Darstellung der Probenvorbereitung sowie der Darstellung der dabei eingesetzten

Reagenzien soll an dieser Stelle verzichtet werden.
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Fermentationsansatz

Mycel

Extraktion mit
Aceton/Methanol 1:1 und
Ultraschall

Kulturfiltrat

Extraktion mit
Essigsdureethylester

FlashChromatographie FlashChromatographie
an Kieselgel an Kieselgel

Chloroform/Methanol 9:1 — 1:1 Chloroform/Methanol 9:1 — 1:1

bzw. Cyclohexan/Essigester/Methanol bzw. Cyclohexan/Essigester/Methanol
! 10:5:1 ! 10:5:1

Gelchromatographie Gelchromatographie
(Sepahdex LH 20) (Seophadex LH20)

Methanol ; Methanol

Mitteldruckchromatographie Mitteldruckchromatographie
Methanol /Wasser Methanol/Wasser
7:3 —9:1 7:3 —9:1

praparative oder praparative oder
emipraparative HPLC emipraparative HPLC

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Isolierung von Iromycinen aus einem Fermentations-
ansatz des Bakteriums Streptomyces spp. Die Grofle der Saulen bei der Chromatographie an Kieselgel

richtete sich nach der Substanzmenge der Rohprodukte.
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28  Methoden zur Testung der Wirkung von Pflanzenextrakten auf

die Entwicklung von Plasmopara viticola

Grundlage des Bioassays, welcher bereits im Rahmen der Magisterarbeit (KOSSLER, 2006)
entwickelt wurde, sind verschiedene Untersuchungen, welche sich an dem
Entwicklungszyklus von Plasmopara viticola orientieren. Das Augenmerk fiel dabei auf die
einzelnen Stadien der ungeschlechtlichen Vermehrung, welche im Freiland mafigeblich die
Epidemiologie beeinflusst. Hier dargestellte Methoden stellen Weiterentwicklungen sowie

Optimierung des 2006 erstellten Bioassays dar.

2.8.1 Vorbereitung des Pflanzenmaterials

Analog der Vermehrung des pathogenen Materials (2.6.1.1) verhielt sich auch die Infektion
von Blattscheiben. Hierfiir wurden Blatter geerntet, desinfiziert und Blattscheiben mit einem

Durchmesser von 17 mm ausgestanzt.

2.8.2 Verdiinnung und Applikation der Pflanzenextrakte

Um die Extrakte auf das Pflanzenmaterial aufzubringen, war es notwendig die einzelnen
Praparate in wassriger Losung vorzulegen. Hierzu wurde das aus der Gefriertrockung
erhaltende Pulver auf die entsprechende Konzentration mit Leitungswasser verdiinnt. Da
nicht alle Bestandteile der Extrakte wasserloslich waren, wurde zunachst in Vorversuchen
der Unterschied zwischen Extraktlosung, Extraktsediment und Rohextrakt ermittelt. Fiir das
Rohextrakt wurde hierzu das Extraktpulvers mit 500 uL Dimethylsulfoxid aufgenommen
und mit Leitungswasser auf die Zielkonzentration (3 % Trockensubstanz (TS)) eingestellt.

Die Applikation der Versuchssubstanzen erfolgte als Tauchbad. Hierbei wurden die zuvor
sterilisierten Blattscheiben kurz in das Pflanzenextrakt eingetaucht, abgeklopft und zur
Trocknung wieder auf die Wasseragarplatten zuriickgelegt. Terminbezogen erfolgte die

Applikation protektiv vor der Inokulation (KOSSLER, 2006).
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2.8.3 Inokulation von Blattscheiben

Die Inokulation der Blattscheiben erfolgte analog zur Infektion des Vermehrungsmaterials
mittels Inokulationstropfen (~ 80 uL pro Tropfen und Blattscheibe, zentral aufgetragen,
10.000 Sporangien je mL). Die Petrischalen mit den inokulierten Blattscheiben wurden mit
Parafilm abgedichtet und fiir 16 Stunden bei konstanten Bedingungen im Klimaschrank
(25 °C, 8 Stunden Dunkelheit; Beleuchtung: 4x40 W, 40 cm Abstand) inkubiert. Im Weiteren
wurde der Inokulationstropfen steril abgenommen wund unter entsprechenden

Versuchsbedingungen weiter inkubiert (KOSSLER, 2006).

2.8.4 Sporulationsintensitit

Bei den Untersuchungen zur Sporulationsintensitit auf dem Wirtsgewebe wurden die
Blattscheiben protektiv mit den Pflanzenextrakten behandelt.

Hierzu wurden die Proben 48 Stunden vor der Inokulation in die entsprechend verdiinnten
Pflanzenextrakte eingetaucht und ,getrocknet’. Im Anschluss an die Inokulationszeit wurden
jeweils vier Blattscheiben pro Priifsubstanz visuell auf die Befallsstirke bonitiert. Hierbei
wurde das Boniturschema aus Abbildung 10 zu Grunde gelegt (KOSSLER, 2006).

Die erhobenen Daten wurden gemittelt statistisch ausgewertet und die Befallsstarke
errechnet. Zur Kontrolle der visullen Boniturergebnisse wurden dieselben Blattscheiben
mittels Pinzette in jeweils ein Eppendorfgefafs tiberfiithrt. Unter Zugabe von 1 mL Wasser
wurde das Gefafs fiir 30 Sekunden gevortext. AnschlieSend wurde die Blattscheibe entfernt,
das Eppendorfgefafs nochmals kurz gevortext um die geldsten Sporangien gleichmafig zu
verteilen. Die Auswertung der gebildeten Sporangienzahl je Milliliter erfolgte mittels Fuchs-

Rosenthal-Zahlkammer (KOSSLER, 2006).
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Abbildung 10: Boniturschema fiir ausgestanzte Blattscheiben (links) und
fiir Blétter (rechts) der Rebsorte Miiller-Thurgau. Die dunklen Bereiche
entsprechen der von Sporangientrigern bedeckten Fldche der
Blattunterseite (Abbildung: TILCHER, 1995).

2.85 Real-Time PCR Untersuchungen zur Biomassenbestimmung von
Plasmopara viticola im Wirtsgewebe

Neben der Untersuchung der Sporulation von P. viticola mittels visueller Bonitur der

Blattscheiben sowie dem Auszdhlen der abgeschwammten Sporen, sollen die Ergebnisse der

quantitativen Real-Time PCR zusitzliche Aufschliisse {iiber die Auswirkungen der

Pflanzenextrakte auf die Entwicklung von P. viticola im Inneren des Rebblattes liefern. Ferner

ist es anhand der Untersuchungsergebnisse ebenfalls moglich, bisherige Resultate

quantitativ abzusichern.

2.8.5.1 DNA-Extraktion aus Sporangien von P. viticola als Standard fiir die
Real-Time PCR

Die DNA-Extraktion aus Sporangien von Plasmopara viticola erfolgte auf einer CTAB

basierenden Methode. Hierbei wurden 100 mg Sporenmaterial zundchst mittels fiinf

Wolframcarbid-Kugeln in der Kugelmiihle fiir zehn Minuten physikalisch aufgeschlossen.
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Dem Ansatz wurden je 1 mL CTAB Puffer, 2 pL Mercaptoethanol sowie 1 uL Proteinase K
zugegeben. Die Proben wurden fiir je 10 Minuten im Thermomixer bei 42 °C und spater bei
65°C und 150 rpm inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurden 800 uL
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugefiigt, kurz gemischt und fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. Aus
dem entstandenen dreiphasigen System wurden 750 uL der oberen Phase entnommen und
in ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt. Die 20 miniitige Fallung der DNA erfolgte mit 210 uL
Polyethylenglycol (PEG) bei Raumtemperatur. Anschlieflend wurde der Reaktionsansatz fiir
15 Minuten bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 200 pL 70 % Ethanol gewaschen. Im Weiteren wurde die Probe erneut fiir 5
Minuten bei 15.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet bei 30 °C in
der Vakuumzentrifuge getrocknet. Abschlieffend wurde das Pellet mit 100 uL TE-Puffer
resuspendiert und bis zur vollstindigen Losung fiir 12 Stunden bei 4 °C im Kiihlschrank
gelagert. Vor der weiteren Verwendung in der PCR wurde die in TE-Puffer aufgenommene
DNA fiir zwei bis vier Stunden im Wasserbad bei 42 °C inkubiert.

Zur weiteren Aufreinigung der DNA fiir die PCR wurde auf das ,High Pure PCR Template
Preparation Kit" (ROCHE Applied Science) zuriick gegriffen und das Protokoll leicht
modifiziert: Hierbei wurden der gelosten DNA 100 pL bidestilliertes Wasser und 25 pL
Proteinase K zugesetzt. Die Proben wurden bei 50 °C fiir 10 Minuten im Thermoshaker (150
rpm) inkubiert. Im nédchsten Schritt wurde der Ansatz fiir 1 min bei 15.000 rpm zentrifugiert,
der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefafl pipettiert und mit 4 uL aktivierter RNAse-A-
Losung (100 mg/mL) versetzt. Nach kurzer Durchmischung erfolgte eine erneute Inkubation
bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten. Dem Ansatz wurden 400 puL ,Bindingbuffer’ zugegeben
und die Proben durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Der Ansatz wurde durch ein
Spinfilter zentrifugiert (2 min, 10.000 rpm) und dieser anschliefend in ein neues
Receivertube gesetzt. Im Folgenden wurde abwechselnd ,Waschlosung A’ (500 uL),
zugegeben, zentrifugiert und erneut ,Waschlosung B* (750 uL) zupipettiert. Nach erneutem
Wechsel des Receivertubes und weiterer Zentrifugation wurde das Spin in ein neues Tube

gesetzt und 100 pL Eluierungspuffer in die Mitte des Spin Filters pipettiert. Nach einer 3
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miniitigen Inkubation wurde der Ansatz abschlieffend bei 6.000 rpm zentrifugiert und zur

weiteren Verwendung eingefroren.

2.8.5.2 DNA-Quantifizierung mittels UV/VIS Spektralphotometer

Um eine Quantifizierung mittels Real-Time PCR realisieren zu konnen, musste zunachst aus
der Sporangien-DNA eine Standardreihe hergestellt werden. Hierzu wurde die
Konzentration der extrahierten DNA mittels Nanodrop 2000c bestimmt und auf 5 pg/uL
eingestellt. Im Anschluss wurde die DNA mehrfach in 1:10 Stufen mit bidestilliertem Wasser
verdiinnt. Abschlieffend wurden die Verdiinnungsstufen bis zur Detektionsgrenze, ebenfalls

mittels Nanodrop 2000c verifiziert.

2.8.5.3 Inokulation und Probenaufbereitung

Die Inokulation der Blattscheiben erfolgte analog zur Probenvorbereitung bei den
Untersuchungen zum Sporulationsintensitat. Hierzu wurden je Priifextrakt insgesamt 16
Blattscheiben 48 Stunden vor Inokulation protektiv behandelt. Im Anschluss an eine 4-tagige
Inkubation wurden fiir jede Priifvariante jeweils vier Blattscheiben in vier Petrischalen gelegt
und fiir 12 Stunden eingefroren. Die Blattscheiben wurden in gefrorenem Zustand fiir 48
Stunden gefriergetrocknet und in 2 mL Reaktionsgefdafse iiberfiihrt. Zusammen mit fiinf
Wolframcarbid-Kugeln wurden die Blattscheiben in der Kugelmiihle fiir 10 Minuten
gemahlen. Zur anschlieffenden DNA-Extraktion wurden je Priifvariante (n=4) jeweils 200 mg

in ein frisches Reaktionsgefafs eingewogen und bei -28 °C gelagert.

2.8.5.4 Gesamt-DNA-Extraktion von P. viticola aus Rebblittern

Fiir die Etablierung einer spezifischen Real-Time PCR Methode fiir Plasmopara viticola wurde
die Gesamt-DNA der einzelnen Prifvarianten, auf einer ebenfalls CTAB basierenden
Methode der DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial, isoliert (BRANDFASS & KARLOVSKY,
2006). Hierfiir wurden 200 mg gefriergetrocknete inokulierte Blattscheiben in ein
Reaktionbsgefafs eingewogen. Die weitere DNA Isolation erfolgte analog zur DNA-

Extraktion aus Sporangien (Kapitel 2.8.5.1).
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2.8.5.5 Gelelektrophorese

Die Kontrolle der Konzentration sowie der Qualitiat der isolierten DNA erfolgte mittels
Gelelektrophorese. Auf ein 0,8 % Agarosegel wurden je 4 uL Probe mit 2 puL
Beschwerungspuffer aufgetragen. Zusatzlich wurde 1 pL.  -Phagen-DNA (25 ng/uL) mit
2 uL Beschwerungspuffer als Groflenmafsstab aufgetragen. Die Spannung betrug 4 V cm!
bei einer Laufzeit von 60 Minuten. Die Anfarbung des Agarosegels erfolgte fiir 10 Minuten
in Ethidiumbromid (2 mg/L). Nach weiteren 10 Minuten im Wasserbad wurden das Gel in
einer Dunkelkammer unter UV-Licht sowie einem digitalen Darstellungssystem

dokumentiert.

2.8.5.6 Spezifikationen zur Real-Time PCR Methode fiir Plasmopara viticola

Fiir die Quantifizierung der Oomyceten Biomasse in Rebblattern wurden die spezifischen
Primer KP-PV-III-fow und KP-PV-Ill-rev, welche von VALSESIA et al. (2005) abgeleitet
wurden, verwendet. Diese wurden auf Basis der IST 1 von 30 verschiedenen Oomyceten
abgeleitet. Fiir die Real-Time PCR mit anschlieflender Schmelzkurvenanalyse wurde das
Reaktionsgemisch sowie das Protokoll von VALSESIA et al. (2005) verwendet und den
Spezifikationen der verwendeten Gerdte angepasst. Fiir die Standardreihe wurde
aufgereinigte DNA von Plasmopara viticola in TE-Puffer mehrfach verdiinnt und in den DNA-

Mengen 5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg und 50 fg je Reaktionsansatz eingesetzt.
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Tabelle 7: Reaktionsgemisch zur Untersuchung der Biomasse von Plasmopara viticola aus Rebblattern

mittels quantitativer real-time-PCR

Bezeichnung Konzentration Endkonzentration
NH4 Reaktionspuffer, BIOLINE 10x 1x
Magnesiumchlorid, BIOLINE 50 mM 2 mM

dNTP, BIOLINE 2,5 mM 150 uM

Primer KP-PV-III-fow. 10 uM 0,5 uM

Primer KP-PV-IIl-rev. 10 uM 0,5 uM
Fluorescein 1 uM 10 n;

SybrGreen Mol Probes 10x 0,1x

BioTaq DNA Polymerase, BIOLINE 5 U/uL 05U

Target DNA 1 uL

Tabelle 8: Protokoll der quantitativen Bestimmung der Biomasse von P. viticola in Rebblattern mittels
Real-Time PCR

Cycle Bezeichnung Temperatur Minuten
Cycle1l initiale Denaturierung 94 °C 2:30
Cycle2  Denaturierung 94 °C 0:30
45x Hybridisierung 64 °C 1:00
Elongation 72°C 0:30
Cycle3 finale Elongation 72°C 10:00
Cycle4  Denaturierung (Schmelzkurve) 95°C 1:00
Cycle5  Abkiihlung (Schmelzkurve) 55°C 1:00
Cycle6  Schmelzkurve 65 °C — 100°C 0:20
70 x 0,5 °C Steps

Cycle 7 15°C HOLD
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2.9 Fiitterungsversuche an phytopathogenen Streptomyceten

2.9.1 Fiitterung von NOS-Inhibitoren bei S. bottropensis Dra 17

Zur Kontrolle der inhibitorischen Effekte von Iromycin A wurden in eine Fliissigkultur von
Streptomyces bottropensis Dra 17 unterschiedliche Mengen an Iromycin A zugefiittert. Da
Iromycin A eine bekannte inhibitorische Aktivitit gegeniiber humaner NO-Synthasen
aufweist (SURUP, 2007), wurde die Hypothese aufgestellt, dass somit auch Effekte auf die
Thaxtomin A Produktion zu vermuten sind. Hintergrund dieser Hypothese belegen
Biosynthesestudien zu Thaxtomin A, welche eine Beteiligung einer NO-Synthase
beschreiben. Als Positivkontrolle dienten die bekannten NO-Synthaseinhibitoren N-Nitro-L-

Arginin (NMA) und N-Methyl-L-Arginin (NMMA).

OH
NH
H Nﬁ/ H.N

2 2

OH
NH,
NH
\V\ Abbildung 11: Strukturformeln von

+ NH NH N-Nitro-L-Arginin (NNA) (links)und

O,N H,C N-Methyl-L-Arginin (NMA) (rechts)

2.9.1.1 Optimierung der Medien zur Thaxtomin A Produktion

Zur Optimierung der Thaxtominproduktion wurde zunachst versucht, die Produktion des
Phytotoxins Thaxtomin A in verschiedenen Medien zu optimieren: Hierzu wurden vier 1000
mL Erlenmeyerkolben mit Schikane, durch 20 mL einer Streptomyces bottropensis Dra 17 SGG
Vorkultur inokuliert. Als Nahrmedien dienten neben dem Hafer zusétzlich YMG-Medium
sowie die Medien 1157S und 1358. Die Inkubation erfolgte iiber 72 Stunden bei 28°C, 250
rpm und Dunkelheit. Zur Aufbereitung wurden zunachst Kulturfiltrat und Mycel der
einzelnen Proben durch Zentrifugation voneinander getrennt. Das Filtrat wurde {iber XAD-

16 extrahiert und spéter mit Methanol eluiert,
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Tabelle 9: Eingesetzte Medien zur Optimierung der Thaxtomin A-Produktion an S. bottropensis Dra 17

Stamm Medium Medium Kolbengrofie/
Vorkultur Hauptkultur  Fiillmenge
Streptomyces bottropensis Dra 17 SGG Hafer 1000mL/ 200 mL
Streptomyces bottropensis Dra 17 SGG YMG 1000mL/ 200 mL
Streptomyces bottropensis Dra 17 SGG 11575 1000mL/ 200 mL
Streptomyces bottropensis Dra 17 SGG 1358 1000mL/ 200 mL

wiahrend das Mycel mit 200 mL Methanol/Aceton 1:1 im Ultraschall aufgeschlossen wurde.
Nach Entfernung der Losungsmittel im Vakuum wurden die Proben einzeln mit 6 mL
analysenreinem Methanol aufgenommen und analytisch auf Iromycine und Thaxtomine an

der HPLC mit UV-Detektion (Programm 2, Sdule 1) gemessen.

29.1.2 Optimierung der Fermentationsbedingungen zur Thaxtomin A Produktion

Analog zur Medienoptimierung wurde der Einfluss von Fiillhohe, Kolbengrofle, Schikanen
und Schiittelgeschwindigkeit auf die Thaxtomin A Produktion von Streptomyces bottropensis
Dra 17 untersucht. Die Kolben waren hierbei einheitlich mit Hafermedium gefiillt. Eine
ausfiihrliche Darstellung der einzelnen Varianten findet sich in Tabelle 10.

Als Vorkultur wurden 250 mL Hafermedium in einem 1000 mL Erlenmeyerkolben mit
Schikanen, durch ein 1 cm? grofies Stiick einer gut bewachsener Hafermediumplatte
inokuliert. Im Anschluss an die Vorfermentation (48 Stunden, 250 rpm, Dunkelheit) wurde
die Hauptkultur unter Zugabe von 5 % Vorkultur beimpft. Die Kultivierung erfolgte unter
den in Tabelle 10 dargestellten Bedingungen, sowie gleichbleibend bei 28 °C und Dunkelheit
fiir 72 Stunden. Zur Aufbereitung wurde zunédchst das Kulturfiltrat und Mycel der einzelnen
Proben durch Zentrifugation getrennt und das Mycel verworfen. 30 mL des Kulturfiltrates
wurden drei Mal mit 15 mL Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum
eingeengt. Zur abschliefenden Quantifizierung der Thaxtominproduktion wurden die
Proben mit 500 uL analysenreinem Methanol aufgenommen und analytisch an der HPLC

mit UV-Detektion (Programm 2, Sdule 1) bestimmt.



MATERIAL UND METHODEN 65

Tabelle 10: Kombinatorische Darstellung der Einzelvarianten bei Einbeziehung unterschiedlicher
Fiillhohen, Kolbengrofien, Schikanen und Schiittelgeschwindigkeit zur Optimierung der Thaxtomin A
Produktion (n=2)

Kolbenvolumen .
Bezeichnung Schikane Fiillmenge (mL) rpm
(mL)
KP-FB-1000-1 1000 ja 300 120
KP-FB-1000-2 1000 ja 150 120
KP-FB-1000-3 1000 ja 75 120
KP-FB-1000-4 1000 nein 300 120
KP-FB-1000-5 1000 nein 150 120
KP-FB-1000-6 1000 nein 75 120
KP-FB-1000-7 1000 ja 300 180
KP-FB-1000-8 1000 ja 150 180
KP-FB-1000-9 1000 ja 75 180
KP-FB-1000-10 1000 nein 300 180
KP-FB-1000-11 1000 nein 150 180
KP-FB-1000-12 1000 nein 75 180
KP-FB-1000-13 1000 ja 300 250
KP-FB-1000-14 1000 ja 150 250
KP-FB-1000-15 1000 ja 75 250
KP-FB-1000-16 1000 nein 300 250
KP-FB-1000-17 1000 nein 150 250
KP-FB-1000-18 1000 nein 75 250
KP-FB-300-1 300 ja 100 120
KP-FB-300-2 300 ja 75 120
KP-FB-300-3 300 ja 50 120
KP-FB-300-4 300 nein 100 120
KP-FB-300-5 300 nein 75 120
KP-FB-300-6 300 nein 50 120
KP-FB-300-7 300 ja 100 180
KP-FB-300-8 300 ja 75 180
KP-FB-300-9 300 ja 50 180
KP-FB-300-10 300 nein 100 180
KP-FB-300-11 300 nein 75 180
KP-FB-300-12 300 nein 50 180
KP-FB-300-13 300 ja 100 250

KP-FB-300-14 300 ja 75 250
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. Kolbenvolumen )
Bezeichnung Schikane Fiillmenge (mL) rpm
(mL)
KP-FB-300-15 300 ja 50 250
KP-FB-300-16 300 nein 100 250
KP-FB-300-17 300 nein 75 250
KP-FB-300-18 300 nein 50 250
KP-FB-100-1 100 ja 30 120
KP-FB-100-2 100 ja 15 120
KP-FB-100-3 100 nein 30 120
KP-FB-100-4 100 nein 15 120
KP-FB-100-5 100 ja 30 180
KP-FB-100-6 100 ja 15 180
KP-FB-100-7 100 nein 30 180
KP-FB-100-8 100 nein 15 180
KP-FB-100-9 100 ja 30 250
KP-FB-100-10 100 ja 15 250
KP-FB-100-11 100 nein 30 250
KP-FB-100-12 100 nein 15 250

2.9.1.3 Erstellung von Eichkurven zur Berechnung der Metabolitenkonzentration

Zur Bestimmung der Produktionsrate der einzelnen Fermentationen wurde deren
Flachenintegral mit dem Integral von Proben bekannter Konzentration verglichen.
Eichmessungen erfolgten an der analytischen HPLC mit UV-Detektion bei Wellenldngen
von 288 nm fiir Iromycin A und B und 404 nm fiir Thaxtomin A. Die zu Grunde liegenden
Konzentrationen der Sekundadrmetaboliten betrugen 1000 ug/mL, 500 pg/mL, 100 pg/mL
sowie 1 ug/mL.

2.9.1.4 Erstellung einer Fermentationskurve von Thaxtomin A

aus Streptomyces bottropensis Dra 17
Zur Aufnahme des zeitabhingigen Produktionsverlaufs von Thaxtomin A wurde
Streptomyces bottropensis Dra 17 in 300 mL Erlenmeyerkolben fermentiert. Als Inokulum
dienten 5 % einer Hafervorkultur (48 Stunden, 250 rpm, Dunkelheit), welche einer 75 mL
Haferhauptkultur zugegeben wurden. Diese wurde fiir 162 Stunden bei 28 °C, 250 rpm und

Dunkelheit inkubiert. Im fiinf bis zehn Stundenzyklus nach Inokulation wurden jeweils zwei
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Kolben aus dem Versuchsansatz entnommen und der Inhalt bei -18°C eingefroren. Zur
Aufbereitung wurde der pH-Wert der einzelnen Ansatze bestimmt und diese anschliefsend
vereinigt und zentrifugiert. Die Zellen wurden dabei verworfen. Im Anschluss wurden 30
mL des Kulturfiltrates drei Mal mit 15 mL Ethylacetat extrahiert. Abschlieflend wurde die
organische Phase im Vakuum eingeengt, mit 500 pL analysereinem Methanol aufgenommen
und an der analytischen HPLC mit UV-Detektion (Programm 2, Sdule 1) auf die Produktion

von Thaxtomin A hin untersucht.

2.9.1.5 Fiitterung von NOS-Inhibitoren an Streptomyces bottropensis Dra 17

Der Fiitterungsversuch wurde unter identischen Bedingungen wie die Fermentationskurve
durchgefiihrt. Iromycin A wurde fiir die Fiitterungsversuche in fiinf unterschiedlichen
Mengen (6 mg, 2 mg, 0,6 mg, 0,2 mg und 0,02 mg) in jeweils 2 mL analysereinem Methanol
gelost. Um die Enzym-Inhibierung vergleichen zu konnen, wurden je 2mg der NO-
Synthase-Inhibitoren N-Nitro-L-Arginin (NNA) und N-Methyl-L-Arginin (NMA) in 2 mL
analysereinem Methanol bzw. Wasser gelost und auf identische Weise zugefiittert. In Wasser
geloste Substanzen (NMMA) wurden vor der Fiitterung steril filtriert. Als Negativkontrolle
dienten Kolben bei denen analysenreines Methanol zugefiittert wurde.

Zur Bestimmung des Einflusses von NO-Synthase-Inhibitoren auf die Thaxtomin A
Produktion von Streptomyces bottropensis Dra 17 wurden 300 mL Erlenmeyerkolben mit
75 mL Hafermedium gefiillt. Die Inokulation der Hauptkultur erfolgte, analog zur
Fermentationskurve, mit 5 % einer Hafervorkultur (48 Stunden, 250 rpm, Dunkelheit),
bemessen am Fiillvolumen der Hauptkultur. Die Kultivierung erfolgte {iber 72 Stunden bei
28 °C, 250 rpm und Dunkelheit. Die Fiitterung erfolgte im ,Impulsefeeding-verfahren’, um
den oxidativen Abbau von Iromycin A zu Iromycin B entgegenzuwirken und die
Konzentration von Iromycin A mdoglichst stabil zu halten. Die Fiitterung der in Tabelle 11
angegebenen Inhibitoren erfolgte jeweils zur 14., 18., 22. und 30. Stunde nach Inokulation in
einem Volumen von 250 pL. Zur 39., 47., und 54. Stunde nach Inokulation erfolgten weitere
Gaben in einem Volumen von 333 uL. Die Fiitterungen erfolgten mittels Einwegspritze mit
Kaniile, welche durch die Schaumstoffkappe des Kolbens gestochen wurden. Zur

Aufbereitung wurden die jeweiligen Ansitze vereinigt, der pH-Wert bestimmt und der
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Ansatz zentrifugiert. Die Zellen wurden dabei verworfen. Im Anschluss wurden 30 mL des
Kulturfiltrates drei Mal mit 15 mL Ethylacetat extrahiert. Abschlieffend wurde die organische
Phase im Vakuum eingeengt, mit 500 pL analysereinem Methanol aufgenommen und mittels
analytischer HPLC mit UV-Detektion (Programm 2, Saule 1) auf die Produktion von

Thaxtomin A, Iromycin A und Iromycin B untersucht.

Tabelle 11: Massen der NOS-Inhibitoren zum Fiitterungsversuch bei Streptomyces bottropensis Dra 17

unter Angabe des entsprechenden Losungsmittels.

Bezeichnung Wiederholung (n) Masse Inhibitor Losungsmittel
[mg/Kolben]

Iromycin A 4 6 Methanol
Iromycin A 4 2 Methanol
Iromycin A 4 0,6 Methanol
Iromycin A 4 0,2 Methanol
Iromycin A 4 0,02 Methanol
NNA 4 2 Methanol
NMMA 4 2 Wasser
negativ Kontrolle 4 0 Methanol

Fiitterung von NOS-Inhibitoren an Streptomyces scabies 1/3

Zur Optimierung der Fiitterungszeitpunkte, wurde bei Streptomyces scabies 1/3 zunéchst eine
Fermentationskurve beziiglich der Thaxtominproduktion aufgenommen.

Auf eine separate Untersuchung der Produktionsbedingungen (Optimierung der
Fermentationsparameter) wurde hingegen verzichtet.

Additiv zu dem vorangehenden Fiitterungsexperiment wurde eine zusatzliche Fiitterung
mit totalsynthetisch gewonnenem Iromycin S (V. ZEZSCHWITZ, Universitit Marburg) in den
Versuchsaufbau aufgenommen. Die Kontrollvarianten NNA und NMA wurden beibehalten.
Als zusatzliche Neuerung wurden bei dieser Fermentation Varianten von NOS-Inhibitoren
mit Zusatz von Ancymidol, einem bekannten Ps0-Oxidase-Inhibitor, gefiittert. Somit sollte

der oxidative Abbau von Iromycin A zu Iromycin B verlangsamt werden.
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29.1.6 Untersuchungen zur Optimierung des Hafermediums

Fiir die Optimierung des Hafermediums wurde eine 48 Stunden Vorkultur mit Hafermehl
von Streptomyces scabies 1/3 angesetzt und bei 28 °C, 220 rpm und Dunkelheit inkubiert.

Fir die Hauptkultur kamen vier unterschiedliche ,Haferquellen’ (Hafermehl, Haferkleie,
Haferkorn und Haferkorn mit Spelze) zum Einsatz. Diese wurden alle zu 20 g/L eingewogen
und mit 5 mL Spur 11-Losung versetzt und mit Leitungswasser aufgefiillt. Zur
Vergroflerung der Oberflache- speziell der Varianten mit Haferkornen wurden alle
Medienansatze mittels Ultratorax zerkleinert. In jeweils zwei 1000 mL Erlenmeyerkolben
ohne Schikane wurden 200 mL Medium gefiillt, autoklaviert und im Anschluss mit 5 %
Vorkultur, in Abhéngigkeit des Volumens der Hauptkultur, inokuliert. Die Fermentation
erfolgte iiber 72 Stunden bei 28 °C, 220 rpm und Dunkelheit.

Bei der Aufarbeitung wurde zundchst das Kulturfiltrat durch Zentrifugation vom Mycel
getrennt, der pH auf 50 korrigiert und anschlieffend zweimal mit 250 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde im Vakuum eingeengt und schliefslich
in 2 mL Methanol aufgenommen. Die Uberpriifung der Thaxtominproduktion erfolgte

diinnschichtchromatographisch mit einer definierten Auftragsmenge von 10 pL je Probe.

2.9.1.7 Erstellung einer Fermentationskurve von Thaxtomin A an S. scabies 1/3

Zur Aufnahme des zeitabhingigen Produktionsverlaufs von Thaxtomin A wurde
Streptomyces scabies 1/3 in 300 mL Erlenmeyerkolben fermentiert. Als Inokulum dienten 5 %
einer Hafervorkultur (48 Stunden, 250 rpm, Dunkelheit) welche einer 75 mL
Haferhauptkultur zugegeben wurden. Diese wurde fiir 144 Stunden 28 °C, 250 rpm und
Dunkelheit inkubiert. In einem Abstand von je 4 Stunden nach Inokulation wurden jeweils
zwei Kolben aus dem Versuchsansatz enthommen und der Inhalt bei -18°C eingefroren. Zur
Aufbereitung wurde der pH-Wert bestimmt die beide Ansitze vereinigt und zentrifugiert.
Die Zellen wurden dabei verworfen. Im Anschluss wurden 100 mL des Kulturfiltrates mit
150 mL Ethylacetat extrahiert. Abschliefend wurde die organische Phase im Vakuum
eingeengt, mit 2 mL analysereinem Methanol aufgenommen und

diinnschichtchromatographisch auf die Thaxtomin A Produktion untersucht.
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2.9.1.8 Fiitterung von NOS-Inhibitoren an Streptomyces scabies 1/3

Der Fiitterungsversuch wurde unter identischen Bedingungen wie die Erstellung der
Fermentationskurve, dreifach wiederholt angelegt. Iromycin A und Iromycin S wurden zu
den in Tabelle 12 angegebenen Mengen eingewogen und in jeweils 3 mL analysereinem
Methanol gelost.

Um die Enzym-Inhibierung vergleichen zu konnen, wurden 2mg der NO-Synthase-
Inhibitoren N-Nitro-L-Arginin (NNA) und N-Methyl-L-Arginin (NMA) in 3 mL
analysereinem Methanol bzw. Methanol/Wasser 1:1 gelost und auf identische Weise
zugefiittert. In Methanol/Wasser geloste Zusdatze (NMA) wurden vor der Fiitterung steril
filtriert. Als Negativkontrolle dienten Kolben welche mit analysereinem Methanol gefiittert
wurden.

Als zusatzliche Variante wurden bei zwei der drei Wiederholungen 22,5 mg Ancymidol im
Fiitterungsdetergenz gelost. Eine ausfiihrliche Darstellung der Fiitterungsadditive ist in
Tabelle 12 dargestellt.

Die Fermentation erfolgte in 300 mL Erlenmeyerkolben, welche mit 75 mL Hafermedium
gefiillt waren. Die Inokulation der Hauptkultur erfolgte, analog zur Fermentationskurve, mit
5 % einer Hafervorkultur (48 Stunden, 250 rpm, Dunkelheit), bemessen am Fiillvolumen der
Hauptkultur. Die Kultivierung erfolgte iiber 72 Stunden bei 28 °C, 250 rpm und Dunkelheit.
Die Fiitterung erfolgte etappenweise, um den oxidativen Abbau von Iromycin A zu Iromycin
B entgegenzuwirken und die Konzentration von Iromycin A mdglichst stabil zu halten. Die
Fiitterung erfolgte jeweils zur 4., 8., 12, 21., 28., 36., und 48. Stunde nach Inokulation in
einem Volumen von 375 uL. Die Fiitterungen erfolgten mittels Einwegspritze mit Kantile,
welche durch die Schaumstoftkappe des Kolbens gestochen wurden.

Zur Autfbereitung wurde der pH-Wert der einzelnen Proben bestimmt und je 1 mL der
Fermentationsansatze steril in ein Kryorohrchen pipettiert und zur weiteren Bestimmung
des CFU-Wertes weiterbearbeitet. Nachfolgend wurde die restliche Fliissigkultur
zentrifugiert und die Zellen verworfen. 60 mL des Ansatzes wurden in Folge zwei Mal mit
100 mL Ethylacetat extrahiert. Abschliefend wurde die organische Phase im Vakuum

eingeengt, in 2000 puL analysereinem Methanol aufgenommen und an der analytischen
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HPLC mit UV-Detektion (Programm 2, Sdule 1) auf die Produktion von Thaxtomin A,

Iromycin A und Iromycin B hin untersucht.

Tabelle 12: Fiitterungsdetergenzien, Losungsmittel und Anzahl der Wiederholungen zum

Fiitterungsversuch von NOS-Inhibitoren bei Streptomyces scabies 1/3

Bezeichnung Wieder- NOS-Inhibitor Ancymidol  Ldésungsmittel
NOS-Inhibitor holungen (n) [mg/Kolben] [mg/Kolben]

Iromycin A 1 0,67 0 Methanol/Wasser
Iromycin A 2 0,67 22,5 Methanol/Wasser
Iromycin A 1 1,33 0 Methanol/Wasser
Iromycin A 2 1,33 22,5 Methanol/Wasser
Iromycin A 1 2,66 0 Methanol/Wasser
Iromycin A 2 2,66 22,5 Methanol/Wasser
Iromycin A 2 5,52 22,5 Methanol/Wasser
Iromycin S 1 1,33 0 Methanol/Wasser
Iromycin S 2 1,33 22,5 Methanol/Wasser
Iromycin S 1 2,66 0 Methanol/Wasser
Iromycin S 2 2,66 22,5 Methanol/Wasser
NNA 1 1,33 0 Methanol/Wasser
NNA 2 1,33 22,5 Methanol/Wasser
NMA 1 1,33 0 Methanol/Wasser
NMA 2 1,33 22,5 Methanol/Wasser
Methanol/Wasser 1 0 0 Methanol/Wasser

Methanol/Wasser 2 0 22,5 Methanol/Wasser
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2.9.1.9 Untersuchungen zum Einfluss von NO-Synthase Inhibitoren auf die
Lebendzellzahl (CFU)
Um neben dem Einfluss der NOS-Inhibitoren auf die Thaxtominproduktion eventuelle
Wechselwirkungen, hervorgerufen durch zytotoxische Effekte, auszuschlieffen, wurde die
Anzahl der lebenden Zellen im Ansatz bestimmt. Hierzu wurde je Variante 1 mL des
Fermentationsansatzes in verschiedenen Verdiinnungsstufen (1:1000, 1:10.000; n=5) auf
YMG+-Platten ausplattiert und fiir 7 Tage bei 28 °C und Dunkelheit inkubiert.
Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden auf den Platten die Anzahl entstandener
Kolonien gezahlt und statistisch ausgewertet:
Hierzu wurde ermittelt, ob bei den eingegebenen Parametern eine Normalverteilung
vorliegt. Ferner iiberpriift der nachgeschaltete Barlett-Test, ob die Varianten gleich weit
streuen. Zusammen mit Chi-Quadrat wurden anschlieffend die Voraussetzungen fiir die
Varianzanalyse getestet, wahrend der Newman-Keuls-Test die einzelnen Varianten
paarweise miteinander verglich, um zu ermitteln, welche Fiitterungspraparate einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Anzahl der Kolonien hatten.

Software: Statistica 8

2.9.2 Untersuchungen zum Einfluss cellobiosehaltiger Medien auf die
Biosynthese von Iromycinen und Thaxtominen
Der literaturbekannte Einfluss des Disaccharides Cellobiose auf die Produktion von
Thaxtominen wurde erstmals von JOSHI et al. (2007) beschrieben. Hierbei dient Cellobiose als
Aktivator eines AraC/XylS-Genes, welches sich auf
o o OH der pathogenen Insel (PAI) des Thaxtomin A
H%MQHWOH Genclusters befindet.
OH O .

o Zur Uberpriifung der Auswirkungen des
Disaccharides  auf die  Produktion von
Abbildung 12:  Strukturformel von Thaxtominen und Iromycinen, wurde eine
Cellobiose Fitterung bei Streptomyces bottropensis Dra 17

durchgefiihrt.
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2.9.2.1 Versuche zur Thermostabilitit von Cellobiose

Um die Auswirkungen von feuchter Hitze beim Autoklavieren des Mediums auf die
Regulationsaktivitit der Cellobiose zu untersuchen, wurden zundchst Vorversuche mit
autoklaviertem Cellobiose-Hafer Medium und Hafermedium mit steril (filtrierter
Cellobioselosung angestellt. Fiir die Vorversuche wurde zunédchst eine Vorkultur (300 mL
EMK mit Schikane, 75 ML Hafermedium) mit 1,5 mL einer Streptomyces scabies 1/3 YMG-
Glycerineinlagerung inokuliert und fiir 48 Stunden bei 28 °C, 220 rpm und Dunkelheit
fermentiert. Die jeweilige Hauptkultur wurde mit 5 % Vorkultur in Abhangigkeit des
Volumens der Hauptkultur inokuliert. Die Zugabe der Cellobiose erfolgte in einem Fall vor
dem Autoklavieren, im anderen Fall steril filtriert (Membranfilter MiniSart 2 pm,
SARTORIUS), nach dem Autoklavieren, gelost in 5 mL Leitungswasser. Neben der
unterschiedlichen Zugabe des Additivs wurde zudem die Konzentration von Cellobiose
variiert. Hierbei kamen Konzentrationen von 0 g/L, 3,5 g/L, 7 g/L und 14 g/L Cellobiose zum
Einsatz. Die Fermentation der Hauptkultur erfolgte fiir 72 Stunden bei 28°C, 220 rpm und
Dunkelheit. Die Aufarbeitung der Fermentationen erfolgte zundchst durch Trennung von
Kulturfiltrat und Mycel. Das Mycel wurde verworfen, wahrend 60 mL des Kulturfiltrates in
Folge zwei Mal mit 100 mL Ethylacetat extrahiert wurden. Abschliefend wurde die
organische Phase im Vakuum eingeengt, mit 2000 pL analysereinem Methanol
aufgenommen. Die analytische Auswertung des Fiitterungsversuches erfolgte

diinnschichtchromatographisch.

2.9.2.2 Untersuchungen zum Einfluss von Cellobiose auf die Biosynthese von
Iromycinen und Thaxtominen

Der Einfluss von cellobiosehaltigen Medien wurde analog zu den Vorversuchen an

Streptomyces bottropensis Dra 17 untersucht. Hierbei wurden folgende Medien mit und ohne

Cellobiosezusatz untersucht: Als Vorkultur wurden einheitlich 75 mL SGG-Medium mit 1,5

mL einer Streptomyces bottropensis Dra 17 Glycerineinlagerung (YMG-Medium) in einem 300

mL Erlenmeyerkolben mit Schikane inokuliert. Die Inkubation erfolgte fiir 48 Stunden bei

28 °C, 220 rpm und Dunkelheit.
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Tabelle 13: Medien und Konzentrationen der Cellobiosefiitterung bei Streptomyces bottropensis Dra 17

Stamm Hauptkultur Medium Cellobiose (g/L)
Streptomyces bottropensis Dra 17 Hafer 7,0
Streptomyces bottropensis Dra 17 Hafer 0
Streptomyces bottropensis Dra 17 YMG 7,0
Streptomyces bottropensis Dra 17 YMG 0
Streptomyces bottropensis Dra 17 SM 7,0
Streptomyces bottropensis Dra 17 SM 0
Streptomyces bottropensis Dra 17 S 7,0
Streptomyces bottropensis Dra 17 S 0

Die Inokulation der Hauptkultur (75 mL Medium, 300 mL EMK mit Schikane) wurde mit
5 % Vorkultur, in Abhédngigkeit des Volumens der Hauptkulturdurch gefiihrt. Die Zugabe
der Cellobiose erfolgte vor dem Autoklavieren. Die Inkubation erfolgte fiir 72 Stunden bei
28 °C, 220 rpm und Dunkelheit.

Zur weiteren Aufarbeitung erfolgte zundchst eine Trennung des Fermentationsansatzes in
Mycel und Kulturfiltrat mittels Zentrifugation. Hierbei wurde das Mycel zunidchst in
Methanol/Aceton 1:1 fiir 20 Minuten extrahiert und anschliefSend filtriert. Die Aufarbeitung
des Kulturfiltrates erfolgte durch zweimalige Extraktion mit Ethylacetat. Die Organische
Phase wurde jeweils im Vakuum eingeengt und das Extrakt in 2 mL Methanol
aufgenommen. Die abschlieffende Auswertung erfolgte teilweise mittels HPLC und DAD-

Detektor (Programm 2, Saule 1) sowie diinnschichtchromatographisch.

210 Untersuchungen zur Regulierungsaktivitit von Iromycinen

Um die Effekte der Sekundarmetaboliten aus Streptomyces bottropensis Dra 17 auf dessen
Pathogenitdt ndher zu untersuchen, wurden verschiedene Untersuchungen an Kartoffeln,

Rettichen und Pflanzen des Acker-Schmalwandes durchgefiihrt:
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2.10.1 Real-Time PCR Untersuchungen zur Biomassebestimmung an

Streptomyces spp.

2.10.1.1 Gesamt-DNA-Extraktion aus Kartoffeln

Fiir die Etablierung einer spezifischen Real-Time PCR Methode fiir Streptomyces sp. wurde
die Gesamt-DNA der einzelnen Priifvarianten, auf einer CTAB basierenden Methode der
DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial, isoliert (BRANDFASS & KARLOVSKY, 2006).

Hierfiir wurden je Probe zundchst gefriergetrocknet, gemorsert und in der Kugelmiihle
gemahlen. Jeweils 200 mg TM wurden mit 1 mL CTAB Puffer, 2 uL Mercaptoethanol sowie
1 uL Proteinase K versehen. Die Proben wurden je fiir 10 Minuten im Thermomixer bei 42 °C
und spater bei 65 °C und 150 rpm inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurden 800 uL
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugefiigt, kurz gemischt und fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. Aus
dem entstandenen dreiphasigen System wurden 750 uL der oberen Phase entnommen und
in ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt. Die 20 miniitige Fallung der DNA erfolgte mit 210 pL
PEG bei Raumtemperatur. Anschlieffend wurde der Reaktionsansatz fiir 15 Minuten bei 4 °C
und 15.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Folgenden verworfen und das Pellet
mit 200 uL 70 % Ethanol gewaschen. Im Weiteren wurde die Probe erneut fiir 5 Minuten bei
15.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet bei 30°C in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Abschliefend wurde das Pellet mit 100 uL TE-Puffer
resuspendiert und bis zur vollstindigen Losung fiir 12 Stunden bei 4 °C im Kiihlschrank
gelagert. Vor der weiteren Verwendung in der PCR wurde die in TE-Puffer aufgenommene

DNA fiir zwei bis vier Stunden im Wasserbad bei 42 °C inkubiert.

2.10.1.2 Untersuchungen mittels Gelelektrophorese

Die Kontrolle der Konzentration sowie der Qualitat der isolierten DNA erfolgte mittels
Gelelektrophorese. Auf ein 0,8 % Agarosegel wurden je 4 uL Probe mit 2 uL
Beschwerungspuffer aufgetragen. Zusatzlich wurde 1 pl.  -Phagen-DNA (25 ng/uL) mit
2 uL Beschwerungspuffer als Groflenmafsstab aufgetragen. Die Spannung betrug 4 V cm!

bei einer Laufzeit von 60 Minuten. Die Anfarbung des Agarosegels erfolgte fiir 10 Minuten



MATERIAL UND METHODEN 76

in Ethidiumbromid (2 mg/L). Nach weiteren 10 Minuten im Wasserbad wurde das Gel in
einer Dunkelkammer unter UV-Licht sowie einem digitalen Darstellungssystem

dokumentiert.

2.10.1.3 DNA-Extraktion aus Fliissigkulturen von Streptomyces spp.
(DNA-Standard fiir die quantitative Real-Time PCR)

Aus einer 24 Stunden YMG-Streptomycetenkultur wurden 500 upL in ein 2 mL
Reaktionsgefaf8 pipettiert und bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert
und das Pellet mit 500 uL PBS-Puffer gewaschen. Hierbei war darauf zu achten, dass sich
das Pellet vollstindig resuspendiert. Die Probe wurde erneut zentrifugiert und der
Uberstand mit einer Pipette komplett entfernt. Der zweite Waschschritt erfolgte mit 500 uL
TE-Puffer. Auch hier wurde das Pellet vollstindig resuspendiert, zentrifugiert und der
Uberstand mit einer Pipette entfernt. Das entstandene Pellet wurde nach Zugabe von 200 uL
TE-Puffer und 15 uL Lysozymldsung (20 mg/mL in TE) erneut resuspendiert. Die Proben
wurden anschlieffend im Thermomixer (37 °C, 300 rpm) inkubiert, bis eine deutliche Lyse
eintrat. Im Folgenden wurden der Probe 200 pL Lysepuffer und 25 uL Proteinase K
zugegeben und 5 Sekunden durch mehrmaliges Vortexen gemischt. Die Proben wurden fiir
mindestens 15 Minuten bei 50 °C unter stiandigem Schiitteln inkubiert. Um unverdaute
Anteile der Probe zu entfernen, wurden im Anschluss an die Inkubationszeit fiir 60
Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde im Folgenden verworfen, der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefdf {iberfiihrt, mit 4 uL aktivierter RNAse-Ldsung
(100 mg/mL) versetzt und fiir weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach kurzer
Durchmischung erfolgte eine erneute Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten. Dem
Ansatz wurden folgend 400 uL ,Bindingbuffer’ zugegeben und die Proben durch
vorsichtiges Schwenken gemischt. Der Ansatz wurde durch einen Spinfilter zentrifugiert
(2min, 10.000 rpm) und dieser anschlieffend in ein neues ,Receivertube’ gesetzt. Im
Folgenden wurde abwechselnd ,Waschlésung A’ (500 uL), zugegeben, zentrifugiert und
erneut ,Waschlosung B’ (750 uL) zugegeben. Nach erneutem Wechsel des ,Receivertubes’

und weiterer Zentrifugation wurde der Spin in ein neues Tube gesetzt und 100 puL
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Eluierungspuffer in die Mitte des Spins pipettiert. Nach einer 3 mintitigen Inkubation wurde

der Ansatz bei 6.000 rpm zentrifugiert und zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.10.1.4 DNA-Quantifizierung mittels UV/VIS Spektralphotometer

Um eine Quantifizierung mittels Real-Time PCR realisieren zu konnen, musste zunachst aus
der Streptomyceten-DNA eine Standardreihe hergestellt werden. Hierzu wurde zunachst die
Konzentration der extrahierten DNA mittels Nanodrop 2000c bestimmt und im Anschluss
mehrfach in 1:10 Stufen mit bidestilliertem Wasser verdiinnt. Abschliefend wurden die

Verdiinnungsstufen, ebenfalls mittels Nanodrop 2000c verifiziert.

2.10.1.5 Spezifikationen einer Real-Time PCR Methode fiir Streptomyces spp.

Fiir die Quantifizierung der bakteriellen Biomasse in Kartoffeln wurden die spezifischen
Primer SM-fow-9-KP und SM-rev-9-KP, welche von RINTALA & NEVALAINEN (2006)
abgeleitet wurden, verwendet. Die Primer sind auf Basis verschiedener Bakterienstimme, in
erster Linie Streptomyceten, abgeleitet. Fiir die Real-Time PCR mit anschlieffender
Schmelzkurvenanalyse wurde das Reaktionsgemisch sowie das Protokoll von RINTALA &
NEVALAINEN (2006) verwendet und an die verwendeten Geréte angepasst.

Fiir die Standardreihe wurde aufgereinigte DNA von Streptomyces bottropensis Dral7 in
TE-Puffer mehrfach verdiinnt und in den DNA-Mengen 5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg und
50 fg je Reaktionsansatz eingesetzt. Proben unterhalb dieser Standardreihe wurden als 0 fg

DNA gefiihrt.
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Tabelle 14: Reaktionsgemisch zur Untersuchung der bakteriellen Biomasse von Streptomyces spp. aus

Rebbléttern mittels quantitativer real-time-PCR.

Bezeichnung Konzentration Endkonzentration
NHa4 Reaktionspuffer, BIOLINE 10x 1x
Magnesiumchlorid, BIOLINE 50 mM 2,5 mM

dNTP, BIOLINE 25mMe 150 uM

Primer SM-fow-9-KP 10 uM 0,3 uM

Primer SM-rev-9-KP 10 uM 0,3 uM
Fluorescein 1 uM 10 nM

SybrGreen Mol Probes 10x 0,1x

BioTaq DNA Polymerase, BIOLINE 5 U/uL 07U

Target DNA 1 uL

Tabelle 15: Protokoll der quantitativen Bestimmung der Biomasse von Streptomyces spp. mittels Real-
Time PCR.

Cycle Bezeichnung Temperatur Minuten
Cycle1l initiale Denaturierung 95 °C 0:30
Cycle2  Denaturierung 94 °C 0:30
40x Hybridisierung 61 °C 0:30
Elongation 72°C 0:30
Cycle3 finale Elongation 72°C 5:00
Cycle4  Denaturierung (Schmelzkurve) 95°C 1:00
Cycle5  Abkiihlung (Schmelzkurve) 55°C 1:00
Cycle6  Schmelzkurve 65 °C — 100°C 0:20
70x 0,5 °C Steps

Cycle 7 15 °C HOLD
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2.10.2 Extraktion von Sekundirmetaboliten aus Kartoffeln

Zur Extraktion von Sekundarmetaboliten aus Kartoffelscheiben wurden die inokulierten und
inkubierten Kartoffelscheiben zundchst eingefroren und anschlieffend gefriergetrocknet.
Folgend wurden die Kartoffelscheiben in einem Morser zerrieben und das Pulver in 50 mL
Falcontubes umgefiillt. Die chemische Extraktion erfolgte durch zweimaliges Ausschiitteln
mit 35 mL Ethylacetat sowie kurzer Inkubation im Ultraschallbad. Abschlieffend wurden

einheitlich 50 mL des Essigester-Extraktes im Vakuum eingeengt.

2.10.3 Inokulation und Inkubation von Kartoffelscheiben

Im Vorfeld der Untersuchungen musste die Inokulation und Inkubation der
Kartoffelscheiben optimiert werden. Die Sterilisation der Kartoffelscheiben erfolgte, gemafs
der Sterilisation von Pflanzenteilen, mit 70 % Ethanol. Lediglich die Vorbehandlung mit
Heifswasser zur Oberflachensterilisation sowie das abschliefSende Tauchbad in steriler 0,05 %
Zitronensaure wurde als zusatzlicher Oxidationsschutz (,Anlaufen’ der Kartoffelscheiben) in

die Versuchsanordnung aufgenommen.

Medienwahl: Die weitere Lagerung der Kartoffelscheiben wahrend der Inokulation erfolgte
jeweils auf mehreren Medien. Hierbei kamen jeweils steriler Sand, Quarzsplit, Steinwolle,
Einheitserde, Wasseragar und Glasperlen zum Einsatz. Die Inkubation erfolgte bei 24 °C und

Dunkelheit.

Inokulationsweise: Die Inokulation der Kartoffelscheiben erfolgte durch drei
unterschiedliche Methoden. Zum einen wurden die Kartoffelscheiben mittels mehrerer
Inokulationstropfen, des Weiteren iiber Tauchbéder infiziert. Bei Letzterem wurde zwischen
Tauchbad der ganzen Kartoffelscheibe und einer Kartoffelseite unterschieden. Die
Inkubation erfolgte hierbei bei 24 °C auf Glasperlen. Als Medium diente eine 48 Stunden alte
YMG-Vorkultur.

Inokulationsmedium:  Zur  Optimierung  des  Inokulationsmediums  wurden

Kartoffelscheiben auf ,Glasperlen” mittels Inokulationstropfen beimpft und bei 24 °C
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inkubiert. Hierbei kamen 48 Stunden alte Vorkulturen (28 °C, 220 rpm, Dunkelheit) der
Medien Hafer, YMG und Medium S zum Einsatz, welche alle mit einer 1 cm? Agarplatte

inokuliert wurden.

Inkubationstemperatur: Die Untersuchungen zur Optimierung der Inkubationstemperatur
wurden auf ,Glasperlen’ mit Inokulationstropfen eines YMG-Mediums durchgefiihrt.
Hierbei wurden Temperaturen von 10 °C, 16 °C, 20 °C, 24 °C und 28 °C bei Dunkelheit

untersucht.

2.10.4 Erstellung einer Fermentationskurve auf Kartoffelscheiben

Um die zeitliche Abfolge der Biosynthese von Iromycinen und Thaxtominen auf
Kartoffelscheiben naher zu untersuchen, wurde eine Fermentationskurve — analog zu den
Schiittelkulturen angelegt.

Hierzu wurden die Kartoffeln der Sorte ,Cilena’, wie in Kapitel 2.5.2.1 zunéachst sterilisiert
und jeweils vier Kartoffelscheiben in mit Glasperlen gefiillte Petrischalen gelegt. Als
Inokulum diente eine 48 Stunden alte YMG-Fliissigkultur aus Streptomyces bottropensis Dra 17
(300 mL EMK mit Schikane, 75 mL Fiillvolumen, 28 °C, 220 rpm, Dunkelheit), welche mit
1cm? einer gut bewachsenen Agarplatte angeimpft wurde. Die Inokulation der
Kartoffelscheiben erfolgte unter sterilen Bedingungen mittels 5 Inokulationstropfen
(Gesamtvolumen 200 pL), welche gleichmaflig auf der Kartoffelscheibe verteilt wurden.
Nach erfolgter Inokulation wurden die Petrischalen fiir 20 Minuten in der Sterilbank offen
stehen gelassen um die Kartoffeloberflache abtrocknen zu lassen. Die weitere Inkubation
erfolgte zundchst fiir 6 Stunden bei 28 °C, spater bei 20 °C jeweils bei Dunkelheit. Im
Folgenden wurden fiir 6 Tage im 4 Stundenzyklus jeweils vier Petrischalen aus dem
Gesamtansatz entnommen und bei -28 °C eingefroren.

Zur weiteren Aufarbeitung wurden die gefrorenen Kartoffelscheiben in der
Gefriertrocknung fiir 48 Stunden lyophylisiert. Im Anschluss wurden jeweils vier Scheiben
gemeinsam gemorsert und 200 mg der Mischprobe in ein 2 mL Reaktionsgefaf3 gefiillt. Die
beiden Ansdtze der Probe wurden im Folgenden der DNA-Extraktion (Kapitel 2.10.1.1)

sowie der chemischen Extraktion (Kapitel 2.10.2) unterzogen.
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2.10.5 Untersuchungen zur Virulenz verschiedener Streptomyces spp.

Zur Bestimmung der Phytopathogenitdat verschiedener Streptomyceten-Stamme wurden
verschiedene Thaxtomin-A-Produzenten durch chemisches und biologisches Screening

untersucht.

2.10.5.1 Untersuchungen zur Virulenz verschiedener Streptomyces sp. auf
Kartoffeln

Die Kartoffelscheiben wurden, wie in Kapitel 2.5.2.1 zuvor sterilisiert und in

Glasperlengefiillte Petrischalen gelegt. Die Vorkulturen erfolgten in YMG-Fliissigkulturen

(300 mL EMK mit Schikane, 75 mL Medium), welche mit 1,5 mL einer Glycerineinlagerung

angeimpft und im Anschluss fiir 48 Stunden bei 28 °C, 220 rpm und Dunkelheit inkubiert

wurden. Die hierfiir verwendeten Stimme sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Darstellung der verwendeten Stamme zur Kontrolle der Produktion von Thaxtomin,

Iromycinen sowie deren Phytopathogenitat.

Bezeichnung Medium zur Produktion Medium zur Produktion
von Iromycinen von Thaxtominen
Streptomyces bottropensis Dra 17 Medium S Hafer
Streptomyces bottropensis 40800 Medium S Hafer
Streptomyces bottropensis 40262 Medium S Hafer
Streptomyces scabies 123 Medium S Hafer
Streptomyces scabies 124 Medium S Hafer
Streptomyces scabies 1/3 Medium S Hafer

Die Inokulation erfolgte durch 5 Inokulationstropfen mit einem Gesamtvolumen von 200 pL.
Je Stamm wurden 3 Petrischalen zu je vier Kartoffelscheiben beimpft. Nach erfolgter
Inokulation wurden die Petrischalen fiir 20 Minuten in der Sterilbank offen stehen gelassen,
um die Kartoffeloberflache abtrocknen zu lassen. Die weitere Inkubation erfolgte zunachst
fiir 6 Stunden bei 28 °C, spater fiir 6 Tage bei 20 °C jeweils bei Dunkelheit. Zur weiteren

Aufarbeitung wurden die Kartoffelscheiben zunidchst fiir 12 Stunden eingefroren und
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anschlieflend gefriergetrocknet. Im Anschluss wurde jede Petrischale einzeln aufgearbeitet.
Hierzu wurden die Kartoffeln zunadchst gemorsert und 200 mg Kartoffelpulver in
Reaktionsgefdfse zur anschliefenden DNA-Extraktion umgefiillt (vgl. Kapitel 2.10.1.1). Das
tibrige Kartoffelmehl wurde zur chemischen Extraktion verwendet (vgl. Kapitel 2.10.2). Die
molekularbiologische Quantifizierung der DNA sowie die chemische Analytik der
Gesamtextrakte erfolgte mittels Real-Time-PCR und HPLC mit UV-Detektion (Programm 2,
Saule 1 und HPLC-MS (Programm 1, Saule 1).

2.10.5.2 Screening phytopathogener Streptomyceten auf die Produktion von
Iromycinen und Thaxtominen in Fliissigkulturen
Analog zum Screening auf Kartoffelscheiben wurden die in Tabelle 16 beschriebenen
Streptomyces bottropensis und Streptomyces scabies Stamme parallel auf die Produktion von
Thaxtomin und Iromycinen in Fliissigmedien untersucht. Hierbei wurde bei der
Medienwahl auf die Optimierungsversuche bei S. bottropensis Dra 17 zurlickgegriffen.
Produktion von Thaxtominen: Als Vorkultur dienten 75 mL Hafermedium in 300 mL
Erlenmeyerkolben mit Schikane, welche mit jeweils 1,5 mL einer Glycerineinlagerung (YMG-
Medium) angeimpft wurden. Die Inkubation erfolgte fiir 48 Stunden bei 28 °C, 220 rpm und
Dunkelheit. Die anschliefende Hauptkultur (300 mL EMK mit Schikane, 75 mL
Hafermedium) wurde mit 5 % der Vorkultur, gemessen am Fiillvolumen der Hauptkultur
inokuliert und fiir 72 Stunden bei 28 °C, 220 rpm und Dunkelheit inkubiert.
Die Aufarbeitung erfolgte zundchst durch Trennung des Kulturfiltrates vom Mycel, einer
pH-Korrektur des Kulturfiltrates auf einen Wert von 5,0 sowie einer zweifachen Extraktion
des Kulturfiltrates mit 100 mL Ethylacetat. Die organische Phase wurde anschlieflend im
Vakuum eingeengt und mit 2 mL analysereinem Methanol aufgenommen. Die abschliefSende
Analytik erfolgte zundchst diinnschichtchromatographisch sowie mittels HPLC (Programm
2, Saule 1).
Produktion von Iromycinen: Als Vorkultur dienten 75 mL SGG-Medium in 300 mL
Erlenmeyerkolben mit Schikane, welche mit jeweils 1,5 mL einer Glycerineinlagerung (YMG-
Medium) angeimpft wurden. Die Inkubation erfolgte fiir 48 Stunden bei 28 °C, 220 rpm und
Dunkelheit. Die anschlieffende Hauptkultur (300 mL EMK mit Schikane, 75 mL Medium S)
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wurde mit 5 % der Vorkultur, gemessen am Fiillvolumen der Hauptkultur inokuliert und fiir
72 Stunden bei 28 °C, 250 rpm und Dunkelheit inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgte zunachst
durch Trennung des Kulturfiltrates vom Mycel, einer pH-Korrektur des Kulturfiltrates auf
einen Wert von 5,0 sowie einer zweifachen Extraktion des Kulturfiltrates mit 100 mL
Ethylacetat. Das Mycel wurde zundchst mit Methanol/Aceton 1:1 im Ultraschall fiir 20
Minuten aufgeschlossen und filtriert. Die organischen Phasen wurden anschlieffend im
Vakuum eingeengt und jeweils mit 2 mL analysereinem Methanol aufgenommen. Die
abschlieffende Analytik erfolgte zundchst diinnschichtchromatographisch sowie mittels

HPLC (Programm 2, Saule 1).

2.10.6 Untersuchungen zum Einfluss von Iromycin A und Thaxtomin A auf
die Keimung von Radieschen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’)
Neben der Pathogenitat verschiedener Streptomyceten bei Kartoffeln wurde im Weiteren der
Einfluss der Reinsubstanzen Thaxtomin A und Iromycin A auf die Keimung von Radieschen
untersucht. Als weiterer Wirt verschiedener phytopathogener Streptomyceten eignen sich

Kreuzbliitengewachse ausdriicklich.

2.10.6.1 Vorbereitungen der Mikrotiterplatten

Als Grundlage des Bioassays zum Einfluss von Sekundarmetaboliten auf die Keimung von
Pflanzen dienten Untersuchungen von SPLIVALLO et al. (2009) welche den Einfluss von
Sekundarmetaboliten auf die Keimung und das Wurzelwachstum an Arabidopsis thaliana
ndher beleuchteten. Aufgrund der eingeschrankten Verfiigbarkeit der Metaboliten aus
Streptomyces bottropensis Dra 17 musste der Bioassay zunédchst miniaturisiert werden.

Hierzu wurden in sterile 96 Vial Mikrotiterplatten zundchst je Vail 200 uL fliissiges MS-
Medium pipettiert und dieses unter sterilen Bedingungen abgekiihlt. Zum Aufbringen der
Sekundarmetaboliten wurden diese in analysereinem Methanol aufgenommen und
konzentrationsabhangig auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Als Positivkontrolle wurde
analog der Fiitterungsversuchen zur NOS der Inhibitor N-Methyl-L-Arginin (NMA)

untersucht. Als Negativkontrolle diente reines Methanol. Nach dem Aufbringen der
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Sekundarmetaboliten sowie der Kontrollen wurden die Platten fiir zwei Stunde bei offenem

Deckel in der Sterilbank inkubiert um das Methanol abzudampfen.

Tabelle 17: Konzentrationen von Sekundarmetaboliten zur Untersuchung des Einflusses auf die

Keimung von Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’

Iromycin A (n) Thaxtomin A (n) NMMA (n)
Thaxtomin A 0 0-0,06 mM 0
Iromycin A 0-0,05 mM 0 0
NMMA 0 0 0-0,06 mM
Iromycin A + Thaxtomin A 5 uM 0-0,05 mM 0
NMMA + Thaxtomin A 0 0-0,06 mM 5 uM

Um eine gleichmifiige Verteilung der Priifsubstanzen im Agar zu gewahrleisten wurden

diese im Anschluss mit Parafilm verschlossen und 3 Tage bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

2.10.6.2 Prdparation der Samen und Inkubation

Vor der Aufbringung der Radieschensamen wurden diese, wie in Kapitel 2.5.3.1 beschrieben,
sterilisiert. Mit einer sterilen Pinzette wurden die einzelnen Samen in die einzelnen Vials der
Mikrotiterplatte gelegt. Um einen gleichmafiigen Kontakt zum Nahrmedium sowie zu den
aufgebrachten Sekundarmetaboliten zu gewahrleisten, wurde die Platte anschlieffend bei
5000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Abschliefend wurden die Platten mit Parafilm
verschlossen und zusitzlich in eine Plastikfolie mit etwas sterilem Leitungswasser
eingeschweifst. Die Inkubation erfolgte fiir 6 Tage im Klimaschrank (25 °C, 8 Stunden
Dunkelheit; Beleuchtung: 4x40 W, 40 cm Abstand). Wahrend der Inkubation wurden die
Mikrotiterplatten regelmaflig auf den Fortschritt der Keimung visuell bonitiert und

dokumentiert.

2.10.6.3 Chlorophyllbestimmung und Ermittlung der Biomasse

Nach Ablauf der sechstdgigen Keimung wurden die Keimlinge einzeln entnommen, der

Agarplug mittels Pinzette entfernt, das Frischgewicht bestimmt und einzeln in zuvor
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ausgewogene 2 mL Reaktionsgefifle tiberfithrt. Diese wurden zunédchst eingefroren und
dann mit gedffnetem Deckel fiir 48 Stunden gefriergetrocknet. Im Weiteren wurden die
Reaktionsgefifle erneut ausgewogen und so die Trockenmasse der Einzelpflanzen bestimmt.
Zur weiteren Untersuchung wurden die Reaktionsgefdfie mit den Keimlingen mit drei
Wolframcarbid-Kugeln versehen und das Pflanzenmaterial in der Kugelmiihle fiir 10
Minuten gemahlen. Zur Extraktion des Chlorophylls wurden 200 puL 80 % (v/v) wassriges
Aceton den Reaktionsgefdflen zugegeben und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur und
Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben bei 10.000 rpm fiir eine Minute
zentrifugiert und 100 uL des Uberstandes in ein frisches Reaktionsgefafl pipettiert. Die
Abschliefsende Messung des Gehaltes von Chlorophyll A erfolgte mittels Nanodrop 2000c

bei einer Wellenldange von 643 nm.

2.10.7 Untersuchungen zum Einfluss von Iromycin A und Thaxtomin A auf
die Keimung des Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana)

Zur Gewinnung weiterer FErkenntnisse, wurde der Versuch unter identischen
Voraussetzungen am Modellorganismus Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero” wiederholt.

Die Sterilisation der Samen erfolgte analog zu Kapitel 2.5.4.1. Hierbei wurden die Samen im
Anschluss an die Sterilisation in 2 mL 0,12 % Wasseragar aufgenommen und schwammen
aufgrund der Viskositdt der Agarlosung frei umher. Dies hatte den Vorteil, dass einzelne
Arabidopsis thaliana Samen mittels 10 pL Pipette angesaugt und in einzelne Vials der
Mikrotiterplatte pipettiert werden konnten. Einzig die Inkubationszeit der Pflanzen wurde,
im Gegensatz zu den Radieschensamen von 6 Tagen auf 14 Tage verlangert, um ausreichend
Biomasse zu erhalten. Die weitere Aufarbeitung und Analytik der Keimlinge erfolgte wie im

vorangegangenen Kapitel beschrieben.
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2.11 Statistische Datenauswertung

Es sollte tiberpriift werden, ob sich die Ergebnisse der Untersuchungen hinsichtlich der
untersuchten Parameter unterscheiden. ,Hierzu wurde ermittelt, ob bei den eingegebenen
Parametern eine Normalverteilung vorliegt. Ferner {iberpriift der nachgeschaltete Barlett-
Test, ob die Varianten gleich weit streuen. Zusammen mit Chi-Quadrat werden anschliefsend
die Voraussetzungen fiir die Varianzanalyse getestet, wahrend der Newman-Keuls-Test die
einzelnen Varianten paarweise miteinander vergleicht, um zu ermitteln” (KOSSLER, 2006),

welche Varianten sich statistisch Unterscheiden. Software: Statistica 8.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse zur Anzucht und Handhabung der Versuchspflanzen

3.1.1 Weinrebe (Vitis vinifera L. cv ,Miiller-Thurgau’)

Insgesamt wurden aus Kostengriinden, drei verschiedene Ausgangspflanzen zur Anzucht
verwendet. Bei den verwendeten Stecklingen wurden Anwuchsraten von etwa 70 % erreicht,
die Kallus- und Wurzelausbildung trat nach etwa vier Wochen ein. Auch das Schwellen der
Knospen trat erwartungsgemafs zwei Wochen nach dem Stecken ein. Mit dem Schwellen der
Knospen begann auch die Entwicklung der unter der Knospenschuppe tiberwinternden Eier,
der Kréauselmilbe (Calepitrimerus vitis Nal.). Regelmafiige Pflanzenschutzmafsnahmen (vgl.
Material und Methoden) konnten den Befall jedoch einddmmen und ein befallsarmes
Pflanzenmaterial gewdhrleisten (KOSSLER, 2006).

Um die durch den Krduselmilben hervorgerufene anfiangliche Wuchsschwache speziell
wiahrend der Bewurzelungsphase zu iiberbriicken, wurden ferner auf ,vorfertige’
Pfropfrebem der Sorte ,Miiller-Thurgau’ zuriickgegriffen. Um einen Befall durch Echten
Mehltau entgegen zu wirken wurden speziell in den Sommermonaten regelmafsiige
Fungizidapplikationen (Netzschwefel, Vento, Prosper) durchgefiithrt. Die hierbei
eingesetzten Praparate haben keine Auswirkungen auf Plasmopara viticola, eine

Beeinflussung der Versuchsergebnisse ist hierdurch nicht gegeben (KOSSLER, 2006).
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3.1.2 Kartoffeln (Solanum tuberosum L. cv ,Krone’ und ,Cilena’)

Insgesamt wurden bei den Voruntersuchungen zur Etablierung des Bioassays fiinf
verschiedene Kartoffelsorten unterschiedlichen Alters untersucht.

Hierbei waren neben den Sortenunterschieden auch die Unterschiede zwischen frischen und
tiberwinterten Knollen auffallig. So oxidierte die Oberfldche junger Knollen nach dem
Anschnitt weitaus schneller und stéarker als jene bei Lagerkartoffeln. Auch die Stabilitdt des
Knollengewebes nach mehrtagiger Inokulation war bei Lagerkartoffeln erhoht. Bei jungen
Knollen 16ste sich der Zellverband teilweise bereits nach zwei bis drei Tagen auf, was die
weitere Verarbeitung erschwerte. Bei der diinnschichtchromatographischen Kontrolle
konnten keine Unterschiede bei der Bildung von Thaxtominen detektiert werden.

Bei der Wahl der Kartoffelsorte wurde darauf geachtet, dass alle Kartoffeln aus biologischem
Anbau stammten. So konnte ein eventueller Einfluss chemischer Pflanzenschutzmittel
ausgeschlossen werden. Die Eigenschaften der Kartoffelsorten beim Bioassay sind in Tabelle
18 dargestellt.

Tabelle 18: Einfluss von Sorte, Reifezeitpunkt und Resistenz gegeniiber dem Erreger des

Kartoffelschofs auf die Oxidation sowie die Pathogenitét von Streptomyces scabies (BUNDESSORTENAMT,
2009)

Sorte Reifezeit Resistenz gegen Oxidations- Pathogenitit
(Herkunft) Kartoffelschorf* neigung von S. scabies
,Krone’ (D) mittelfrith keine niedrig hoch
,Cilena” (D) frith hoch mittel schwach
,Linda“ (D) mittelfriih keine mittel sehr hoch
,Nicola’ (D) mittelfrith mittel hoch schwach
,Bintje’ (NL) mittelfriih keine mittel sehr hoch

Ein Einfluss des Reifezeitpunktes konnte anhand der gewdhlten Sorten nicht bestatigt
werden, gleiches galt fiir das Oxidationsverhalten nach dem Anschnitt. Um diesen
Parameter auszuschlieSen, wurden die Kartoffeln nach der Sterilisation in 0,5 %

Zitronensaure getaucht wodurch die Oberflachenoxidation stark vermindert werden konnte.
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Erwartungsgemadfs hoch war hingegen der Einfluss der Resistenz gegeniiber dem
Kartoffelschorf. So war es zwar mdglich alle Kartoffelknollen mit den Bakterien Streptomyces
scabies und Streptomyces bottropensis zu infizieren, doch zeigte sich bei der Sorte ,Nicola‘eine
Entwicklungsverzogerung des Pathogens, welche durch verlangsamte Nekrotisierung

deutlich wurde.

3.1.3 Radieschen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) und Acker-
Schmalwand (Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’)

Bei der Sortenwahl der Radieschen wurde, wie bereits im Teil Material und Methoden
erwahnt, auf kommerziell erhaltliche Samen zuriickgegriffen. Hierbei wurde in erster Linie
auf eine einheitliche Keimungsfahigkeit Wert gelegt. Bei Keimungsversuchen auf
Wassergarplatten zeigte die Sorte ,Sora’ eine Keimungsrate von tiber 98% und wurde daher
fiir weiterfithrende Versuche herangezogen.

Bei den Untersuchungen zum Einfluss von Sekundadrmetaboliten auf die Keimung von
Arabidopsis thaliana wurde auf Vorversuche verzichtet und auf die Sorte ,Columbia Zero’

zuriick gegriffen.

3.2 Optimierung der Inokulation sowie der Stammerhaltung von

Versuchsorganismen

3.21 Oomyceten

Bei der Inokulation sowie der Vermehrung von Plasmopara viticola konnte auf Erfahrungen
bei der Magisterarbeit (KOSSLER, 2006) zuriick gegriffen werden. Erste Inokulationen im
Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass sich neben dem Falschen Rebenmehltau auch die
Graufdule (Botrytis cinerea) auf der Blattunterseite entwickeln konnte. Inkubationsversuche
bei nicht inokulierten Bldttern zeigten hingegen keine Entwicklung der Graufaule. Die
Kontamination konnte daher nur aus dem Inokulum stammen. Die Gewinnung einer
Reinkultur von Plasmopara viticola konnte aufgrund der ziigigeren Entwicklung des Falschen

Rebenmehltaus gegeniiber dem Erreger der Graufaule durch wenige Vereinzelungssschritte
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erfolgen. Durch mehrere Vermehrungsansitze konnten im Weiteren 800 mg reines
Sporenmaterial von P. viticola gewonnen werden. Somit konnte sichergestellt werden, dass
fiir die Untersuchungen im Rahmen des Bioassays stets auf dasselbe Sporenmaterial zurtick

gegriffen werden konnte.

3.2.2 Streptomyceten

Analog zur Stammerhaltung von Plasmopara viticola wurden die verwendeten Streptomyceten-
Stamme regelmaflig auf Reinheit und ihre Produktion von Sekundarmetaboliten {iberpriift.
Hierbei war festzustellen, dass durch hiufiges Uberimpfen von Agarplatten zur
Stammerhaltung, die Iromycinproduktion bei Streptomyces bottropensis Dra 17 stetig zuriick
ging bzw. die Biosynthese komplett zum Erliegen kam. Ein Einfluss auf die Thaxtomin A
Produktion hingegen wurde nicht festgestellt. Aus diesem Grund wurden fiir Teile der
Fiitterungsexperimente sowie den Untersuchungen zur Regulationsaktivitdat der Iromycine
auf alte Stickstoffeinlagerungen zuriick gegriffen, bei welchen weiterhin eine Produktion von
Iromycinen nachweisbar war. Ferner wurde im Folgenden die Stammbhaltung komplett auf
Glycerin-, Stickstoffeinlagerung umgestellt. Dies hatte zudem den Vorteil, dass samtliche fiir
die Untersuchungen benétigten Vorkulturen mit Glycerineinlagerungen derselben Kultur
inokuliert werden konnten.

Zur langjahrigen Sicherung der Stamme, wurde neben Stickstoffeinlagerungen auch

gefriergetrocknetes Mycel unter Vakuum in Glas eingeschweif3t.
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3.3 Optimierung der Extraktion von Pflanzenextrakten sowie

Charakterisierung von Einzelmetaboliten

3.3.1 Optimierung der Extraktion von Pflanzenextrakten

Die Extraktion der Pflanzenextrakte erfolgte mit Hilfe verschiedener organischer
Losungsmittel sowie variablen Extraktionstemperaturen und -zeiten. Hintergrund der
Uberlegungen war, dass durch eine kiirzere Extraktionszeit und einer gleichzeitigen
Verringerung der Extraktionstemperatur, aktive thermolabile Substanzen weniger stark
angegriffen werden und somit eine Verbesserung der Wirksamkeit pflanzlicher Extrakte
erreicht werden kann. Eine kiirzere Exposition der Extrakte mit Losungsmitteln sollte diesen
Effekt zuséatzlich verstdarken. Ferner sollten durch die Wahl von Losungsmitteln mit einem
breiteren Polaritatsspektrum bisher aus den Pflanzen ungeloste Metaboliten in die
organische Phase tiberfiihrt werden.

Die Pflanzenteile (Tabelle 5) wurden analog der Extraktionsansitze, welche in Tabelle 6
dargestellt sind, bearbeitet und anschlieffend gefriergetrocknet. Die Pflanzengranulate
wurden eingewogen und der Extraktionserfolg zunidchst anhand der Substanzmengen
verglichen. Stellvertretend sind im Folgenden die Ergebnisse von vier Pflanzenextraktionen
dargestellt.

Tabelle 19: Darstellung des Extraktionserfolges anhand der Substanzmenge bei Efeublattern,

Eichenrinde, Schliisselblumenwurzeln  und Salbeiblattern  mittels unterschiedlicher
Extraktionsverfahren (US = Ultraschall)

Pflanze Extraktionsverfahren Bedingungen Ausbeute TS in [mg]
Efeublatter Wasser 180 rpm, 60°C, 72 h 465
Efeublatter 20 % Ethanol (v/v) 180 rpm, 60°C, 72 h 534
Efeublatter Aceton 180 rpm, RT, 4 h, US 964 (olig)
Efeublatter Ethanol 180 rpm, RT, 4 h, US 564
Efeublatter Methanol 180 rpm, RT, 4 h, US 612

Efeublatter Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 180 rpm, RT, 4 h, US 912 (olig)
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Pflanze

Efeublatter

Eichenrinde
Eichenrinde
Eichenrinde
Eichenrinde
Eichenrinde
Eichenrinde

Eichenrinde

Schliisselblume
Schliisselblume
Schliisselblume
Schliisselblume
Schliisselblume
Schliisselblume

Schliisselblume

Salbeiblatter
Salbeiblatter
Salbeiblatter
Salbeiblatter
Salbeiblatter
Salbeiblatter

Salbeiblatter

Extraktionsverfahren

20 Ethanol (v/v) +

Bedingungen

180 rpm, 40°C, 4 h

Aceton/Methanol 1:1 (v/v) RT, 20 min, US

Wasser

20 % Ethanol (v/v)
Aceton

Ethanol

Methanol
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
20 Ethanol (v/v) +
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
Wasser

20 % Ethanol (v/v)
Aceton

Ethanol

Methanol
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
20 Ethanol (v/v) +
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
Wasser

20 % Ethanol (v/v)
Aceton

Ethanol

Methanol
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
20 Ethanol (v/v) +
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)

180 rpm, 60°C, 72 h
180 rpm, 60°C, 72 h
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, 40°C, 4 h
RT, 20 min, US

180 rpm, 60°C, 72 h
180 rpm, 60°C, 72 h
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, 40°C, 4 h
RT, 20 min, US

180 rpm, 60°C, 72 h
180 rpm, 60°C, 72 h
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, RT, 4 h, US
180 rpm, 40°C, 4 h
RT, 20 min, US

1046 (8lig)

367
428
472
378
481
476
518

307
418
565 (6lig)
256
318
482
624 (6lig)

445
501
836 (6lig)
528
687
873 (6lig)
856 (5lig)

Ausbeute TS in [mg]
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Der Erfolg der einzelnen Extraktionsverfahren stellt sich bei den einzelnen Pflanzen als
duflerst uneinheitlich dar. Zwar zeigt die Extraktion mit reinem Wasser tendenziell die
geringsten Ausbeuten, doch ldsst ein Vergleich der {ibrigen Losungsmittel keinen
eindeutigen Schluss zu. Speziell die acetonhaltigen LOsungsmittel zeigen eine starke
Extraktion von Olen und Fetten aus den Pflanzenmaterialien, welche sich bei der
Gefriertrocknung nicht vollstindig entfernen liefsen. Diinnschichtchromatographische
Auswertungen der Extrakte (5 mg/mL geldst in Methanol/Aceton/Wasser 1:1:1, Laufmittel:
Ethylacetat/Hexan 2:1 bzw. Cyclohexan/Ethylacetat/Methanol 5:10:1) zeigten keine
Unterschiede bei den einzelnen Extraktionsverfahren — ausgenommen der unpolaren
Substanzen bei den acetonhaltigen Ausziigen. Auf eine Aufreinigung und Entfettung der
Extrakte sowie einer Auswertung mittels HPLC mit UV-Detektion wurde daher verzichtet.

Fir die weiteren Untersuchungen im Rahmen des Bioassays wurde die
Kombinationsextraktion aus 20 % Ethanol (v/v) und Aceton/Methanol 1:1 (v/v) gewahlt, da
dieses Extrakt den grofiten Polaritdtsbereich abdeckte und somit gut mit den Ergebnissen

aus der Magisterarbeit (Extrakt aus 20 % Ethanol (v/v)) vergleichbar ist.

3.3.2 Charakterisierung von Sekundidrmetaboliten aus phytopathogenen
Streptomyceten

Die Isolierung von Sekundarmetaboliten aus phytopathogenen Streptomyceten erfolgte
analog des in Kapitel 2.7.2 dargestellten Protokolls. Kleine Anpassungen beispielsweise beim
Verhailtnis der Laufmittel bei chromatographischen Trennungen konnten bei den einzelnen
Isolationen nicht ausgeschlossen werden. Die Uberpriifung des Isollierungserfolges erfolgte
durch die in Kapitel 2.1 angegebene Analytik und ergab die im Folgenden dargestellte
Charakterisierung von Iromycin A, Iromycin B sowie Thaxtomin A. Die dazugehorigen
Angaben stammen teilweise aus Arbeiten, welche im Vorfeld der eigenen Untersuchungen

an den Sekundarmetaboliten durchgefiihrt wurden (SURUP, 2007).
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3.3.2.1 Charakterisierung von Iromycin A

6-(3,7-Dimethyl-octa-2,5-dienyl)-4-hydroxy-3-methyl-5-propyl-1H-pyridin-2-on

CiwH2NO:2 (303,45

R¢-Wert: 0,30 (CHCl3/MeOH 9:1)
0,76 (Cyclohexan/Essigester/Methanol 5:10:2)
0,03 (Methanol/Wasser 7:3)

Anfirbeverhalten: violett (Anisaldehyd)

EI-MS m/z (%) = 303 (38) [M]", 274 (12) [M-C2Hs], 260 (17) [M-C5H-]", 234 (100) [M-CsHs],
220 (69), 192 (25), 164 (21), 71 (13), 55 (17), 43 (38).

IR (KBr): v = 3432, 2960, 1707, 1628, 1458, 1423, 1383, 1286, 1220, 1170, 1117, 1053, 1027, 975

cm.

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 205 (0.768), 294 (0.198);
(MeOH/HCI): Amax (Ig ¢) = 205 (0.957), 274 (0.196), 309 (0.119) nm;
(MeOH/NaOH): Amax (Ig ¢) = 201 (0.638), 204 (0.643), 220 (0.747), 280 (sh) nm.

1H-NMR (300 MHz, CDsOD): § = 0.88 (t, ] = 7.0 Hz, 3H, 3'-Hs), 0.95 (d, ] = 7.0 Hz, 6H, 8"-Hs,
9"-Ha), 147 (tq, ] = 8.0, 7.0 Hz, 2H, 2-Hz), 1.70 (s, 3H, 10"-Hs), 1.95 (s, 3H, 7-Hs), 2.23
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(dqq, ] =7.0,7.0, 7.0 Hz, 1H, 7'-H), 2.40 (dt, ] = 8.0 Hz, ] = 2 Hz, 2H, 1-Hz), 2.67 (d, ] = 6.5 Hz,
2H, 4"-Hz), 3.30 (dd, ] = 6.5 Hz, ] = 2 Hz, 2H, 1"-Hz), 5.14 (dt, ] = 7.0, 1.0 Hz, 1H, 2"-H), 5.30
(ddd, ] =15.0, 6.5, 1.0 Hz, 1H, 5"-H), 5.42 (dtd, ] = 15.0, 6.5, 1.0 Hz, 1H, 6"-H).

Das Signal der CH2-Gruppe 1"-H: liegt unter dem Methanol-Signal.

BC-NMR (755 MHz, CDsOD): & = 87 (q C-7), 146 (q C-3), 165 (q C-10"),
23.0 (q, C-8", C-9"), 24.1 (t, C-2'), 28.0 (t, C-1'), 30.4 (t, C-1"), 32.3 (s, C-7"), 43.7 (t, C-4"), 106.0
(s, C-3), 113.7 (s, C-5), 121.0 (d, C-2"), 125.7 (d, C-5"), 138.8 (s, C-3"), 140.8 (d, C-6"), 143.0
(s, C-6), 165.9 (s, C-2), 166.0 (s, C-4).

Die Charakterisierung erfolgte gemafs der Arbeiten durch WAGNER und SURUP, Datensatz
entnommen aus SURUP (2007)

3.3.2.2 Charakterisierung von Iromycin B

4-Hydroxy-6-(7-hydroxy-3,7-dimethyl-octa-2,5-dienyl)-3-methyl-5-propyl-1H-pyridin-2-on

CiwH2NOs  (319,45)

Schmelzpunkt: 51 °C

R¢-Wert: 0,15 (CHCl3/MeOH 9:1)
0,50 (Cyclohexan/Essigester/Methanol 5:10:2)
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0,24 (Methanol/Wasser 7:3)

Anfirbeverhalten: blau (Anisaldehyd)

EI-MS m/z (%) = 319 (4) [M], 317 (5) [M-2HJ", 304 (15) [M-CHs]+, 301 (11) [M-H:OJ, 274 (37),
220 (88), 164 (12), 129 (14), 43 (100).

IR (KBr): v = 3404, 2964, 2930, 2871, 1700, 1629, 1457, 1430, 1376, 1286, 1240, 1220, 1157, 1114,

1052, 972 cm™.
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 207 (1.680), 291 (0.407);
(MeOH/HCI): Amax (Ig €) = 205 (2.093), 274 (0.439);

(MeOH/NaOH): Amax (lg €) =220 (1.640), 278 (0.407) nm.

1H-NMR (300 MHz, CDsOD): & = 0.94 (t, ] = 7.5 Hz, 3H, 3-Hs), 1.24 (s, 6H, 8"-Hs,
9"-Ha), 1.47 (tq, ] = 8.0, 7.0 Hz, 2H, 2-H:), 1.72 (d, ] = 1.0 Hz, 3H, 10"-Hs), 1.95 (s, 3H, 7-H3),
241 (dt, | = 80 Hz, J = 20 Hz, 2H, 1-Hz), 272 (d, ] = 55 Hz 2H,
4"-H), 518 (dt, | = 7.0, 15 Hz, 1H, 2"-H), 557 (td, | = 155 6.0 Hz 1H,
5'"-H), 5.62 (d, ] = 15.5 Hz, 1H, 6"-H).

Das Signal der CHz-Gruppe 1"-Hz2 liegt unter dem Methanol-Signal.

BC-NMR (151 MHz, CDsOD): & = 87 (q C-7), 145 (q C-3), 166 (g C-10"),
24.1 (t, C-2), 27.9 (t, C-1'), 29.9 (q, C-8", C-9"), 30.4 (t, C-1"), 43.3 (t, C-4"), 71.1 (s, C-7"), 106.0
(s, C-3), 113.7 (s, C-5), 121.3 (d, C-2"), 125.3 (d, C-5"), 138.5 (s, C-3"), 141.2 (d, C-6"), 142.9
(s, C-6), 165.9 (s, C-2), 166.0 (s, C-4).

Die Charakterisierung erfolgte gemafs der Arbeiten durch WAGNER und SURUP, Datensatz
entnommen aus SURUP (2007)
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3.3.2.3 Charakterisierung von Thaxtomin A

C2H2N1O¢ (438.44)

Schmelzpunkt: 220 °C

Re-Wert: 0,18 (CHCls/MeOH 9:1)

EI-MS (70 eV): m/z (%) = 420.0 (2) (M* - H20), 303 (4), 270 (9), 246 (31), 176 (9)

(CoHsN:202), 175 (8) (CoH7N:20:), 162 (100) (CsHsN:20:), 116 (67) (CsHsN), 107 (36)

(C7H-0), 89 (23) (C7Hs).

ESI-MS (negative Ionen): 437 (100) [M-HJ, 875 (67) [2 M-H], 1313 (15) [3 M-H]-.
ESI-MS (positive Ionen): 461 (34) [M+Na]", 899 (100) [2M-+Nal.

IR: 5 = 3370, 2940, 1650, 1600, 1510, 1455, 1325, 1285, 1075, 995, 735 cm'.

UV: (MeOH) ) M (€): 398 (2500), 368 (2235), 338 (2060), 214 (35300).

(MeOH +HCl) A, nm (g): 398 (2150), 368 (1975), 338 (1620), 214 (32575).
(MeOH + NaOH) X, nm (g): 402 (2060), 368 (1755), 338 (1535), 207 (40820).
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CD (MeOH) %, nm ([0]" ) = 212 (- 6500), 227 (+ 31180), 280 (+1680), 322 (-650), 404
(+ 2630).

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 1.62 (dd, ] = 8.5, 14.0 Hz, 1 H, 10-H.), 2.40 (dd,
6.5, 14.0 Hz, 1 H, 10-Hs), 2.62 (s, 3 H, N12-CHs), 2.85 (s, 3 H, N15-CHs), 2.98 (d, ] =
13.5 Hz,
1 H, 17-H.), 3.13 (d, ] = 13.5 Hz, 17-Hs), 3.65 (dd, ] = 6.5, 8.5 Hz, 1 H, 11-H), 6.55
(d, J=7.5Hz, 1 H, 23-H), 6.62 (s, 1 H, 19-H), 6.65 (d, ] = 8.0 Hz, 1 H, 21-H), 6.90 (s, 1
H, 2-H), 7.16 (dd, ] = 8.0, 8.0 Hz, 1 H, 22-H), 7.20 (dd, ] = 8.0, 8.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.75
(d, J=8.0Hz, 1 H, 7-H), 7.79 (d, ] = 7.5 Hz, 1 H, 5-H), 9.55 (s, breit, NH), 11.80 (s,

breit, phenol. OH) ppm.

“C-NMR (75.5 MHz, DMSO-de): 8 = 27.4 (q, N1>-CHs), 31.6 (t, C-10), 32.9 (q, Ni-
CHs), 42.5 (t, C-17), 62.7 (d, C-11), 85.9 (s, C-14), 109.0 (s, C-3), 114.2 (d, C-21), 116.95
(d, C-5), 117.2 (d, C-19), 117.9 (s, C-9), 118.4 (d, C-7), 119.8 (d, C-6), 121.0 (d, C-23),
129.5 (d, C-22), 130.9 (d, C-2), 136.2 (s, C-18), 139.1 (s, C-8), 141.8 (s, C-4), 157.3 (s, C-
20), 163.9 (s, C-16), 165.8 (s, C-13) ppm.

Die Charakterisierung erfolgte gemafs der Arbeiten durch WAGNER und SURUP, Datensatz
entnommen aus SURUP (2007)
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34  Darstellung der Wirkung von Pflanzenextrakten auf die

Entwicklung von Plasmopara viticola

3.41 Auswirkung der Extraktionsmethode auf die Wirksamkeit von

Pflanzenextrakten

Neben den Untersuchungen zur Ausbeute der unterschiedlichen Extraktionsmethoden
wurden die Pflanzenextrakte weiterhin auf ihre Wirksamkeit gegeniiber der Entwicklung
des Falschen Mehltaus der Rebe untersucht.

Bei den Untersuchungen zur Sporulationsintensitit wurden jeweils vier Blattscheiben
protektiv 48 Stunden vor Inokulation behandelt und durch Abschwemmen die Anzahl an

Sporangien bestimmt:

Tabelle 20: Sporulationsintensitdt (5 dpi) von Plasmopara viticola bezogen auf die Blattflaiche von
Blattscheiben der Rebsorte Miiller-Thurgau nach der protektiver Applikation verschiedener
Pflanzenextrakte (3 % TS). Die Extrakte aus Efeu und Rosmarin wurden hierbei in einer Konzentration
von 2% appliziert. Sporulation je mm? Signifikante Unterschiede der einzelnen Extrakte
untereinander sind nach dem Newman-Keuls-Test durch entsprechende Buchstaben kenntlich

gemacht (n =4).

Teedroge Extraktionsverfahren Mittelwert Signifikanz-
Sporangien je mm? stufe

Efeu Wasser 20,5 A

Efeu 20 % Ethanol (v/v) 11,75 AB
Efeu Aceton 12,5 AB
Efeu Ethanol 14,25 AB
Efeu Methanol 10,5 B

Efeu Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 11,75 AB
Efeu 20 Ethanol (v/v) + 10 B

Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
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Teedroge Extraktionsverfahren Mittelwert Signifikanz-
Sporangien je mm? stufe
Rosmarin Wasser 17 A
Rosmarin 20 % Ethanol (v/v) 13 A
Rosmarin Aceton 12,25 A
Rosmarin Ethanol 14,5 A
Rosmarin Methanol 9,75 A
Rosmarin Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 10,75 A
Rosmarin 20 Ethanol (v/v) + 6,26 A
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
Eiche Wasser 23 A
Eiche 20 % Ethanol (v/v) 21,25 AB
Eiche Aceton 21 AB
Eiche Ethanol 28,5 AB
Eiche Methanol 26,5 AB
Eiche Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 21,75 AB
Eiche 20 Ethanol (v/v) + 19,5 B
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)

Schliisselblume Wasser 30,25 A
Schliisselblume 20 % Ethanol (v/v) 28,75 A
Schliisselblume Aceton 29,75 A
Schliisselblume Ethanol 32,5 A
Schliisselblume Methanol 29,75 A
Schliisselblume Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 27,5 A
Schliisselblume 20 Ethanol (v/v) + 26,75 A

Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
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Teedroge Extraktionsverfahren Mittelwert Signifikanz-
Sporangien je mm? stufe
Faulbaum Wasser 37,75 A
Faulbaum 20 % Ethanol (v/v) 30,5 A
Faulbaum Aceton 34,5 A
Faulbaum Ethanol 36,25 A
Faulbaum Methanol 39,25 A
Faulbaum Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 30,25 A
Faulbaum 20 Ethanol (v/v) + 28,5 A
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
Salbei Wasser 41 A
Salbei 20 % Ethanol (v/v) 30,5 A
Salbei Aceton 34,5 A
Salbei Ethanol 36,25 A
Salbei Methanol 39,25 A
Salbei Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 30,25 A
Salbei 20 Ethanol (v/v) + 28,5 A
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
Weide Wasser 56,75 A
Weide 20 % Ethanol (v/v) 58,25 A
Weide Aceton 51 A
Weide Ethanol 51,5 A
Weide Methanol 46,75 A
Weide Aceton/Methanol 1:1 (v/v) 31,75 B
Weide 20 Ethanol (v/v) + 28,75 B

Aceton/Methanol 1:1 (v/v)
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Die Auswirkungen unterschiedlich hergestellter Teedrogen auf die Sporulationsintensitat
von Plasmopara viticola zeigen einen nur sehr marginalen Effekt. Zwar kann man anhand der
Mittelwerte eine gewisse Tendenz zwischen den Herstellungsmethoden einzelner Extrakte
ableiten, doch sind diese aus statistischer Sicht nicht haltbar. AusschlieSlich bei Extrakten
aus Eiche, Weide und Efeu zeigen sich auch signifikante Unterschiede bei der
Extraktherstellung: so konnten Extrakte welche durch die Extraktion mittels 20 % Ethanol
(v/v) sowie einer anschlieffenden Extraktion mit Aceton/Methanol 1:1 (v/v) gewonnen
wurden, eine verstirkte Hemmung auf die Entwicklung des Falschen Rebenmehltaus

aufweisen.

3.4.2 Biologische Wirkung unterschiedlicher ,Extraktformen”

Da bei der Losung der Extrakte in Wasser nicht alle Inhaltsstoffe in Losung gehen, sondern
teilweise als Suspension vorliegen, wurden Rohextrakte, Extraktlosungen und
Extraktsedimente einzelner Teedrogen auf ihre Wirksamkeit gegeniiber Plasmopara viticola
untersucht. Hierbei wurde auf die Extrakte zurlickgegriffen, welche durch
Kombinationsextraktion aus 20 % Ethanol (v/v) und Aceton/Methanol 1:1 (v/v) hergestellt
wurden. In Abbildung 13 wird ersichtlich, dass es bei samtlichen Extrakten kaum
Unterschiede zwischen Rohprodukt und Extraktlosung gab. Die Applikation des in Wasser
gelosten Extraktsedimentes hingegen scheint nur wenig Einfluss auf die Entwicklung von
Plasmopara viticola nehmen zu konnen. Nur die Extraktsedimente aus Weide und Salbei
kénnen die Sporulationsintensitdt gegeniiber der Wasserkontrolle signifikant beeinflussen.
Der Grofiteil der biologisch aktiven Substanzen scheint aber auch bei diesen Extrakten in

Losung vorzuliegen.
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Abbildung 13: Wirkung unterschiedlicher Extraktformen (3% TS) auf die Sporulationsintensitat von
Plasmopara viticola (5 dpi) Rohextrakt: Gesamtextrakt incl. aller suspendierten Bestandteile;
Extraktlosung: nur geloste Inhaltsstoffe; Extraktsediment: in Wasser resuspendierte unldsliche
Bestandteile. Das Extrakt wurde unter Verwendung von 20 % EtOH sowie Aceton Methanol 1:1
hergestellt. (n=4).

3.43 Einfluss von Losungs- und Netzmitteln auf die Wirksamkeit

Der Einfluss der Losungsmittelzusidtze und Netzmittel (MEK, DMSO) auf die Wirksamkeit
der Extrakte gegeniiber P. viticola wurde bereits im Rahmen der Magisterarbeit (KOSSLER,

2006) untersucht.
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3.44 Besiedlungsintensitit des Wirtsgewebes

3.4.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Bei den Untersuchungen zur Besiedlungsintensitit des Wirtsgewebes, welche im Rahmen
der Magisterarbeit durchgefiihrt wurden, sollten mikroskopische Bonituren Aufschluss iiber
das intrazellulare Wachstum von P. vilicola geben. Problematisch bei diesem Verfahren war,
dass eine visuelle Bonitur vergleichbar mit einer Blattscheibe nicht moglich war. Aufgrund
starker Interferenzen seitens der Fluoreszenz und der begrenzten Darstellung des Pathogens
im Blattgewebe konnten keine signifikanten Unterschiede bei den Priifvarianten ausgemacht
werden (KOSSLER, 2006). Weiterfithrende Untersuchungen zum quantitativen Nachweis von
Plasmopara viticola im Rahmen dieser Arbeit, erfolgten daher mittels quantitativer Real-Time

PCR (vgl. Kapitel 3.4.4.2).

3.4.4.2 Real-Time PCR Untersuchungen zur Biomassebestimmung von
Plasmopara viticola im Wirtsgewebe

Wie bereits im Kapitel 3.4.4 beschrieben, konnten anhand der Fluoreszenziiberlagerung
keine eindeutigen Ergebnisse der Besiedlungsgeschwindigkeit des Wirtsgewebes erhoben
werden. Um dennoch den Einfluss der Pflanzenextrakte auf das intrazellulare Wachstum zu
beurteilen wurde auf die Biomassebestimmung von P. viticola durch Real-Time PCR basierte
Untersuchungen zuriick gegriffen. Da in der Literatur ein bereits optimiertes Protokoll zur
Detektion von Oomyceten mittels PCR vorlag (VALSESIA et al.,, 2005), konnte auf das
Primerdesign sowie auf die Optimierung des PCR Protokolls verzichtet werden. Bei den
PCR-Untersuchungen kamen daher lediglich geringfiigige Anpassungen beim
Reaktionsgemisch zum tragen.

Bei der Untersuchung der gebildeten Biomasse von P. viticola in Rebbldttern konnten kaum
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Priifsubstanzen festgestellt werden.
Einzig die pathogene Biomasse bei dem eingesetzten Extrakt aus Schiilsselblumenwurzeln
unterschied sich signifikant von den tibrigen Extrakten und wies einen Gehalt an pilzlicher

Biomasse von knapp 150 pug/mg auf. Bei
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Extrakten aus Rosmarin, Efeu, Weidenrinde, Eichenrinde und Faulbaumrinde konnte eine
Biomasse von P. viticola von 30 — 50 pg/mg errechnet werden, doch sind aufgrund der

Streuung keine signifikanten Unterschiede erkennbar.
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Abbildung 14: Produktion von pilzlicher Biomasse von Plasmopara viticola auf Rebbléttern der Sorte
Miiller-Thurgau’ in [pug/mg] nach 4 dpi, ermittelt durch quantitative Real-Time PCR. Signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind in vereinfachter Form

mit den entsprechenden Buchstaben kenntlich gemacht (n=3).
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3.5  Fiitterungsversuche mit phytopathogenen Streptomyceten

3.5.1 Fiitterung von NOS-Inhibitoren bei S. bottropensis Dra 17

Im Vorfeld der Fiitterungsversuche an S. bottropensis Dra 17 wurden Vorversuche zur

Optimierung der Thaxtomin A-Produktion durchgefiihrt:

3.5.1.1 Optimierung der Medien zur Thaxtomin A Produktion

Um eine stabile Thaxtomin A-Produktion zu gewdihrleisten, wurde zundchst der Stamm
Streptomyces bottropensis Dra 17 in vier verschiedenen Medien unter gleichen Bedingungen
kultiviert und auf die Produktion von Iromycin A, Iromycin B sowie Thaxtomin A durch

HPLC mit UV-Detektion untersucht.

Tabelle 21: Produktion von Thaxtomin A, Iromycin A und Iromycin B in unterschiedlichen Medien.
Die Inokulation erfolgte mittels 5 % einer 48 h SGG Vorkultur. Die Inkubation fand bei 28 °C, 250 rpm
und Dunkelheit fiir 72 Stunden statt. Zeichenerklarung: (++) hohe Produktion (+) méffige Produktion

(0) kaum Produktion (-) keine Produktion

Medium Thaxtomin A Iromycin A Iromycin B
YMG + - +
Hafer ++ 0 +
1187S 0 - +

NL 1358 + + +H+

Nach einheitlicher Aufarbeitung aller Proben konnte in allen Varianten Thaxtomin A
nachgewiesen werden. Die hochste Produktion konnte im Hafer-Medium nachgewiesen
werden. Die zweithochste Ausbeute wurde in YMG-Medium sowie in NL 1358 erreicht. Im
Medium 11875 konnte kaum Thaxtomin A nachgewiesen werden. Iromycin A konnte nur in
Mycel von Hafer und Medium NL 1358 nachgewiesen werden. Im Kulturfiltrat konnte in
keinem der getesteten Medien Iromycin A detektiert werden. Eine Produktion von
Iromycin B konnte in allen Medien, sowohl im Kulturfiltrat als auch im Mycel, dokumentiert

werden.
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3.5.1.2 Optimierung der Fermentationsbedingungen zur Thaxtomin A Produktion

Analog zur Medienoptimierung wurde der Einfluss von Fiillhohe, Kolbengrofie, Beliiftung
durch Schikanen und Schiittelgeschwindigkeit auf die Thaxtomin A Produktion von
Streptomyces bottropensis Dra 17 untersucht. Die Kolben waren hierbei einheitlich mit
Hafermedium gefiillt. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Kulturfiltrate mit

Ethylacetat extrahiert und durch HPLC mit UV-Detektion (Programm 2, Sdule 1) analysiert.

Tabelle 22: Kombinatorische Darstellung der Einzelvarianten unter Einbeziehung unterschiedlicher
Fiillhohen, Kolbengrofien, Schikanen und Schiittelgeschwindigkeit zur Optimierung der Thaxtomin A
Produktion (n=2). Die Angabe der Konzentration ¢ wurde anhand einer Eichkurve aus den

entsprechenden Integralen der Flache errechnet. Auf statistische Berechnungen wurde verzichtet.

Bezeichnung Kolben- Schikanen Fiillvolumen rpm Flache c
volumen [mL] iiberd. Thaxtomin
[mL] Integrals [mg/L]
KP-FB-1000-1 1000 ja 300 120 8095274 20
KP-FB-1000-2 1000 ja 150 120 8630295 21
KP-FB-1000-3 1000 ja 75 120 10181310 25
KP-FB-1000-4 1000 nein 300 120 1330637 3
KP-FB-1000-5 1000 nein 150 120 6472580 16
KP-FB-1000-6 1000 nein 75 120 8600788 21
KP-FB-1000-7 1000 ja 300 180 6296646 16
KP-FB-1000-8 1000 ja 150 180 10034805 25
KP-FB-1000-9 1000 ja 75 180 7595851 19
KP-FB-1000-10 1000 nein 300 180 5565954 14
KP-FB-1000-11 1000 nein 150 180 9548774 24
KP-FB-1000-12 1000 nein 75 180 9583735 24
KP-FB-1000-13 1000 ja 300 250 10123288 25
KP-FB-1000-14 1000 ja 150 250 10715189 27
KP-FB-1000-15 1000 ja 75 250 10154029 25
KP-FB-1000-16 1000 nein 300 250 6139897 15
KP-FB-1000-17 1000 nein 150 250 8838514 22
KP-FB-1000-18 1000 nein 75 250 10441311 26
KP-FB-300-1 300 ja 100 120 4192369 10

KP-FB-300-2 300 ja 75 120 5444180 14
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Bezeichnung Kolben- Schikanen Fiillvolumen rpm Flache c
volumen [mL] des Thaxtomin
[mL] Integrals [mg/L]
KP-FB-300-3 300 ja 50 120 6820731 17
KP-FB-300-4 300 nein 100 120 3225647 8
KP-FB-300-5 300 nein 75 120 4067441 10
KP-FB-300-6 300 nein 50 120 5233908 13
KP-FB-300-7 300 ja 100 180 7070288 18
KP-FB-300-8 300 ja 75 180 6188320 15
KP-FB-300-9 300 ja 50 180 9507239 24
KP-FB-300-10 300 nein 100 180 5990725 15
KP-FB-300-11 300 nein 75 180 5596122 14
KP-FB-300-12 300 nein 50 180 11024498 27
KP-FB-300-13 300 ja 100 250 8475731 21
KP-FB-300-14 300 ja 75 250 10743305 27
KP-FB-300-15 300 ja 50 250 12462005 31
KP-FB-300-16 300 nein 100 250 9169460 23
KP-FB-300-17 300 nein 75 250 9603555 24
KP-FB-300-18 300 nein 50 250 8116273 20
KP-FB-100-1 100 ja 30 120 3150301
KP-FB-100-2 100 ja 15 120 3322080
KP-FB-100-3 100 nein 30 120 3283179
KP-FB-100-4 100 nein 15 120 3703504
KP-FB-100-5 100 ja 30 180 4156500 10
KP-FB-100-6 100 ja 15 180 5118633 13
KP-FB-100-7 100 nein 30 180 5158235 13
KP-FB-100-8 100 nein 15 180 4022345 10
KP-FB-100-9 100 ja 30 250 6575251 16
KP-FB-100-10 100 ja 15 250 7101344 18
KP-FB-100-11 100 nein 30 250 6264106 16
KP-FB-100-12 100 nein 15 250 10382139 26

Es zeigte sich, dass hohe Schiittelgeschwindigkeiten, speziell bei kleinen Kolben zu einer

erhohten Produktion an Thaxtomin A fiihrten. Ferner war bei 100 mL Erlenmeyerkolben

kein Unterschied zwischen den Varianten mit und ohne Schikanen erkennbar. Bei 300 mL

Kolben bestitigt sich die Produktionssteigerung bei hohen Schiittelgeschwindigkeiten. Ein
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Unterschied zwischen Kolben mit und ohne Schikane ist nicht auszumachen. Ein Einfluss
der Fiillhohe ist bei keiner der Varianten erkennbar. Ebenso scheint es bei grofien Kolben
(1000 mL) auch keinen signifikanten Unterschied der Produktion von Thaxtomin A bei
verschiedener Schiittelgeschwindigkeit zu geben.

Aus praktischen Gesichtspunkten wurde daher entschieden, weitere Untersuchungen im
Rahmen der Thaxtomininhibiotion mit 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane, einer

Fiillhohe von 75 mL und hohen Schiittelgeschwindigkeiten (220 bis 250 rpm) durchzufiihren.

3.5.1.3 Eichkurven zur Bestimmung der Metaboliten-Konzentration

Zur Bestimmung der Produktionsrate der einzelnen Fermentationen wurde deren
Flachenintegral mit dem Integral von Proben bekannter Konzentration verglichen. Anhand
der Kurvensteigung konnte daher auf die im Rohprodukt befindliche Sekundarmetaboliten-

konzentration geschlossen werden.
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Abbildung 15: Darstellung der Eichgeraden fiir die Sekundérmetaboliten Thaxtomin A, Iromycin A
und Iromycin B unter Angabe der Funktion mit zugehoriger Steigung. R? stellt hierbei das

BestimmtheitsmafS der Trendlinie dar. Anlage: Kontron
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3.5.1.4 Fermentationskurve von Thaxtomin A bei S. bottropensis Dra 17

Zur Aufnahme des zeitabhingigen Produktionsverlaufs von Thaxtomin A wurde
Streptomyces bottropensis Dra 17 in 300 mL Schiittelkolben im Hafermedium ohne Schikane
kultiviert. Die Probeentnahme fand hierbei im fiinf bis zehn Stundenzyklus statt, bei dem
jeweils zwei Kolben entnommen und nach vergleichender pH-Kontrolle vereinigt wurden.
Die Produktion von Thaxtomin A erfolgte ab der 15. Stunde nach Inokulation und verlief
stetig bis zur 60. Stunde. Der pH-Wert fiel im gleichen Zeitabschnitt von 5,8 auf 4,6. Nach
60 hpi verlangsamte sich die Thaxtomin A Produktion und der pH-Wert stagnierte. Der
weitere Abfall der Thaxtomin A Konzentration im Zeitfenster zwischen 100 und 160 Stunden
nach Inokulation kénnte sich durch einen enzymatischen Abbau erklaren. Der pH-Wert blieb
wihrend dieser Zeit nahezu unverandert.

Fir die folgende Fiitterung von NO-Synthase Inhibitoren wurden anhand der zuvor

erhaltenen Ergebnisse die Fiitterungszeitpunkte im Zeitraum 16 bis 60 hpi festgelegt.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Produktion von Thaxtomin A sowie die Darstellung des pH-
Wertes einer Kultur von Streptomyces bottropensis Dra 17 bei der Fermentation (28 °C, 250 rpm,
Dunkelheit) in 300 mL EMK ohne Schikane in Hafermedium.
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3.5.1.5 Fiitterung von NOS-Inhibitoren bei Streptomyces bottropensis Dra 17

Der Fiitterungsversuch unterschiedlicher NO-Synthase Inhibitoren bei S. bottropensis Dra 17
erfolgte unter identischen Bedingungen wie bei der Aufnahme der Fermentationskurve. Die
in Methanol bzw. Wasser geldsten Fiitterungsdetergenzien (Iromycin, NNA und NMA
wurden mittels Einwegspritze manuell zugegeben.

Die Proben wurden, wie im Kapitel Material und Methoden beschriebenen einzeln
aufgearbeitet, die Produktion von Thaxtomin A, Iromycin A und Iromycin B in den
Rohextrakten wurde durch Analyse mittels HPLC-DAD-Kopplung bestimmt.

Bei Fiitterungsvarianten mit dem ,stammeigenen’ Iromycin A konnten nur sehr geringe
Effekte auf die Bildung des Phytotoxins Thaxtomin A festgestellt werden. Nur eine
Fiitterung von 6 mg Iromycin A je 75 mL Kolbenvolumen bewirkte eine Reduktion der
Thaxtominproduktion um 35 %. Alle anderen Fiitterungen mit Iromycin A unterschieden
sich anhand des Thaxtomin A Gehaltes nicht von der Negativkontrolle. Gleichzeitig konnte
Iromycin A nur in einem Rohprodukt (Zugabe von 6 mg Iromycin A) mittels der HPLC
detektiert werden. In allen anderen Fiitterungsvarianten konnte Iromycin A nicht
nachgewiesen werden. Dagegen war die Menge an Iromycin B, speziell in den Varianten mit
hoher Iromycin A-Zugabe stark erhoht. Hierbei konnten teilweise Konzentrationen von
durchschnittlich 350 % (bei Fiitterung von 6 mg Iromycin A) bzw. 200 % (bei Fiitterung von
2 mg Iromycin A) aufgezeigt werden. Niedriger dosierte Iromycin A-Zugaben hatten keinen
Effekt auf die Konzentration von Iromycin B im Rohprodukt.

Bei der Fiitterung der starken NO-Synthase Inhibitoren NNA und NMA konnte ein
Riickgang der Thaxtomin A Produktion auf durchschnittlich 30 % festgestellt werden. Beide
Varianten unterschieden sich statistisch nicht. Eine Detektion von Iromycin A war bei beiden
NOS-Inhibitoren, wie auch bei der Negativkontrolle, nicht moglich. Die Produktion von

Iromycin B lag bei den Positiv- und Negativkontrollen auf demselben Niveau.
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Abbildung 17: Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A durch Streptomyces bottropensis Dra 17 nach
Fiitterung unterschiedlicher NO-Synthase Inhibitoren und Methanol als Negativkontrolle.
Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind durch

entsprechende Buchstaben kenntlich gemacht (n = 4).
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Abbildung 18: Bestimmung der Iromycin B Konzentration im Kulturfiltrat von Streptomyces
bottropensis Dra 17 mnach Fiitterung unterschiedlicher NO-Synthase Inhibitoren und der
Negativkontrolle Methanol. Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem

Newman-Keuls-Test sind durch entsprechende Buchstaben kenntlich gemacht (n = 4).
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3.5.2 Fiitterungen von NOS-Inhibitoren bei Streptomyces scabies 1/3

3.5.2.1 Untersuchungen zur Optimierung des Hafermediums

Bei den Vorversuchen zur Optimierung des Hafermediums zur Fermentation von

Streptomyces scabies 1/3 wurden unterschiedliche Haferquellen (jeweils 20 g/L) identisch

Kol KornIl Mehll MehlIl Kleiel Klejell

5000080

Abbildung 19: Fermentation von Streptomyces scabies 1/3
in  unterschiedlichen = Hafermedien.  Diinnschicht-
chromatogramm RP-Kieselgel RP-18 F2s, Laufmittel
Methanol/Wasser 7:3 + 0,1 % HCOOH, Anfirbung:
Anisaldehyd. Bezeichnungserklarung: Korn 1 =
Haferkorn ohne Spelze; Korn II = Haferkorn mit Spelze;
Mehl I = NEUFORM; Mehl II = ALNATURA; Kleie I =
NEUFORM; Kleie IT = ALNATURA..

aufbereitet, autoklaviert und mit
einer Hafervorkultur des Stammes
inokuliert.

Die Auswertung erfolgte zundchst
diinnschichtchromatographisch mit
einer definierten Auftragsmenge
von 10 pL je Probe. Hierbei wiesen
alle Haferquellen ein &hnliches
Metabolitenmuster auf. Auch bei
der Thaxtominproduktion gab es
nur geringe Unterschiede.
Tendenziell wurde jedoch in
beiden Haferkornvarianten
weniger Thaxtomin A gebildet.
Aufgrund der besseren
Handhabbarkeit =~ wurden  fiir
weitere Untersuchungen Hafer-
mehl (NEUFORM) der Haferkleie

(NEUFORM) vorgezogen.
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3.5.2.2 Fermentationskurve von Thaxtomin A bei Streptomyces scabies 1/3

6 12 18 2¢ 30 36 42 48 54 60 66 72 78 8 90 96 102 108 114 120 126 132 138

Abbildung 20: Fermentationsverlauf von Streptomyces scabies 1/3 in Hafermedium. Diinnschicht-
chromatogramm Kieselgel (KG) 60 F 254, Laufmittel Chloroform/Methanol 9:1 + 0,1 % HCOOH, ohne
Anfarbung. Angegebene Zahlen beziehen sich auf den Zeitpunkt der Probenentnahme (hpi).
Thaxtomin A ist auf dem Diinnschichtchromatogramm mittels rotem Rahmen kenntlich gemacht.
Zur Aufnahme des =zeitabhdangigen Produktionsverlaufes von Thaxtomin A wurde
Streptomyces scabies 1/3 in 300 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane kultiviert. Die
Probeentnahme fand hierbei {iber 144 Stunden in einem sechs Stundenzyklus statt. Die
Produktion von Thaxtomin A erfolgte ab der 12. Stunde nach Inokulation. Der weitere
Produktionsverlauf ist, analog zu Streptomyces bottropensis Dra 17, bis zur 66. Stunde stetig.
Eine Einschatzung beziiglich des weiteren Verlaufes der Thaxtomin A Produktion ist mittels
Diinnschichtchromatogramm nicht moglich. Auffallig indes ist die Produktion weiterer
Thaxtomine ebenfalls ab der 66. Stunde.

Fir die folgende Fiitterung mit NO-Synthase Inhibitoren wurden anhand der Ergebnisse
Fiitterungszeitpunkte im Zeitraum 4 bis 48 hpi festgelegt. Iromycin A und B konnte auch
nach Anfarbung mittels Anisaldehyd auf dem Diinnschichtchromatogramm nicht detektiert

werden.
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3.5.2.3 Fiitterung von NOS-Inhibitoren bei Streptomyces scabies 1/3

Der Fiitterungsversuch wurde unter identischen Bedingungen wie die Aufzeichnung der
Fermentationskurve dreifach wiederholt angelegt. Entsprechende Mengen von Iromycin A,
Iromycin S, N-Nitro-L-Arginin (NMA) und N-Methyl-L-Arginin (NMA) wurden in
Methanol gelost und mittels Einwegspritze zu den angegebenen Zeiten den Kulturen

zugegeben.
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40 ~

Metabolitenkonzentration [pg/mlL]

20

1,33(1,33|0,66(0,66(2,66|2,66(5,66|5,66(1,33|1,33|2,66 2,66

neg. NNA | NMMA Iromycin A Iromycin S
Kontrolle

H# Thaxtomin A M Iromycin A i Iromycin B

Abbildung 21: Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A sowie Iromycin A und B durch Streptomyces
scabies 1/3 nach Fiitterung unterschiedlicher NO-Synthase Inhibitoren und der Negativkontrolle
Methanol/Wasser 1:1. Auf statistische Datenauswertung wurde in diesem Versuch verzichtet. Mit ,*
gekennzeichnete Varianten enthalten zudem 22,5 mg Ancymidol (n=2), Varianten ohne ,* enthalten

das reine Fiitterungsdetergenz (n=1).
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Die Fiitterung unterschiedlicher Iromycin A Konzentrationen bei Streptomyces scabies 1/3
zeigte, im Gegensatz zu Streptomyces bottropensis Dra 17, einen starken Einfluss auf die
Bildung des Phytotoxins Thaxtomin A. Bereits Konzentrationen von 0,66 mg bzw. 1,33 mg
pro Kolben konnten die Thaxtomin A Produktion um 60 % reduzieren. Die Zugabe von
2,66 mg bzw. 5,66 mg Iromycin A je Kolben konnte die Biosynthese von Thaxtomin A bis
70ug/mL senken. Varianten mit Ancymidol konnten diesen Effekt deutlich verstarken.
Einzig bei der Iromycin A Fiitterung von 0,66 mg war dieser Effekt nicht zu beobachten. Ein
direkter Einfluss von Ancymidol kann ausgeschlossen werden, da sich beide
Negativkontrollen nicht signifikant voneinander unterscheiden. Ferner wurden dhnliche
Effekte bereits durch Fiitterungsexperimente mit Ancymidol bei Streptomyces bottropensis
Dra 17 durch SURUP (2007) belegt.

Vergleichbare Ergebnisse lieferten die beiden Positivkontrollen NNA und NMA. Auch hier
enthielten die Rohprodukte mit Ancymidol weniger Thaxtomin als die vergleichbare
Variante ohne Zusatz. Diese konnten die Thaxtomin A Menge um durchschnittlich 80 %
reduzieren. Bei der Zugabe von synthetisch hergestellten Iromycin S zeigte Ancymidol keine
Effekte. Beide Varianten in Konzentrationen von 1,33 mg und 2,66 mg konnten die
Produktion des Phytotoxins um etwa 90 % reduzieren.

Im Gegensatz zum Fiitterungsexperiment bei Streptomyces bottropensis Dra 17 konnte in den
hier untersuchten Kulturfiltraten nur wenig bzw. kein Iromycin B detektiert werden.
Iromycin S konnte im Rohprodukt nicht mehr nachgewiesen werden. Ein Einfluss von

Ancymidol konnte nicht festgestellt werden.
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3.5.2.4 Einfluss von NO-Synthase Inhibitoren auf die Zellzahl (CFU)
Um neben dem Einfluss der NO-Synthase Inhibitoren auf die Thaxtomin A Produktion eine
Wechselwirkung — hervorgerufen durch zytotoxische Effekte gegeniiber Streptomyces

scabies 1/3 — auszuschliefien, wurde die Anzahl der lebenden Zellen im Ansatz bestimmt.
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Kontrolle
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Abbildung 22: Einfluss von NOS-Inhibitoren sowie der Negativkontrolle Methanol/Wasser 1:1 auf
das Wachstum von Streptomyces scabies 1/3 (Verdiinnung 1:10.000). Mit ,* gekennzeichnete Varianten
enthalten zudem 22,5 mg Ancymidol (n=2), Varianten ohne ,* enthalten das reine
Fiitterungsdetergenz (n=1). Signifikante Unterschiede nach dem Newman-Keuls-Test konnten nicht

ermittelt werden und sind somit nicht in dieser Abbildung dargestellt (n = 5).

Unabhéngig des Fiitterungsdetergenzes konnten auf allen Platten durchschnittlich 22 bis 27
Kolonien ausgewertet werden. Aufgrund der Streuung der Einzelwerte waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Testmetaboliten ermittelbar. Daher kann
ein direkter Einfluss der NOS-Inhibitoren auf das Wachstum von Streptomyces scabies 1/3

ausgeschlossen werden.
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3.5.3 Einfluss cellobiosehaltiger Medien auf die Biosynthese von
Iromycinen und Thaxtominen

Der literaturbekannte Einfluss des Disaccharids Cellobiose auf die Biosynthese des

Phytotoxins Thaxtomin A wurde erstmals von JOSHI et al. (2007) beschrieben. Zur

Uberpriifung der Auswirkungen des Zuckers auf die Produktion von Iromycinen und

Thaxtominen wurden Fiitterungen bei Streptomyces bottropensis Dra 17 und Streptomyces

scabies 1/3 durchgefiihrt.

3.5.3.1 Vorversuche zur Thermostabilitit von Cellobiose

Bei den Vorversuchen zur Thermostabilitiat von Cellobiose beim Autoklavieren wurden in
Tabelle 23 angegebene Mengen Cellobiose eingewogen und entsprechend weiterverarbeitet.
Die Fermentation von S. scabies 1/3 erfolgte im Hafermedium fiir 72 Stunden bei 28 °C,

220 rpm und Dunkelheit.

Tabelle 23: Thermostabilitdt von Cellobiose bei Einwirkung von feuchter Hitze (Autoklavieren) sowie
konzentrationsabhangiger Einfluss von Cellobiose auf die Biosynthese von Thaxtomin A bei einer
Fliissigkultur von Streptomyces scabies 1/3 Die Inkubation erfolgte bei 28 °C, 250 rpm und Dunkelheit
fiir 72 Stunden. Zeichenerkldrung: (+++) sehr hohe Produktion (++) hohe Produktion (+) mafiige
Produktion (0) kaum Produktion (-) keine Produktion (n=2).

Cellobiose autoklaviert steril filtriert Thaxtomin A
[g/L] Produktion

0 ja +

3,5 ja ++

7 ja HHE

14 ja +H

3,5 ja ++

7 ja +++

14 ja +++
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Analog zu den Ergebnissen von JOSHI et al. (2007) ist die Thaxtominproduktion abhdngig
von der Konzentration der Cellobiose in der Fermentationskultur. Ab einer Aufwandmenge
von 7 mg/L Cellobiose konnte keine weitere Steigerung der Produktion an Thaxtomin A
detektiert werden. Im Weiteren scheint das Autoklavieren der Cellobiose in Losung ebenfalls
keinen Einfluss auf die Thaxtomin A Produktion zu haben. Zwar ist das Medium nach dem
Autoklavieren dunkler als jenes mit steril filtrierter Cellobioselosung, doch scheint sich auch
diese Karamelisierungsreaktion = nicht negativ auf die Thaxtomin A Produktion

auszuwirken.

3.5.3.2 Einfluss von Cellobiose auf die Biosynthese von Iromycinen und
Thaxtominen

Vergleichbar zum vorhergehenden Versuch, wurden unterschiedliche Medien mit 7 mg/L

Cellobiose versehen und autoklaviert. Ziel war es, neben dem bereits erwiesenen Einfluss

auf die Thaxtomin A Produktion bei S. scabies 1/3, Auswirkungen auf die Biosynthese von

Thaxtominen und Iromycinen bei S. bottropensis Dra 17 darzustellen.

Tabelle 24: Auswirkungen von Cellobiose auf die Biosynthese von Thaxtomin A, Iromycin A und
Iromycin B Die Inokulation erfolgte mittels 5 % einer 48 h SGG Vorkultur. Die Inkubation erfolgte bei
28 °C, 250 rpm und Dunkelheit fiir 72 Stunden. Zeichenerkldrung: (+++) sehr hohe Produktion (++)
hohe Produktion (+) méafiige Produktion (o) kaum Produktion (-) keine Produktion

Hauptkultur Cellobiose Thaxtomin A Iromycin A Iromycin B
Medium [g/L]

Hafer 0 ++ 0 +
Hafer 7 +++ 0 +
YMG 0 o = +
YMG 7 + 0 ++

SM 0 -- - -

SM 7 0 - o
Medium S 0 = + +
Medium S 7 0 ++ ++
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3.6  Untersuchungen zur Regulierungsaktivitit von

Iromycinen in planta

Um die regulatorischen Auswirkungen der Iromycine ndher zu beleuchten, wurden in planta
Untersuchungen an Kartoffeln (Solanum tuberosum), Rettichen (Raphanus sativus L.) sowie an

Pflanzen des Acker-Schmalwandes (Arabidopsis thaliana) durchgefiihrt.

3.6.1 Optimierung Inokulation und Inkubation von Kartoffelscheiben

Analog zum Kapitel 2.10.3 wurden die Kartoffelscheiben zunachst mit heiffem Wasser, 70 %
Ethanol (v/v), 0,05 % Zitronensaure (m/v) sterilisiert.

Bei der Medienwahl zur Inkubation der
Kartoffelscheiben kamen in Vorversuchen
jeweils steriler Sand, Quarzsplit,
Steinwolle, Einheitserde, =~ Wasseragar
sowie Glasperlen zum Einsatz. Hierbei
wurden die Kartoffelscheiben im nicht

inokulierten Zustand fiir mehrere Tage

bei 24°C und Dunkelheit inkubiert.

Abbildung 23: Kartoffelscheiben auf Glasperlen
vor der Inokulation. Die Varianten Sand, Einheitserde und

Wasseragar wiesen hierbei binnen kurzer
Zeit eine ,schleimige Konsistenz’ auf der Unterseite der Kartoffelscheiben auf, welche auf
eine Kontamination mit Hefen zuriickzufithren war. Hintergrund hierfiir war eine
mangelnde Beliiftung der Kartoffelscheiben auf der Unterseite. Bei der Variante mit
Quarzsplit war es aufgrund der unterschiedlich grofien Koérnung nicht moglich, die
Kartoffelscheiben waagerecht auszurichten ohne die Unterseite durch die scharfen Kanten
zu verletzen. Ferner bestand die Gefahr, dass aufgrund der Neigung der Inokulationstropfen
von der Kartoffelscheibe ablaufen wiirde. Bei der Inkubation auf Steinwolle bzw. auf
Glasperlen waren keine negativen Einfliisse durch das Medium auffdllig. Einzig die
einfachere Verarbeitung der Glasperlen (einfaches Einschiitten in eine Petrischale) gab

hierbei den Ausschlag.
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Die Vorversuche zur Inkubation der Kartoffelscheiben wurden in mit Glasperlen bedeckten
Petrischalen durchgefiihrt. Hierbei kamen drei unterschiedliche Inokulationsmethoden zum
Einsatz: Inokulationstropfen, Tauchbad der
Kartoffelscheibe sowie Tauchbad nur einer
Kartoffelseite. Letztere Varianten zeigten
zwar den starksten Inokulationserfolg,
. konnten aber aufgrund der schlechten
Dosierbarkeit der Menge an Inokulat nicht fiir
die = Versuchsanordnung  herangezogen

werden. Bei der Optimierung der Inokulation

mittels Inokulationstropfen stellten sich

Abbildung 24: Inokulierte Kartoffelscheiben der
Sorte Krone mit Streptomyces bottropensis Dra 17 200 uL als optimales Volumen heraus.
(58 hpi).

Geringere Volumina zeigten nur eine
unzureichende Infektion der Kartoffelscheibe, wahrend grofiere Mengen von der
Kartoffelscheibe abliefen und so zu einer starken, aber undefinierten Infektion auch der

Unterseite fithrten.

Bei der Wahl des Inokulationsmediums wurden Streptomyceten in Hafer, YMG und
Medium S angezogen. Alle drei Medien wurden auf identische Weise mittels
Inokulationstropfen auf die Kartoffelscheiben aufgebracht. Bei allen verwendeten
Streptomyceten zeigte sich unter Verwendung von YMG-Medium der beste
Inokulationserfolg (visuelle Bonitur). Einzig der Stamm Streptomyces bottropensis Dra 17
zeigte bei der Fermentation Verwendung von Medium S die starkste Nekrosenbildung auf
der Kartoffeloberseite.

Bei Untersuchungen zur Optimierung der Inkubationstemperatur wurde anhand der
vorliegenden Ergebnisse auf eine Inokulation mit YMG-Medium zuriickgegriffen. Hierbei
wurden Temperaturen von 10 °C, 16 °C, 20 °C, 24 °C und 28 °C ndher untersucht. Im unteren
Temperaturbereich (10 °C, 16 °C) konnte ein sehr langsames Wachstum des Pathogens auf
der Kartoffeloberflache beobachtet werden. Auch die Nekrotisierung des Kartoffelgewebes

trat mit deutlicher zeitlicher Verzdgerung, verglichen mit der Variante bei 28 °C, auf. Die



DISKUSSION 122

Inkubation im mittleren und hdhen Temperaturbereich zeigte hingegen kaum Unterschiede
beim Bakterienwachstum sowie der Nekrotisierung. Einzig das ziigigere ,Anwachsen” auf
dem Kartoffelsubstrat war bei einer Temperatur von 28 °C auffillig. Dem entgegenzusetzen
ist ein gleichmafiigeres Wachstum der Streptomyceten im Temperaturfenster von 20 °C bis
24 °C. Daher wurden fiir die weiteren Versuche die Kartoffelscheiben zunachst fiir 6 Stunden
bei 28 °C inkubiert, um ein ziigiges Anwachsen zu gewahrleisten und anschliefsend bei 20 °C

weiter inkubiert.

3.6.2 Fermentationskurve auf Kartoffelscheiben

Um die =zeitliche Abfolge der Produktion von Iromycinen und Thaxtominen auf
Kartoffelscheiben naher zu untersuchen, wurde eine Fermentationskurve — analog zu den
Schiittelkulturen angelegt. Neben der Extraktion der Sekundadrmetaboliten erfolgte zudem
die Extraktion der Gesamt-DNA sowie die eine quantitative Real-Time PCR zur Ermittlung

der bakteriellen Biomasse.

3.6.2.1 Gesamt-DNA-Extraktion aus Kartoffeln und Gelelektrophorese

Die DNA-Extraktion inokulierter Kartoffeln erfolgte aus einer 200 mg Mischprobe von vier
Kartoffelscheiben, welche zuvor gefriergetrocknet und gemorsert wurden. Das {ibrige
Kartoffelmehl wurde in Falcontubes gelagert und fiir die spatere Extraktion mit Ethylacetat
eingefroren. Auch die CTAB basierte DNA-Extraktion erfolgte bei allen Proben auf
identische Art und Weise. Zur Kontrolle des Extraktionserfolges wurden alle Proben mittels
Gelelektrophorese getrennt und die Intensitdt der Anfarbung tiberpriift. Die Proben wiesen
hierbei ein dufierst einheitliches Bild auf, wodurch auf eine uniforme Extraktion geschlossen

werden konnte.

3.6.2.2 DNA-Extraktion aus Fliissigkulturen von Streptomyces spp.
(DNA-Standard fiir die quantitative real-time PCR)

Die DNA-Extraktion der Streptomyceten DNA erfolgte anhand einer Fliissigkultur in YMG-
Medium. Vorreinigung der Zellen mit PBS-Puffer lieferte ein weifSes Zellpellet, welches nur

sehr geringe Restmengen an Medienbestandteilen enthielt. Die weitere DNA-Extraktion
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erfolgte anleitungsgemafs mittels ,High Pure PCR Template Preparation Kit" (ROCHE Applied
Science). Lediglich beim ersten Lyseschritt mittels Lysozymldsung wurde die Konzentration
auf 20 mg/mL in TE-Puffer erhdht. Je nach Streptomycetenstamm betrug die Inkubationszeit
zwischen 30 Minuten (Streptomyces scabies 1/3) und 3 Stunden (Streptomyces bottropensis
Dra 17).

3.6.2.3 DNA-Quantifizierung mittels UV/VIS Spektralphotometer

Fiir die Erstellung einer Standardreihe wurde die Konzentration an Streptomyceten-DNA

mittels Nanodrop 2000c (THERMO SCIENTIFIC) mehrfach bestimmt und der Mittelwert

errechnet.
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Abbildung 25: Uberpriifung der Standardreihe zur DNA-Quantifikation mittels Real-Time PCR fiir
DNA Mengen zwischen 5 pg/mL und 500 ng/mL aus Streptomyces bottropensis Dra 17

Im Anschluss wurde die DNA fiinf mal in 1:10 Stufen verdiinnt. Die abschliefSende
Verifizierung der Verdiinnungsreihen erfolgte bis zur Detektionsgrenze ebenfalls
spektralphotometrisch und bestétigte die einzelnen Verdiinnungsstufen. Die Kontrolle der

Verdiinnungen auflerhalb der Detektionsgrenze erfolgte mittels Real-Time PCR.
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3.6.2.4 Extraktion von Sekundirmetaboliten aus Kartoffeln

Zur Extraktion der Kartoffelscheiben wurden im Vorfeld unterschiedliche Verfahren
angewendet: Hierbei wurden die Kartoffelscheiben im Anschluss an die Inokulation in
50 mL Falcontubes {iberfithrt und mit 35 mL Aceton-Methanol 1:1 aufgefiillt. Die
Zerkleinerung der Kartoffeln im organischen Losungsmittel erfolgte mittels Ultrathorax. Die
anschliefende Extraktion erfolgte fiir 20 Minuten im Ultraschallbad. Hierbei war
festzustellen, dass die Zerkleinerung der Kartoffeln stark von der Textur und dem
Befallsgrad anhéngig waren. Schwach befallene Kartoffelscheiben konnten mittels
Ultrathorax nur schwer zerkleinert werden, was die anschlieffende Extraktion im
organischen Losungsmittel erschwerte. Ferner wurden bei der eigentlichen Extraktion durch
das kartoffeleigene Wasser grofse Mengen an Starke in das Eluat eingeschleppt. Diese Starke
musste daher vor der chemischen Analytik mittels Extraktion durch Ethylacetat bzw.
Chloroform entfernt werden.

Um dieses Problem zu vermeiden, wurden die Kartoffelscheiben nach der Probenahme
direkt eingefroren und anschlieffend gefriergetrocknet. Dies hatte ferner den Vorteil, dass die
Kartoffelscheiben einzeln gemorsert auch direkt fiir die weitere Anwendung bei der DNA-
Extraktion zum Einsatz kommen konnten. Die Extraktion der gefriergetrockneten und
gemorserten Kartoffelscheiben erfolgte zwei Mal mittels Ethylacetat im Ultraschall. Die im
Vakuum eingeengten Proben wurden einheitlich fiir die anschlieflende Untersuchung mittels
HPLC bzw. HPLC-MS in 2 mL LC-MS Grade Methanol aufgenommen. Analog zur
urspriinglichen Extraktionsvariante war bei der Wahl des Losungsmittels darauf zu achten,
stets frisch destilliertes Ethylacetat bzw. Ethylacetat p.a. zu verwenden, da anderenfalls

erhchte Wassermengen im Losungsmittel eine Verschleppung von Starke zur Folge hatten.
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3.6.2.5 Zeitlicher Verlauf der Produktion von Sekundirmetaboliten auf

Kartoffelscheiben
18 - - 50
16 - ¢ - 45
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Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Produktion der Sekunddrmetaboliten Thaxtomin A (rot),
Iromycin A (blau) und Iromycin B (griin) des Stammes Streptomyces bottropensis Dra 17 auf
Kartoffelscheiben der Sorte ,Cinena’ in [mg/kg] (n=3). Die Produktionsraten von Iromycin A sowie
Thaxtomin A sind hierbei auf der primaren Vertikalachse, Iromycin B auf der sekunddren

Vertikalachse aufgetragen.

Der zeitliche Verlauf der Bildung der einzelnen Sekundédrmetaboliten zeigt eine deutliche
Differenzierung. Aus Abbildung 27 wird ersichtlich, dass der Gehalt von Iromycin A binnen
der ersten 16 Stunden stark ansteigt und bis zur 40. Stunde nach Inokulation in dhnlich
starkem Mafie wieder abféllt. Zeitlich analog mit der Abnahme von Iromycin A nach etwa
16 Stunden ist das Oxidationsprodukt Iromycin B in Kartoffelscheiben detektierbar. Parallel
zur Oxidation von Iromycin A zu Iromycin B ist ferner ein Anstieg der Thaxtomin A

Produktion feststellbar, welches bis dahin nur in Spuren nachweisbar war. Das Maximum
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der Gehalte von Thaxtomin A wird nach 50 Stunden erreicht, wahrend Iromycin A bis etwa
zur 60. Stunde zu Iromycin B oxidiert wird und der Stamm ferner weiterhin das
Oxidationsprodukt zu synthetisieren scheint. Der stetige Riickgang aller Einzelmetaboliten

bis zur 85. Stunde nach Inokulation manifestiert sich im weiteren zeitlichen Verlauf.

3.6.2.6 Zeitlicher Verlauf der Nachweisbarkeit bakterieller Biomasse auf

Kartoffelscheiben
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Abbildung 27: Zeitlicher Verlauf der bakteriellern Biomasse des Stammes Streptomyces bottropensis
Dra 17 auf Kartoffelscheiben der Sorte ,Cilena’ in [pg/mg], ermittelt durch quantitative Real-Time
PCR. Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind in

vereinfachter Form mit den entsprechenden Buchstaben kenntlich gemacht (n=3).
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Der zeitliche Verlauf der Biomassenproduktion auf Kartoffelscheiben zeigt eine deutliche
Abgrenzung in einzelne Wachstumsstadien. Aus Abbildung 28 wird ersichtlich, dass sich die
bakterielle Biomasse binnen der ersten 20 Stunden nach Inokulation nahezu verzehnfacht
und fiir weitere 5 Stunden stagniert. Binnen der folgenden 25 Stunden ist ein linearer
Riickgang der Biomasse auf etwa 10 ug/mg festzustellen, welcher fiir weitere 25 Sunden
konstant bleibt. An der 80. Stunde verringert sich die bakterielle Biomasse zusehends und ist
ab der 85. Stunde nicht mehr nachweisbar.

Vergleicht man den zeitlichen Verlauf der Biomassenproduktion mit der Biosynthese der
gemessenen Sekundarmetaboliten, so ist eine direkte Korrelation der Synthese von
Iromycin A und der bakteriellen Biomasse zu vermuten. Weiterhin ist im weiteren Verlauf
feststellbar, dass die Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A offenbar keinen Einfluss auf

das weitere Wachstum des Pathogens zu haben scheint.

3.6.3 Phytopathogenitit verschiedener Streptomyceten Stimme

Um eine allgemeine Aussage zur Phytopathogenitit verschiedener Thaxtomin A
Produzenten treffen zu konnen wurden diese auf Kartoffelscheiben angezogen und nach 72

Stunden einer Analyse (HPLC, Real-Time PCR) unterzogen.

3.6.3.1 Produktion von Sekundarmetaboliten auf Kartoffelscheiben

verschiedener Streptomyceten

Aus Abbildung 29 wird ersichtlich, dass es sich bei allen untersuchten Streptomyceten um
Thaxtomin A Produzentenstimme handelt. Einzige Ausnahme hierbei bildet der Stamm
Streptomyces bottropensis DSMZ 40262, welcher auf Kartoffelscheiben offenbar nicht in der
Lage war, das Phytotoxin zu bilden. Bei der Thaxtominproduktion ist auffallig, dass die
getesteten Streptomyces bottropensis Stamme signifikant weniger Thaxtomin A bilden als die
untersuchten Streptomyces scabies Stamme. Die statistisch starkste Produktion des
Phytotoxins war beim Stamm Streptomyces scabies 1/3 zu beobachten. Neben der Produktion
von Thaxtomin A wurden die untersuchten Streptomyceten auch auf die Synthese der

Iromycine hin untersucht. Hierbei war festzustellen, dass ausschliefllich der Stamm
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Streptomyces bottropensis Dra 17 in der Lage ist, sowohl Iromycin A als auch Iromycin B zu
produzieren. In wie weit die anderen Streptomyceten zum Zeitpunkt 72 hpi Iromycine

bereits abgebaut haben kann anhand der vorliegenden Daten nicht definitiv geklart werden.
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Produktion von Sekundirmetaboliten [mg/kg]

S. bottropensisS. bottropensis S. Scabies 123 S. scabies 124 S. scabies 103 S. bottropensis
DSMZ 40800 DSMZ 40262 Dra 17

# Thaxtomin A H [romycin A i [romycin B

Abbildung 28: Produktion der Sekundarmetaboliten Thaxtomin A (griin), Iromycin A (blau) und
Iromycin B (rot) durch verschiedener Streptomyceten auf Kartoffelscheiben der Sorte ,Krone’ in
[mg/kg] nach 3 dpi. Signifikante Unterschiede nach dem Newman-Keuls-Test konnten nicht ermittelt

werden und sind somit nicht in dieser Abbildung dargestellt (n = 5).

3.6.3.2 Quantifizierung bakterieller Biomasse auf Kartoffelscheiben

Bei den Untersuchungen zur Quantifizierung der bakteriellen Biomasse auf
Kartoffelscheiben zeigt sich, dass mit Ausnahme der Stimme S. scabies 1/3 und S. bottropensis
Dra 17 kaum eine Biomassenproduktion zu verzeichnen ist. In wie weit die Biomasse zum

Zeitpunkt der Probenentnahme bereits abgebaut war, kann anhand der Real-Time-PCR
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Abbildung 29: Produktion von bakterieller Biomasse durch verschiedene Streptomyceten auf
Kartoffelscheiben der Sorte ,Krone’ in [ug/mg] nach 3 dpi, ermittelt durch quantitative Real-Time
PCR. Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind mit

den entsprechenden Buchstaben kenntlich gemacht (n=6).

Daten nicht ermittelt werden. Dieses ist jedoch wahrscheinlich, da zum Zeitpunkt der
Probeentnahme Nekrosen auf der Kartoffeloberseite erkennbar waren. Diese waren,
verglichen mit den Stammen S. scabies 1/3 und S. bottropensis Dra 17 weitaus schwacher
ausgepragt (vgl. Abbildung 34) waren. In wieweit ausschliefilich Stamme mit einer
vergleichsweise starken Thaxtomin A Produktion in der Lage sind, diesen Selektionsvorteil
in bakterielle Biomasse umzusetzten, kann anhand der Thaxtomin A Produktion von
S. bottropensis Dra 17 nicht bestédtigt werden. Dieser ist als einziger in der Lage neben
vergleichbar geringen Mengen Thaxtomin A auch Iromycine zu produzieren und

gleichzeitig eine starke Biomassenproduktion zu gewahrleisten.
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Abbildung 30: S. bottropensis DSMZ 40262 (links), S. scabies 1/3 (mitte), S. bottropensis Dra 17 (rechts)
auf Kartoffelscheinen der Sorte ,Krone’, 58 hpi (n=6)

3.6.4 Screening phytopathogener Streptomyceten auf die Produktion von
Iromycinen und Thaxtominen in Fliissigkulturen
Analog zum Screening auf Kartoffelscheiben wurden die in Tabelle 15 beschriebenen
Streptomyces bottropensis und Streptomyces scabies Stamme auf die Produktion von
Thaxtominen und Iromycinen in Fliissigkulturen untersucht. Die Fermentationsansatze
wurden routinemafsig mit Ethylacetat extrahiert und an der HPLC mit UV-Detektion
detektiert.
Bei der Analyse der Thaxtominproduktion war festzustellen, dass alle Produzentenstimme —
mit Ausnahme von Streptomyces scabies 1/3 in etwa dieselbe Menge des Phytotoxins im
Hafermedium produzierten. Analog konnte bei Fermentation in Medium S keine
Thaxtominproduktion detektiert werden. Der Stamm S. scabies 1/3, welcher bereits auf
Kartoffelscheiben die grofite Thaxtominproduktion gezeigt hatte, wies als Fliissigkultur in
Medium S eine mafSige und in Hafer eine sehr hohe Produktion auf.
Analog zur Fermentation auf Kartoffeln konnten auch in der Fliissigfermentation keine
Iromycine nachgewiesen werden. Ausnahme hierbei war der bereits als Iromycinproduzent

bekannte Stamm S. bottropensis Dra 17.
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Tabelle 25: Produktion der Sekunddrmetaboliten Thaxtomin A, Iromycin A und Iromycin B durch
verschiedene Streptomyceten. Die Inkubation erfolgte bei 28 °C, 220 rpm und Dunkelheit fiir 72
Stunden. Zeichenerkldrung: (++) hohe Produktion (+) maéaflige Produktion, (o) kaum Produktion
(-) keine Produktion.

Stamm Medium Iromycin A Iromycin B Thaxtomin A
aus Mycel aus Filtrat aus Filtrat

S. bottropensis Dra 17 Hafer - + +
Medium S + ++ -

S. bottropensis 40262 Hafer - - +
Medium S - - -

S. bottropensis 40800 Hafer - - +
Medium S - - -

S. scabies 123 Hafer - - +
Medium S - - -

S. scabies 124 Hafer - - +
Medium S - - -

S. scabies 1/3 Hafer - - +
Medium S - - o

3.6.5 Einfluss von Iromycin A und Thaxtomin A auf die Keimung von

Radieschen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’)
Neben der Pathogenitit verschiedener Streptomyceten bei Kartoffeln sind
Kreuzbliitengewachse ein weiterer Wirt phytopathogener Streptomyceten. Aus diesem
Grund wurde ein Keimungsassay im Mikrotiterplattenmafsstab entwickelt, um die
Auswirkungen von Iromycin A und Thaxtomin A bzw. deren Kombination auf das
Keimungsverhalten von Samen zu untersuchen. Als Pathogenitiatsindex wurden
Veranderungen bei der gebildeten Biomasse als Trockenmasse 6 Tage alter Keimlinge
vorausgesetzt. Bei der Untersuchung der Auswirkungen von reinen Thaxtomin A wurde der

Sekundarmetabolit im Konzentrationsbereich von 50 nm bis 100 uM in Agar eingesetzt.
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Abbildung 31: Biomassenproduktion (TM) in Prozent bezogen auf die Negativkontrolle von
Radieschensamen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) nach 6-tdgiger Inkubation im Klimaschrank (25
°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) sowie unterschiedlichen Thaxtomin
A (a) und Iromycin A (b) Konzentrationen im Nahrmedium. Als Kontrolle diente eine
Leerformulierung mit MS-Medium. Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem

Newman-Keuls-Test sind mit den entsprechenden Buchstaben kenntlich gemacht (n=6).
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Abbildung 32: Biomassenproduktion (TM) in Prozent bezogen auf die Negativkontrolle von
Radieschensamen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) nach 6-tdgiger Inkubation im Klimaschrank
(25°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) sowie unterschiedlichen
Thaxtomin A Konzentrationen + 5 pM Iromycin A im Nahrmedium. Signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind mit den entsprechenden Buchstaben

kenntlich gemacht (n=6).

Konzentrationen von 1 uM Thaxtomin A bewirkten bereits eine signifikante Hemmung der
Biomassenbildung um etwa 30 % und fiihrten mit Erhchung der Konzentration zu einer
Reduzierung der Biomasse um 40 % (Abbildung 44a). Konzentrationen unter 1 uM schienen
keinen Einfluss auf die Biomassenbildung auszuiiben.

Analog zur Untersuchung auf den Einfluss von Thaxtomin A wurden die Auswirkungen
von Iromycin A auf die Keimung von Raphanus sativus ssp. gepriift (Abbildung 44). Hierbei
wurde ersichtlich, dass [romycin A alleine offenbar keinerlei Einfluss auf die Keimung von
Radieschen aufzuweisen hat. Zwar konnte ein Riickgang der Biomasse bei einer Iromycin A
Konzentration von 5 uM ermittelt werden, doch konnte sich diese nicht signifikant von der
Leerkontrolle unterscheiden. Auf Iromycin A haltigen Medium zeigten die Sadmlinge jedoch

eine deutliche Chlorose der Keimblatter. Diese trat bereits bei Konzentrationen von 500 nm
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auf. Ferner wurde eine zeitliche Verzogerung der Keimung von 12 bis 24 Stunden bei Samen
bonitiert, welche sich auf Medien mit mehr als 10 uM Iromycin A entwickelten.

Abschliefsende Untersuchungen zur Kombination von Iromycin und Thaxtomin hingegen
verstarkten den inhibitorischen Effekt von reinem Thaxtomin signifikant. Bereits
Konzentrationen von 100 nM Thaxtomin A in Kombination mit 5 uM Iromycin A konnte das
Wachstum der Keimlinge signifikant beeinflussen. Ab einer Konzentration von 5 puM
Iromycin und Thaxtomin lag die Hemmung der Biomassenproduktion bereits bei 50 %.
Neben der Reduktion der Biomasse konnten auch die Chlorose-Effekte, analog zur
Untersuchung der Iromycine, bonitiert werden. Diese traten in der Kombinationsvariante
mit Thaxtomin A allerdings bereits in Konzentrationen von 100 nM auf. Ferner trat, wie
bereits bei der reinen Iromycin A Untersuchung eine Keimungsverzogerung von 24 Stunden
bei Samlingen auf, welche sich auf Medien von mehr als 100 nM Thaxtomin A

+5 uM Iromycin A entwickelten.

\

1 uM © 100 nm10 uM 500 nm

Abbildung 33: Zeitliche Verzogerung der Keimung von Radieschensamen (Raphanus sativus ssp.
sativus ,Sora’) auf thaxtominhaltigem Medium + 5 uM Iromycin A nach 36 h Inkubation im
Klimaschrank (25 °C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) (n=6).
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Abbildung 34: Einfluss von Iromycinen und Thaxtominen auf das Wachstum von Radieschensamen
(Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) nach 6 tédgiger Inkubation (25°C, 8 Stunden Dunkelheit,
Beleuchtung 4x40W, 40 cm Abstand). (A) Negativkontrolle MeOH (B) 5 uM Thaxtomin A
(C) 100 uM Thaxtomin A (D) 10 uM Iromycin A (E) 5 pM Thaxtomin A + 5 pM Iromycin A

Neben den Untersuchungen mit dem NO-Synthase-Inhibitor Iromycin A zur Keimung von
Radieschensamen  wurde derselbe Untersuchungsansatz  zusétzlich mit dem
literaturbekannten NOS-Inhibitor N-Methyl-L-Arginin (NMA) durchgefiihrt. Hierbei
konnten jedoch keine inhibitorischen Effekte beziiglich der Biomassenproduktion festgestellt
werden. Auch eine Kombination mit dem Phytotoxin Thaxtomin A (im selben Verhiltnis wie
die Kombination von Iromycin A und Thaxtomin A) erzielte, bis auf leichte chlorotische
Effekte sowie eine Keimungsverzogerung von etwa 12 Stunden, keinerlei Abnahme der
pflanzlichen Biomasse. Auf eine Darstellung der Daten im Rahmen dieser Arbeit wird daher

verzichtet.

3.6.5.1 Einfluss von Thaxtomin A und Iromycin A auf den Chlorophyll-Gehalt
von Radieschenkeimlingen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’)

Zur Ermittlung der chlorotischen Effekte der eingesetzten Sekundarmetaboliten wurden die

einzelnen Keimlinge nach der Gefriertrocknung mittels Kugelmiihle gemahlen und

anschliefend in 80 % Aceton (v/v) extrahiert. Das gewonnene Pflanzenextrakt wurde

anschlieffend spektralphotometrisch auf den Chlorophyll A Gehalt hin untersucht.
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Abbildung 35: Chlorophyll A-Gehalt in Prozent bezogen auf die Negativkontrolle von
Radieschensamen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) nach 6-tdgiger Inkubation im Klimaschrank
(25°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) sowie unterschiedlichen
Konzentrationen von Thaxtomin A (a) und Iromycin A (b) im Nahrmedium. Signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind mit den entsprechenden

Buchstaben kenntlich gemacht (n=6).
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Abbildung 36: Chlorophyll A-Gehalt in Prozent bezogen auf die Negativkontrolle von
Radieschensamen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) nach 6-tdgiger Inkubation im Klimaschrank
(25°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) sowie unterschiedlichen
Konzentrationen von Thaxtomin A + 5 uM Iromycin A im Nahrmedium. Signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind mit den entsprechenden Buchstaben

kenntlich gemacht (n=6).

Aus Abbildung 48 wird ersichtlich, dass die alleinige Wirkung verschiedener
Sekundadrmetaboliten im Ndhrmedium kaum FEinfluss auf die Bildung des Photosynthese-
Farbstoffes Chlorophyll aufweist. Einzig Konzentrationen von 0,5 uM sowie 5 uM konnten
den Gehalt an Chlorophyll A signifikant vermindern. Da jedoch bei einer Konzentration von
100 uM keinerlei Effekt feststellbar war, miissen diese Effekte nicht zwangslaufig der
Wirkung von Thaxtomin A zugeordnet werden.

Dem hingegen konnten unterschiedliche Konzentrationen von Iromycin A den Gehalt an
Chlorophyll A trotz gleichbleibender Biomasse nachhaltig beeinflussen. Ab einer

Konzentration von 1 uM reduzierte sich der Gehalt von Chlorophyll A um etwa 40 %. Eine
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Erhchung der Konzentration bewirkte hingegen keine weitere signifikante Reduktion des
Chlorophyll A-Gehaltes.

Beim kombinatorischen Medium mit Thaxtomin A und 5 uM Iromycin A sind die Effekte,
ahnlich, wie bei der Bildung der Biomasse potenziert (Abbildung 37). Bereits bei
Konzentrationen von 100 nM Thaxtomin A + 5 uM Iromycin A wurde der Gehalt von
Chlorophyll A um 40 % reduziert. Mit steigender Thaxtomin Konzentration ist eine deutliche
Dosis-Wirkungsbeziehung erkennbar. Diese inhibiert die Chlorophyllbiosynthese bereits ab

einer Konzentration von 5 uM Thaxtomin A + 5 uM Iromycin A um tiber 90 %.

3 -
R 25 4
o
=
=
<
= 2 -
>
<
o
)
5
= L5 A
o
o
2]
5
3] 1 A
€
3
g
0,5 -
0 -
50nM 100nM O5uM 1p 5uM 10pM  100puM  MeOH  neg.
Contr.

Abbildung 37: Quotient aus den Gehalten von Chlorophyll A und Chlorophyll B gekeimter
Radieschensamen (Raphanus sativus ssp. sativus ,Sora’) nach 6 tagiger Inkubation im Klimaschrank
(25°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40W, 40 cm Abstand) sowie unterschiedlichen
Konzentrationen von Iromycin A im Nahrmedium. Signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind mit den entsprechenden Buchstaben kenntlich

gemacht (n=6).



DISKUSSION 139

Neben den direkten Auswirkungen auf die Bildung von Chlorophyll A wurde bei der
Kombinationsvariante aus Thaxtomin A und Iromycin B ferner eine deutliche Verschiebung
der Art des Blattfarbstoffes festgestellt (Abbildung 38). Der Quotient aus dem Gehalt von
Chlorophyll A und Chlorophyll B verschiebt sich von 2,5 bei den Kontrollvarianten auf
Werte von bis zu 1,0 bei Thaxtomin A Konzentrationen von 10 uM Iromycin A. Aussagen
tiber die Effekte der Einzelkomponenten konnen nicht getroffen werden, da bei der Messung
der Chlorophyll B Gehalte eine sehr grofle Varianz der Werte aufgetreten ist und daher eine

signifikante Aussage nicht getroffen werden kann.

3.6.6 Einfluss von Iromycin A und Thaxtomin A auf die Keimung des
Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’)

Um die gewonnenen Erkenntnisse bei der Keimung von Radieschensamen zu {iiberpriifen
wurde der Versuch am Modellorganismus Arabidopsis thaliana wiederholt. Einzig die
Inkubationszeit im Klimaschrank wurde aufgrund des langsameren Wachstums von
Arabidopsis thaliana auf 14 Tage erhoht. Ferner mussten aufgrund des extrem geringen
Gewichtes getrockneter Keimlinge des Ackerschmalwandes auf eine Auswertung der
Trockenmassen verzichtet werden. Eine alternative Auswertung der Frischmassen kam im
Fall von Arabidopsis ebenfalls nicht in Frage, da das Herauslosen der jungen Pflanzen aus
dem feuchten Agar mit der Beschadigung der Wurzeln einhergegangen wére. Dies hatte das
Ergebnis unwiederbringlich verfalscht. Daher werden im Folgenden ausschlieSlich

Ergebnisse der Chlorophyll A Gehalte dargestellt.

Ahnlich der Auswirkungen von Thaxtomin A auf Radieschensamen, konnten bei der
Kultivierung des Ackerschmalwandes auf thaxtominhaltigen Medien nur geringe Effekte auf
die Bildung von Chlorophyll A festgestellt werden. Im Fall von Arabidopsis konnte ferner
eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung abgeleitet werden. Signifikante Effekte, wie in
Abbildung 39 dargestellt, konnten ab Thaxtomin A Konzentrationen von 10 uM und hoher

ausgewiesen werden.
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Abbildung 38: Chlorophyll A-Gehalt in Prozent bezogen auf die Negativkontrolle von Samen des
Ackerschmalwandes (Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’) nach 14 tdgiger Inkubation im
Klimaschrank (25°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40W, 40 cm Abstand) sowie
unterschiedlichen Konzentrationen von Thaxtomin A + 5 uM Iromycin A im Nahrmedium.
Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test sind mit den
entsprechenden Buchstaben kenntlich gemacht (n=6).

Starkere Effekte konnten beim Sekundédrmetaboliten Iromycin A beobachtet werden
(Abbildung 40a). Messungen des Chlorophyll A Gehaltes zeigten eine signifikante
Reduktion um 60 % des Blattfarbstoffes bereits bei einer Konzentration von 0,5 uM des NOS-
Inhibitors. Starkere Effekte bei erhohten Iromycin A Gehalten konnten nicht festgestellt
werden. Die Kombination beider Sekundadrmetaboliten im Medium konnte, analog zu
Radieschensamen, bei  Arabidopsis  die  Chlorophyll-Inhibition  verstirken. In
Konzentrationsbereichen von 50 nM bis 0,5 uM Thaxtomin A +5 uM Iromycin A waren die
inhibitorischen Effekte vergleichbar zu jenen mit Iromycin A alleine. Ein Effekt der
Beimengung von Thaxtomin A konnte nicht festgestellt werden. Hohere Gehalte an

Thaxtomin A bei gleichbleibender Menge an Iromycin A fiihrten zu einer Inhibition um bis

zu 90 % (Abbildung 40b).
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Abbildung 39: Chlorophyll A-Gehalt in Prozent bezogen auf die Negativkontrolle von Samen des
Ackerschmalwandes (Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero) nach 14 tdgiger Inkubation im
Klimaschrank (25°C, 8 Stunden Dunkelheit, Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) sowie
unterschiedlichen Konzentrationen von (a) Iromycin A bzw. (b) Thaxtomin A +5 uM Iromycin A im
Néhrmedium. Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten nach dem Newman-Keuls-Test

sind mit den entsprechenden Buchstaben kenntlich gemacht (n=6).
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Beobachtungen zur zeitlichen Verzdgerung der Keimung bei iromycinhaltigen Medien

konnten bei Arabidopsis thaliana ebenfalls festgestellt werden.

Abbildung 40: Zeitliche Verzogerung der Keimung von Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’ auf
iromycinhaltigem Medium nach 7 dpi Inkubation im Klimaschrank (25°C, 8 Stunden Dunkelheit,
Beleuchtung 4x40W, 40 cm Abstand) (n=6).

Hierbei war eine starke Dosis-Wirkungsbeziehung festzustellen. Die Keimung verzogerte
sich je nach Iromycin A Konzentration um wenige Tage bis hin zu einer Woche. Eine
Wachstumsdepression lies sich hingegen nicht feststellen. Zwar waren spater gekeimte
Pflanzen tendenziell etwas kleiner als beispielsweise Pflanzen aus der Negativkontrolle,
doch konnten jene Pflanzen aufgrund des starken Wachstums nach der Keimung bis zum
Ende der Inkubationszeit (14 dpi) fast wieder aufholen. Ein Einfluss auf den Gehalt an

Chlorophyll A war somit minimiert.
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4 DISKUSSION

Zu Beginn der Diskussion soll darauf hingewiesen werden, dass zum Zwecke der besseren
Ubersichtlichkeit und Verstandnis der prasentierten und diskutierten Ergebnisse ein
,getrennter Aufbau’ gewahlt wurde. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass die beiden
bearbeiteten Themenblocke ,Nutzung von Pflanzenextrakten am Beispiel von Plasmopara
viticola” sowie , Regulation der Biosynthese am Beispiel von Streptomyces bottropensis” vollig
unterschiedliche Fragestellungen darstellen.

Daher wurden fiir die einzelnen Themengebiete relevante Fragestellungen in der Literatur
sowie dem jetzigen Stand der Forschung zunéchst in der Diskussion zusammengefasst und

die eigenen Ergebnisse anhand dieser Literaturiibersicht separat diskutiert.

41  Praktische Nutzung von Pflanzenextrakten am Beispiel von

Plasmopara viticola

411 Pflanzenstirkungsmittel eine Alternative im 6kologischen
Weinbau?

Speziell durch die verstarkte Diskussion um Verbraucher- und Umweltschutz in der

Landwirtschaft ist auch das Thema Kupfer und deren Ersatzstoffe im 6kologischen Landbau

verstarkt in den Medien vertreten.
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Durch ein Verbot von Kupfer als Pflanzenschutzmittel waren in erster Linie 6kologisch
wirtschaftende Betriebe betroffen — wirksame Alternativen, speziell bei hohem Befall sind
entweder noch im Entwicklungsstadium oder sind in der Praxis nur bedingt einsetzbar.
(KOSSLER, 2006).

Im okologischen Weinbau miissen daher aufgrund weniger wirkungsstarker Produkte im
Vergleich zum integrierten Rebschutz kiirzere Applikationsintervalle eingehalten werden.
Dennoch wére auch hier eine Reduzierung der Anwendungen wiinschenswert. Dies gilt
besonders fiir den Einsatz kupferhaltiger Pflanzenschutzmittel. Seit mehreren Jahren wird
eine drastische Reduzierung des Kupfereintrags von Seiten der Bundesregierung sowie der
Europaischen Union gefordert (BODE 2003, KUHNE 2008). Derzeit liegt in Europa die
maximal zuldssige Menge fiir den 6kologischen Weinbau bei 6 kg Cu/ha pro Jahr bzw. bei
30 kg Cu/ha in finf Jahren (Verordnung EWG Nr. 2092/91 Anhang II B, seit 01.01.2009
Verordnung (EG) Nr. 834/2007). Die deutschen Verbande fiir 6kologischen Weinbau haben
den Grenzwert weiter verscharft und auf 3 kg Cu/ha pro Jahr bzw. 15 kg Cu/ha in fiinf
Jahren reglementiert. Die Einhaltung dieser Grenzwerte kann unter den Anbaubedingungen
nordlich gelegener Anbaugebiete (Deutschland, Luxemburg, Elsass) jedoch nur durch die
Kombination mit Pflanzenstirkungsmitteln bzw. bioaktiven Substanzen natiirlichen
Ursprungs erreicht werden (HEIBERTSHAUSEN, 2009). Diese Praparate konnen in erster Linie
in weniger anfdlligen Entwicklungsstadien der Weinrebe sowie bei geringem Befallsdruck
den Kupfereinsatz ersetzen. Zu Zeiten mit hoher Applikationsfrequenz, in denen die Rebe
hoch anféllig ist, miissen Okologisch wirtschaftende Betriebe jedoch weiterhin auf
kupferhaltige Pflanzenschutzmittel zuriickgreifen.

Um die steigende Nachfrage nach 6kologisch angebauten Produkten auch in Zukunft zu
sichern, gehen derzeitige Schatzungen davon aus, dass sich die dazu benétigte Anbauflache
in Deutschland nahezu verdoppelt wird (KAUER 2008). Vor diesem Hintergrund nimmt im
Umkehrschluss auch die Gesamtkupferapplikation auf deutschen Anbauflichen in den
nachsten Jahren zu.

In oOkologisch integriert wirtschaftenden Betrieben wird im Rahmen des
Kupfermanagements daher nach neuen wirkortspezifischen (site-specific) Praparaten

gesucht. Diese weisen zwar im Gegensatz zu Kupfer eine bessere Okobilanz auf, sind aber
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stark von der Ausbildung resistenter Pathogenpopulation betroffen. Haufig werden diese
daher in den letzten Jahren mit multi-site Wirkstoffen ergéanzt (z.B. Mancozeb und Folpet)
(GISI & SIEROTZKI, 2008). Auch in diesem Fall konnten anstatt der eingesetzten multi-site
Préaparate, potente Pflanzenstarkungsmittel bzw. bioaktive Stoffe natiirlichen Ursprungs den
Anwender beim Resistenzmanagement gezielt unterstiitzen.

Durch den von BERNSTEIN et al. (2007) prognostizierten Temperaturanstieg, die hohere
Variabilitat der Niederschlagsereignisse sowie die vorhergesagte Zunahme von Starkregen
gepaart mit warmen Trockenperioden wird der Pflanzenschutz im Weinbau zukiinftig an
Bedeutung zunehmen - dies gilt gleichermaflen fiir den integrierten und den 6kologischen
Rebschutz. Die Bereitstellung kupferarmer oder sogar kupferfreier Substanzen fiir den
okologischen Weinbau ist daher notiger denn je. Diese Produkte kénnen nur dann
termingerecht und epidemiologisch sinnvoll ausgebracht werden, wenn neben der

Wirkungsweise das Eindimmungspotential genau bekannt ist.

4.1.2 Auswahl der Pflanzen zur Extraktbereitung

Pflanzen sind nicht nur in jlingerer Zeit, aufgrund ihres Sekundarstoffwechsels, einen
vielversprechender Pool an Inhaltsstoffen. Diese stellen eine weitgehend ungenutzte Quelle
fiir die Auffindung wirksamer Substanzen dar, welche im Pflanzenschutz gegeniiber
phytopathogenen Pilzen eingesetzt werden konnen (FUGMANN et al. 1991; PLIMMER, 1993).
Trotz der Tatsache, dass Untersuchungen von pflanzlichen Inhaltsstoffen und
Pflanzenextrakten eine lange Tradition aufweisen, existieren bisher nur wenige Biozide,
welche auf ,Naturstoffe’ aus Pflanzen zuriickzufiihren sind. Gleiches gilt fiir kommerziell
erhaltliche Extrakte fiir die 6kologische Landwirtschaft. Die meisten dieser Pflanzenextrakte
und Substanzen besitzen zudem eine ausschliefdlich insektizide Wirkung. Hierbei sind in
erster Linie der Inhaltsstoff Pyrethrum aus Chrysanthemum cinerariifolium sowie Azadirachtin
aus den Neembaum (Azadirachta indica) zu nennen (BUCHENAUER, 1996).

Dass Pflanzenextrakte dennoch eine erfolgsversprechende und potentielle Quelle fiir
fungizide Wirkstoffe darstellen, kann beispielsweise durch Arbeiten von KLINGAUF &
HERGER (1985) belegt werden. Bei der Untersuchung von iiber 100 Extrakten zeigte iiber die

Halfte dieser Extrakte eine Wirkung gegen den Echten Mehltau an Gerste. Auch bei der
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Bekampfung des Falschen Mehltaus der Rebe (Plasmopara viticola) konnte im Rahmen eines
Screenings bei tiber 50 Extrakten eine Wirkung festgestellt werden (KOSSLER et al., 2004).
Grundlage der Pflanzenauswahl lag hierbei auf Gewachsen mit nachgewiesener Wirkung im
humanmedizinischen als auch im phytomedizinischen Bereich. Einige Beispiele hierfiir sind
die nachgewiesen antimykotischen und antibakteriellen Wirkungen von Efeuextrakten bei
Pflanzen bzw. Saugetieren: Salbeiextrakte wirken als Antihydrotikum (wasserbindend) und
konnten somit gerade bei Oomyzeten effektiv sein. Exemplarisch sind zudem Extrakte aus
Rosmarin zu nennen, welche als Konservierungsmittel antimykotisch und antimikrobiell

wirksam wird. (WICHTEL et al., 2002).

4.1.3 Extraktion von Inhaltsstoffen aus pflanzlichem Gewebe

Die Extraktionsbedingungen haben einen entscheidenen Einfluss auf die Isolierung von
Substanzgruppen aus verschiedenen pflanzlichen Geweben. Durch Veranderungen des
Temperaturbereiches, der Polaritdat der Losungsmittel oder des Extraktionsverfahrens kann
durch die Verinderung des Metabolitenspektrum eine nachhaltige Veranderung der
Wirksamkeit eines Rohextraktes eintreten. (HOFMANN, 2005).

Auch fiir eine spatere Isolierung und Strukturaufklarung aktiver Reinsubstanzen ist die
Quantitat und Qualitdt der Gewinnung eines Rohextraktes entscheidend. (BLAESER, 1999)
(BLAESER, P., 1999, Isolierung und Charakterisierung von Pflanzeninhaltsstoffen mit
fungizider Wirkung, Dissertation, Friedrich-Willhelm Universitat, Bonn).

Die in der Literatur haufig als geeignete Methode zur Herstellung von Pflanzenextrakten
beschriebene Soxhlet-Extraktion (HERGER, 1991, KOWALEWSKI, 1992, LATTEN, 1994) zeigt
jedoch deutliche Nachteile (BLAESER, 2002). So konnten Untersuchungen zur Wirksamkeit
eines Extraktes aus Cannamommum camphora gegeniiber P. infestans eine deutlich schwachere
Wirkung aufweisen als ein Extrakt, welches im 60°C Wasserbad hergestellt wurde.
Forschungen von JAGLAN (1997) unterstreichen hierbei die Berichte von BLAESER (2002). Der
Wirksamkeitsverlust der Extrakte ldasst sich hierbei im Wesentlichen auf die hoheren
Extraktionstemperaturen bei der Soxhlet-Methode und der damit einhergehenden

Zersetzung der bioaktiven Stoffen zurtickfiihren.
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Fiir diesen Verlust der Wirksamkeit kann man eine geringe Thermostabilitdt wirksamer
Substanzen eines Extraktes verantwortlich machen (HERGER, 1991, CHUNG, 1995).

Eigene Untersuchungen hingegen zeigten keine Temperaturabhangigkeit bei der
Wirksamkeit der Substanzen. So konnte bei keinem der untersuchten Extrakte, welche bei
einer Temperatur von 60 °C extrahiert wurden, eine signifikante Verschlechterung der

Wirkung auf den Falschen Mehltau der Rebe festgestellt wurden im Vergleich zu den

Extrakten, die bei 40°C bzw. Raumtemperatur herstellt wurden.

Abbildung 41: Pflanzliche Rohstoffe zur Extraktgewinnung: (oben links), Faulbaumrinde
gehackt, (oben rechts) Schliisselblumenwurzel gehackt, (unten links) Efeublatter geschnitten,

(unten rechts) Rosmarinnadeln

Hierbei ist anzumerken, dass verglichen mit der Soxhlet-Extraktionsmethode die
eingesetzten Temperaturen von 20 °C (RT), 40 °C und 60 °C noch immer vergleichsweise
gering und daher ,extraktschonend’ angesetzt waren. Ahnliche Effekte wurden auch bei
CHUNG et al. (1995) beschrieben, der keinen negativen Effekt von hoheren Temperaturen auf

die Wirksamkeit bei Extrakten aus Luzernen ermitteln konnte.
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Die Extraktion des Pflanzenmaterials mit Hilfe unterschiedlicher Losungsmittel hingegen
zeigte deutliche Unterschiede bei der Ausbeute, welche anhand der extrahierten
Trockenmasse detektiert wurde. Speziell Losungsmittelgemische mit einem sehr breitem
Polaritatsspektrum (20 % Ethanol (v/v) + Aceton/Methanol 1:1 (v/v)) lieferten die grofiten
Ausbeuten. Acetonhaltige Losungsmittel hatten hierbei den Nachteil auch Ole und Fette aus
den Pflanzenteilen zu extrahieren, welche sich im Vakuum nicht bis zur Trockenheit
einengen lieflen. Ferner gingen diese Bestandteile nur unter Verwendung von
Dimethylsulfoxid sowie Warmezufuhr und Ultraschall in Lésung bzw. in Suspension.

Bei den Untersuchungen zur Wirkung unterschiedlich hergestellter Pflanzenextrakte
konnten kaum Unterschiede auf das Sporulationsverhalten von P. viticola festgestellt
werden. Wahrend LATTEN (1994), MATTINA et al. (1997) und PINTO et al. (1998)
Pflanzenextrakten, welche mit sehr polaren Losungsmitteln hergestellt wurden, die starkste
Wirkung bescheinigen, konnten bei eigenen Untersuchungen nur einige Extrakte (Eiche,
Efeu, Weide) hergestellt mit einem weiten Polaritdtsspektrum (20 % Ethanol (v/v) +
Aceton/Methanol 1:1 (v/v)) einen signifikant Unterschied auf die Sporulation von P. viticola
aufweisen.

Weitere Parameter, wie beispielsweise eine Verkiirzung der Extraktionszeit von 72 Stunden
auf 4 Stunden und die damit einhergehende geringere thermische Belastung der
Rohextrakte, zeigten ebenfalls keinerlei Einfluss auf die Wirksamkeit der Extrakte. Auch der
Einsatz des Ultraschallbades fithrte zu keiner verbesserten Extraktion von aktiven
Inhaltsstoffen.

Vergleicht man hierzu den Extraktionsverlauf, welcher exemplarisch an einem Extrakt aus
Efeublattern anhand des elementaren Kohlenstoffs veraschter Proben ermittelt wurde, kann
man davon ausgehen, dass bereits zu einem frithen Zeitpunkt die meisten aktiven
Naturstoffe aus der Pflanzenmatrix extrahiert wurden. Der Anstieg des elementaren
Kohlenstoffs bis zur 50. Stunde geht demnach in erster Linie auf geldste Fette und Ole
zuriick, welche aus den Abschlussgeweben von Wurzeln, Blittern und Samen der
Extraktpflanzen in Losung bzw. in Suspension gehen. Zwar werden derartigen
Inhaltsstoffen faulnishemmenden Eigenschaften nachgesagt (HOFMANN et al., 1995) doch

scheinen diese auf den Falschen Mehltau der Rebe keinerlei Wirkung auszuiiben.
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4.14 Untersuchungen zur Wirkung pflanzlicher Extrakte auf die

Entwicklung von Plasmopara viticola

4.1.4.1 Einfluss der Priifmittel auf das interzellulare Wachstum von

Plasmopara viticola
Bei Untersuchungen zur Biologie des Falschen Mehltaus der Rebe wurden im Rahmen von
KASSEMEYER, 2003 sowie KOSSLER, 2006 Planosporen als primdrer Schwachpunkt des
Pathogens identifiziert. Laut Darstellung des STAATLICHEN WEINBAUINSTITUTS sind
Planosporen vom Schlupf bis zur Enzystierung fiir biogene Hemmstoffe besonders
zuganglich. Mit der Ausbildung des substomatdren Vesikels und der Abtrennung der Spore
von der Oberfldche durch ein Septum ist keine Wirkung oberflachlich applizierter biogener
Wirkstoffe mehr zu erwarten. Da das intrazellulare Wachstum von P. viticola mikroskopisch
schwer zu erfassen ist wurden im Rahmen dieser Arbeit erste Ansdtze zur
molekulargenetischen Quantifizierung der pilzlichen Biomasse mittels Real-Time-PCR
durchgefiihrt.
So wurde verglichen mit der Negativkontrolle, die Bildung der pathogenen Biomasse in
behandelten Bldttern stark gehemmt. Einen signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Extrakten konnte hierbei nicht festgestellt werden. FEinzig der Extrakt aus
Schliisselblumen iibte keinerlei Effekt auf das intrazellulare Wachstum aus. In wieweit die
Pflanzenextrakte hierbei das Wachstum lediglich verlangsamen konnten, miissen
Untersuchungen an der Wachstumskurve aufzeigen. Ferner lédsst sich anhand der Ergebnisse
aufgenommen zu einem einzigen Zeitpunkt auch nicht abschdtzen, in wieweit die
Hemmung innerhalb des Wirtsgewebes Einfluss auf die anschlieffende Sporulation sowie auf
die Fertilitdt der im Anschluss gebildeten Sporangien hat.
Einzig der stark verminderte Unterschied zwischen den einzelnen Priifvarianten, im
Vergleich zum Sporulationsunterschied lasst auf einen verminderten Einfluss der Extrakte
auf das substomatdre Wachstum schliefsen. Die Hypothese, dass es aufgrund ,geringerer
Konkurrenz’ durch eine schwachere Infektion zu einem Ausgleich beim intrazellularen

Wachstum kommen kann, wurde durch KEIL (2009) bestatigt.



DISKUSSION 150

415 Ausblick

Der vorliegende Arbeitsabschnitt bestdtigt zusammen mit der Magisterarbeit (KOSSLER,
2006)das Potential pflanzlicher Substanzen und Teedrogen zur Bekdmpfung des Falschen
Mehltaus der Rebe (Plasmopara viticola). Methodische Uberlegungen zur Weiterfiihrung des
beschriebenen Projektes teilen sich in zwei Aufgabenbereiche. Zum einen konnten
potentielle wirksame Inhaltsstoffe der Teedrogen eingegrenzt, aufgereinigt und hinsichtlich
ihrer Wirksamkeit gegen P. viticola anhand des Bioassays charakterisiert werden. Jene
Inhaltsstoffe, welche auch als Einzelmetaboliten eine hohe Wirksamkeit zeigen, konnten
einer Strukturaufkldrung wunterzogen wund somit als ,Leitstruktur’ flir neue
Pflanzenschutzmittel dienen.

Neben der Wirkung von P. viticola konnten diese Stoffe ferner auf die Wirkung gegeniiber
anderer phytopathogenen Pilzen sowie Bakterien {iberpriift werden

In wieweit diese Stoffe dann auch, aufgrund ihres natiirlichen Ursprungs der ckologischen
Landwirtschaft zugénglich gemacht werden muss in den entsprechenden Verbanden
diskutiert werden. Eine Isolierung dieser Inhaltsstoffe aus natiirlichem Rohmaterial erscheint
allerdings fiir nicht sinnvoll, da dies mit immensen Kosten einhergehen wiirde.

Im zweiten Aufgabenbereich wére die Anwendbarkeit der Pflanzenextrakte als
Pflanzenstarkungsmittel, unter Einbeziehung von additiven Netz- und Haftmitteln, gegen
den Falschen Mehltau in Feldversuchen zu priifen. Auch Kombinationen verschiedener
Pflanzenextrakte oder Kombinationen mit anderen  Pflanzenstarkungsmitteln mit

unterschiedlicher Wirkungsweise kénnten die Wirkungen entscheidend verbessern.
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4.2  Regulation der Biosynthese von Sekundarmetaboliten am

Beispiel von Streptomyces bottropensis

42.1 Taxonomie von Streptomyces sp. Dra 17

Der Stamm Streptomyces sp. Dra 17 wurde aus einer Erdprobe auf einer Magerkalkwiese am
Drakenberg in der Nahe von Gottingen entnommen und am Institut fiir Organische und
Biomolekulare Chemie der Georg-August-Universitat Gottingen isoliert (WAGNER, 2000).
Charakteristische morphologische Merkmale des Stammes sind das hellgraue Substratmycel,
sowie das weifle, nach lingerer Inkubation auf YMG-Medium stark ausgepragte, Luftmycel
mit einer spiraldhnlichen Ende der Sporenkette. Ein derartiger Aufbau des Luftmycels ist bei
Streptomyceten weit verbreitet und ist hadufig medienabhangig (HUTTER, 1962). Nach
langerer Inkubation ist zudem ein Einwachsen des Streptomyceten sowie eine damit
einhergehende dunkelbraune Verfarbung des Agars erkennbar.

Der Stamm wurde im Jahr 2006 durch die DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN
UND ZELLKULTUREN GmbH (DSMZ) in Braunschweig taxonomisch bestimmt
(KLOPPENSTEDT, 2006). Hierbei wurde LL-Diaminopimelinsdure in Ganzzell-Hydrolysaten
gefunden. Ferner produziert der Stamm eine Mischung aus iso/anti-iso verzweigten
Fettsauren, aber nur einen sehr geringen Anteil von unverzweigten gesdttigten und
ungesdttigten Fettsauren. Weiterhin fehlen Hydroxyl- und 10-Methyl-verzweigte Fettsduren
bzw. sind diese nur in sehr geringen Mengen vorhanden. Dieses Fettsauremuster ist fiir die
Vertreter der Gattung Streptomyces diagnostisch (SURUP, 2007).

Zur Bestimmung der Spezies wurde das Gen der 16S ribosomalen Ribonucleinsdure (rRNA)
sequenziertund mit vorliegenden 16S rDNA Sequenzen verglichen (RAINEY et al., 1996).
Obwohl die Bestimmung der 165 rRNA derzeit die zuverlassigste Methode der Bakterien-
Taxonomie darstellt, kénnen nicht alle Vertreter der Gattung Streptomyces allein mit Hilfe
dieser Methode identifiziert werden. Um das Ergebnis der vergleichenden 16S rRNA
Sequenzierung zu verifizieren, wurden die nachsten Verwandten gleicher Gattung

herangezogen, um weitere diagnostische Merkmale zu untersuchen (KAMPFER et.al., 1991):
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e International Streptomyces Project”-Kriterien:
0 Sporenketten Morphologie,
0 Farbe der Kolonien,
0 diagnostische Farbung der Riickseite der Kolonien (Substrat Mycel),
0 Produktion von Exopigmenten,
0 Melanin-Bildung auf spezifischen Kultur-Medien,
0 Verwertung von neun diagnostisch relevanten Zuckern.

e Verwertung von 96 diagnostischen  Substraten und Vergleich des
Verwertungsmusters mit den Daten von 821 Streptomyces- Typen und Referenz-
Stammen.

e Vergleich des Fettsauremusters des Isolates mit den in der Fettsdure-Datenbank
niedergelegten Mustern (SHIRLING & GOTTLIEB, 1969).

e Vergleich des rRNA- Restriktionsmusters.

4.2.2 Sekunddrmetaboliten aus Streptomyces bottropensis Dra 17

Die vergleichende Sequenzierung der 16S rDNA ergab eine Simultanitdt von 100% zu
Streptomyces bottropensis bzw. zu dessen Synonym Streptomyces europaeiscabies. Auch der
Vergleich der Fettsduremuster des Isolates sowie die Verwertung der 96 diagnostischen
Substrate lieferten vergleichbare Ergebnisse. Einzige Ausnahme bildete hierbei das rRNA
Restriktionsmuster. Daher konnte der Stamm Streptomyces sp. Dra 17 eindeutig Streptomyces
bottropensis zugeordnet werden - einem direkten Verwandten des Phytopathogens

Streptomyces scabies — dem Ausloser des Kartoffelschorfs (SURUP, 2007).

Ein weiteres Indiz fiir die Verwandtschaft von S. bottropensis Dra 17 und S. scabies ist die
jeweilige Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A. Dieser Tatsache sei angemerkt, dass
nicht alle S. bottropensis Stamme in der Lage sind, das Phytotoxin zu bilden und ihnen daher

ein wesentlicher ,Baustein der Phytotoxizitat’ fehlt (LORIA et al., 2006).
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Abbildung 42: Darstellung der Strukturformeln von Thaxtomin A (oben links), Thaxtomin C (oben

rechts), Iromycin A (unten links) und Iromycin B (unten rechts)

Neben dem bekannten Pathogenitatsfaktor Thaxtomin A konnten aus Fliissigkulturen des
Stammes S. bottropensis Dra 17 ferner Spuren von zwei mit Anisaldehyd blau anfarbenden
Verbindungen isoliert werden. Diese konnten durch WAGNER (2000) als Iromycin A und
Iromycin B identifiziert werden. Iromycine gehoren zur Familie der seltenen a-Pyridon
Metaboliten und bestehen aus einem N-heterocyklischen Kern mit zwei Seitenketten als
Substituenten (SURUP et al., 2007).

Desweiteren konnten aus der Kultur weitere Nebenkomponenten nachgewiesen werden,
welche jedoch nicht weiter charakterisiert wurden. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass der Stamm S. bottropensis fiir die Naturstoffforschung zu weiteren

Biosyntheseleistungen ,kompetent” ist (WAGNER, 2000).
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43  Iromycin - ein neuer bioaktiver a-Pyridon Metabolit

43.1 Iromycin als Inhibitor des Komplex I der Atmungskette

Ein Mitochondrium enthidlt neben seiner dufleren zusétzlich eine innere Membran. Der
Raum zwischen beiden Membranen wird als Intermembranraum oder auch als Cytosol
bezeichnet. Die Atmungskette besteht aus fiinf Komplexen, die fiir eine Reationskaskade an
Redoxreaktionen verantwortlich ist. Vier der fiinf Komplexe der Atmungskette
durchspannen die innere Mitochondrienmembran vollstandig, wozu auch der Komplex I

(NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) gehort.

In der Natur existiert die oxidative Phosphorylierung sowohl bei prokaryotischen als auch
bei eukaryotischen Lebewesen: Bei Eukaryoten findet sie in den Mitochondrien in der
inneren Mitochondrienmembran, bei Prokaryoten in der Zellmembran statt. Bei Eukaryoten
sind an der Reaktion nacheinander die Enzym-Komplexe I bis V und die Wasserstoff- bzw.
Elektronentibertrager Ubichinon (Coenzym Q) und Cytochrom c, die in die innere

Mitochondrienmembran eingelagert sind, beteiligt.

Die Atmungskette, auch Elektronentransportkette bzw. oxidative Phosphorylierung genannt
stellt einen wichtigen Teil des Energiestoffwechsels von aeroben Lebewesen dar. Sie beruht
auf einer Reaktionskaskade von nacheinander stattfindenden biochemischen
Redoxreaktionen, in welchen Elektronen transportiert werden. Der Elektronentransport
erfolgt durch Aufnahme und Abgabe der Elektronen durch verschiedene hintereinander

geschaltete Redoxsysteme.

Der Multienzymkomplex I reduziert mittels NADH, Ubichinon zum Ubihydrochinon.
Hierbei benotigt der Enzymkomplex flavinhaltige Nukeotide sowie Eisen-Schwefel-Zentren,
woriiber die Elektronen weitergegeben werden. Alleine in dem Komplex I werden pro
oxidiertem NADH+H* jeweils netto vier Protonen in den Intermembranraum transportiert.
Diese Protonen werden im spateren Verlauf der Atmungskette fiir die Synthese von ATP

benotigt (SARASTE, 1999).
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Wahrend des Elektronentransports durch die fiinf Komplexe werden Protonen aus der
Matrix der Mitochondrien in den Intermembranraum gepumpt. Hierbei entsteht ein
elektrochemischer Protonengradient (Chemiosmotisches Modell nach Mitchell). Die Energie,
welche durch die Translokation der Protonen freigesetzt wird, wird zur ATP-Synthese
genutzt. Dabei wird ATP aus ADP sowie anorganischen Phosphat gebildet. Aufgrund dieser
Fahigkeit, den sehr wichtigen Energietrdger ATP herstellen zu konnen, wird das

Mitochondrium auch als Kraftwerk der Zelle bezeichnet.

Bei Inhibitionsmessungen des Komplexes I der Atmungskette zeigte Iromycin A einen ICso-
Wert von 140 ng/mL. Bei diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die NADH-
Oxidation am Rinderherzen in submitochondrialen Partikeln reduziert und damit gehemmt
wurde. Im Vergleich dazu liegt der Standard fiir solche Messungen dem literaturbekannten
Piericidin A bei 2.1 ng/mL. Hierbei konnten starke Unterschiede bei unterschiedlichen

Iromycinen festgestellt werden (SURUP, 2007; SURUP et al., 2008).

4.3.2 Iromycin als Inhibitor der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)

Das Enzym der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) Kkatalysiert die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) aus der Aminosdure L-Arginin. Das Enzym der Stickstoffmonoxid-
Synthase ist in der Natur in den Eukaryoten als auch in vielen Prokaryoten auffindbar. NO
hat in Organismen, in Abhdngigkeit von Struktur und Konzentration, eine Vielzahl an
physiologischen Aufgaben. Aufgrund der sehr begrenzten Halbwertszeit muss es stindig
neu hergestellt werden (UNIPROT, 2007). Bei Eukaryoten als auch bei Prokaryoten sind drei
unterschiedliche Isoformen der NO-Synthase bekannt (SURUP, 2007).

Die neuronale nNOS liegt im Cytoplasma konstitutiv exprimiert vor und wird erst durch
einen Einstrom von Calcium aktiviert. Die endotheliale eNOS ist ebenfalls calciumabhéngig
und liegt konstitutiv exprimiert vor. Dabei ist die eNOS membrangebunden. Die
induzierbare iNOS hingegen ist unabhangig vom Vorhandensein eines Ca? Einstromes und
kann nach ihrer Induktion sehr grofle Mengen an NO freisetzten, welche zu cytotoxischen

Schaden fiihren kann.
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4.3.2.1 Bakterielle NOS

Wie bereits erwdhnt, konnten auch in Prokaryoten NOS-dhnliche Proteine identifiziert
werden. Einige Vertreter hierbei sind Deinococcus rariodurans, Bacillus subtilis, Bacillus
anthracis, Bacillus halodurans, Staphylococcus aureus, Geobacillus stearothermophilus sowie
Streptomyces turgidiscabies. Die bakterielle NOS enthalt hierbei die meisten Schliisselelemente
der humanen NOS Oxygenase-Domaéne. Die katalytischen Eigenschaften dhneln ebenfalls
der Sdauger-NOS Oxygenase, verfiigen aber iiber eine geringere NO-Dissoziationsrate. Dies
limitiert die NO-Freisetzung und ermoglicht die Nitrierung von Substratmolekiilen
(WANG et al., 2007). Als Beispiel ist hierbei die Nitrierung von Tryptophan bei der

Biosynthese des Phytotoxins Thaxtomin A zu nennen (LORIA et al. 2008).
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Abbildung 43: Phylogenetischer Baum der Verwandschaftsbeziehungen unter verschiedenen NOS
Proteinen unterschiedlicher Spezies (Abbildung: LORIA et al. 2008).
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4.3.2.2 Pflanzliche NOS

In Pflanzen wurden zwei nicht verwandte NOS-dhnliche Enzyme identifiziert: eine
pathogeninduzierte iNOS aus Arabidopsis thaliana sowie Tabak und eine hormon-aktivierte
NOS, ebenfalls aus A. thaliana (AtNOS) (ZEIDLER, D. et al., 2004, SURUP, 2007). Die iNOS zeigt
hierbei eine typische NOS Aktivitdit, und ist fiir die unspezifische Immunantwort
verantwortlich (CHANDOK, 2003). Abwehrreaktionen von Pflanzen werden hierbei durch das
Zusammenspiel vieler Signalsubstanzen ausgelost. Dies fiihrt in manchen Fallen zur Bildung
von Phytoalexinen sowie in manchen Fillen zu einem programmierten Zelltod einzelner
Pflanzenbestandteile. Dieses wird auch als hypersensitive Reaktion bezeichnet (HALLMANN
et al, 2007). An diesen sehr unterschiedlichen Abwehrreaktionen sind mehrere
Signalsubstanzen beteiligt, deren Wirkung untereinander stark vernetzt sind. Nach einem
Pathogenbefall sowie nach abiotischem Stress erfolgt eine Erhéhung der Ca?>*Konzentration
im Cytosol der Zelle. Hierdurch werden wiederum Ca? -abhédngige Proteinkinasen aktiviert
welche ihrerseits eine Kaskade von Proteinkinasen aktivieren. Schliefllich wird die
Genexpression iiber die Modulation von Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Weiterhin
konnen sich bereits in frithen Reaktionen reaktive Sauerstoffspezies bzw. H20: bilden,

welche durch eine in der Plasmamembran lokalisierte NADPH-Oxidase ausgelost werden.
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Abbildung 44: Bildung von NO durch die NO Synthase. NOS katalysierten die Bildung von NO aus
L-Arginin durch zwei Monooxygenierungen. Das Stickstoffatom des NO stammt aus einer

Guanidino-Gruppe des Arginin, das Sauerstoffatom aus molekularem Sauerstoff
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Beide Produkte werden auch als reactice oxigen spezies (ROS) bezeichnet. ROS sind daher
zum einen eine direkte ,chemische Waffe’ um Pathogene direkt zu bekdmpfen, zum anderen
dienen sie als Botensubstanzen, um Signalkaskaden zur Bildung von Abwehrsubstanzen
auszulosen. Parallel hierzu bildet die Pflanze Stickstoffmonoxid (NO). Dieses kann sowohl
durch die Nitratreduktase als auch durch die Oxidation von Arginin durch Sauerstoff
gebildet werden. Im letzten Fall wird diese Reaktion durch eine NO-Synthase katalysiert,
welche einer Psso-Monooxygenase vermittelten Reaktion gleicht. Es ist allerdings unklar, ob
die Bildung von NO direkt durch einen Rezeptor nach Pathogenbefall ausgelost wird, oder
indirekt durch die zuvor gebildeten ROS. Daneben dient NO in Pflanzen als wichtige
Botensubstanz bei der Bildung von Phytoalexinen sowie als Ausldser eines plotzlichen
Zelltod.

Ferner wird angenommen, dass durch NO die Synthese von Salicylsdure stimuliert wird.
Diese hat in der Pathogenabwehr eine zentrale Funktion. Salicylsdure stimuliert ferner die
Synthese der [(-1,3-Glucanase, welche in der Lage ist, die Zellwand von zahlreichen
Pathogenen anzugreifen. Auch die Lipoxygenase, ein Enzym der Jasmonsaure-Synthase,
wird mafigeblich durch das Vorhandensein von Salicylsdure beeinflusst (HELDT, 2003,
GUO et al.,, 2003). Somit stellen NO-Synthasen bei Pflanzen ein zentrales Element der
Immunabwehr dar und sind daher potentiell anfillig fiir inhibitorische Angriffe eines

Pathogens.
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4.3.3 Bekannte selektive NOS-Inhibition von Iromycinen

In Arbeiten von SURUP et al. (2007) wurde in Kooperation mit SCHLEICHER und OESS
(Universitat Frankfurt) die Inhibition von Iromycin A und Iromycin B sowie Iromycin C auf

die nNOS sowie eNOS Isoformen untersucht.

OH

Abbildung 45: Strukturformeln von Iromycin C (links) und N-Nitro-L-Arginin (NNA) (rechts)

Dazu wurden Eierstockzellen des chinesischen Hamsters (Cricetulus), die humane eNOS und
nNOS exprimieren, mit einem Ca?-Ionophor (A23187) in Gegenwart oder Abwesenheit von
Iromycinen stimuliert. Beim Zellassay zur eNOS zeigte Iromycin A eine starke inhibitorische
Aktivitat, welche durch eine Konzentrations-Bestimmung des Reaktionsproduktes Citrullin
nachgewiesen werden konnte (NUSZKOWSKI, 2001, SCHLEICHER, 2005). Hierbei war Iromycin
A deutlich potenter als Iromycin B bzw. Iromycin C. Als Kontrolle wurde die Produktion
von Citrullin in stimulierten Zellen mit bzw. ohne den bekannten Inhibitor der NOS
N-Nitro-L-Arginin (NNA) genutzt.

Im Gegensatz dazu wurde keine signifikante Aktivitdt der Iromycine auf die nNOS Isoform
festgestellt. Daher wird Iromycin A als selektiver Inhibitor der eNOS postuliert. (SURUP et al.,
2007; SUKENAGA et al., 1998).
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44  Thaxtomin A - ein Phytotoxin als Virulenzfaktor

Die phytopathogenen Spezies S. scabies, S.acidiscabies, S.turgidiscabies, S. europaeiscabiei,
S. stelliscabiei und S. niveiscabiei sind literaturbekannte Produzenten des Phytotoxins
Thaxtomin A und zdhlen damit zu den phytopathogen Streptomyceten (LORIA et al., 2003).

Die Struktur sowie die biologische Aktivitat von Thaxtomin A wurde erstmals von KING et
al. (1989) beschrieben. Hierbei wurde Thaxtomin A zundchst aus dem Gewebe befallener
Kartoffeln isoliert. Erst spater gelang es aus Reinkulturen von Streptomyces scabies Thaxtomin
A aus Hafermehl-Medium aufzureinigen. Hierdurch konnten neben der Hauptkomponente
auch Minderkomponenten sowie Vorldufer der Thaxtomin A Biosynthese charakterisiert

werden (SHIOMI et al., 2006).

Abbildung 46: Strukturformel von Thaxtomin A

KING et al. berichten bereits (1996) {iiber eine ausgepragte Korrelation zwischen
Phytopathogenitat von S. scabies auf Wirtspflanzen und deren Fahigkeit, unterschiedliche
Mengen an Thaxtomin A zu produzieren. Diese Ergebnisse konnten auch in Fliissigkulturen
untermauert werden. Weitere phytopathologische Untersuchungen zeigten, dass
Thaxtomine generell in der Lage sind, Nekrosen auf Kartoffelscheiben zu induzieren.
Hierbei wurden durch Thaxtomin A die grofsten Effekte erzielt.

Die Gemeinsamkeit der Thaxtomin-Produktion vieler phytopathogener Stamme aus
verschiedensten geographischen Regionen und das Fehlen der Produktion von Thaxtomin A
bei saprophytischen Streptomyces sp. unterstiitzten die Hypothese, dass es sich bei der
Thaxtomin A Produktion um den entscheidenden Faktor in der Phytopathogenitiat handeln

konnte. Endgiiltigen Aufschluss tiber die Rolle von Thaxtomin A bei der Besiedlung des
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Wirtsgewebes konnten Untersuchungen von GOYER et al. (1998) und KERS et al. (2005)
zeigen. Hierbei wurde die Produktion von Thaxtomin A sowohl bei phytopathologischen
Untersuchungen als auch bei Untersuchungen von Knock-out Mutanten als
Hauptvirulenzfaktor phytopathogener Streptomyceten beschrieben.

In weiteren Untersuchungen wurde vermutet, dass Thaxtomin A als Cellulose-Biosynthese-
Inhibitor die Zellwandsynthese unterbricht, da nach Inkubation die Inkorporation von *“C-
markierter Glukose in die Zellwand der Modellpflanze Arabidopsis thaliana stark reduziert
war (SCHEIBLE et al., 2003). Spater wurde abgeleitet, dass die rasche pathogene
Veranderung des Aufbaus und der Organisation der Zellwand einen programmierten
Zelltod (PCD) auslosen kann. Dieser ist wie die Apoptose durch aktive Genexpression, de
novo-Proteinsynthese und Fragmentierung der Kern-DNA gekennzeichnet (DUVAL et al.,
2005).

Dagegen wurde von TEGG et al. (2005) vermutet, dass Thaxtomin A einen Ca*-Einstrom
durch C)ffnung von lonenkanilen induziert, der zu einem erhohten Protonenausstofds und
Ubersiuerung der Zellen fiihrt. Untersuchungen mit Arabidopsis thaliana und Tomaten
fiihrten zu der Vermutung, dass Thaxtomin A durch Einstrom von Ca? eine Signalkaskade

auslost .

Bei in vitro-Untersuchungen von SURUP (2007) zum Test der biologischen Aktivitdt zeigte
Thaxtomin A in Plattendiffusionstest keinerlei Effekte gegeniiber den Pathogenen Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Candida albicans. Auch Untersuchungen der
Firma XXX (Name darf nicht genannt werden) an Actinomyces viscosus, Streptococcus mutans,
Propionibacterium acnes, Corynebacterium amycolatum, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa und Candida glabrata erbrachten keine erkennbare biologische Aktivitdt. Es war
des Weiteren keine Cytotoxizitdt gemafs der NCI-Richtlinien gegen die Krebszelllinien HM02
(Magenkarzinom), HepG2 (Leberkarzinom) und MCF7 (Mammakarzinom) festzustellen
(WAGNER, 2000, SURUP, 2007).
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441 Biosynthese von Thaxtomin A

Erste Untersuchungen zur Thaxtomin A Biosynthese basierten auf Fiitterungsexperimenten
mit “C-markierten Aminosduren. Hierbei konnte der Beweis erbracht werden, dass es sich
bei Tryptophan, Phenylalanin sowie Methionin um Vorldufer von Thaxtomin A handelt.
(LAUZIER, 2002).

Molekulargenetische Experimente an Streptomyces turgidiscabies von HEALY et al. (2000)
zeigten, dass das Biosynthesegencluster von Thaxomin A aus vier Genen (txtA, txtB, txtC,
nos) besteht. Hierbei kodieren die Gene txtA und txtB nichtribosomale Peptidsynthasen
(NRPS) mit einer Lange von 1458 bp bzw. 1505 bp. Sie verfiigen beide tiber Adenylierungs-,
Thioloierungs- sowie Kondensationsdoméanen. Zusatzlich enthalten sind zwischen den A-
und T-Domaénen der NRPS weitere S-Adenosylmethionin-abhdngige N-Methyltransferase-
Doménen (M) eingebaut, die den Einbau der N-Methylgruppen katalysieren.

Das Gen fxtC kodiert zudem eine Cytochrom Piso-Monooxygenase. Durch knock-out
Experimente konnte bewiesen werden, dass das Enzym die zweifache Oxidation von
Thaxtomin D tiber Thaxtomin B zu Thaxtomin A katalysiert (HEALY et al., 2000, Kers et al.,
2004).

Das nos-Gen kodiert ein Enzym, welches zu den humanen NO-Synthasen eine hohe
Homologie aufweist. Untersuchungen von KERS (2004) zeigten eine vollig unterschiedliche
Funktion: wiahrend humane-NOS das Signalmolekiil Stickstoffmonoxid freisetzen, tibertragt
die bakterielle NO-Synthase von S. turgidiscabies dieses auf die Aminosdure Tryptophan und
bewirkt damit eine direkte Nitrierung. Auch der freie Metabolit 4-Nitrotryptophan,

welcher aus Fermentationsansatzen durch KING & LAWRENCE (1995) bekannt ist, spricht fiir

eine Nitrierung vor dem eigentlichen Aufbau des Thaxtomin-Grundgeriistes.
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Abbildung 47: Schema fiir die Biosynthese des Phytotoxins Thaxtomin A

Die Entstehung von nitrierten Anthranilsdure-Derivaten diirfte hingegen auf die

unspezifische Wirkung des Enzyms zuriickzufiihren sein. (KING et al., 1996, 1998, 2003).

442 Konservierung des Thaxtomin-Genclusters auf einer
Pathogenen Insel (PAI)

Untersuchungen zur Gensequenz an S. turgidiscabies durch BUKHALID et al. (1997) sowie
BUKHALID & LORIA, (2002) ergaben, dass der durchschnittliche GC-Gehalt des
Gesamtgenoms bei etwa 72% liegt. Einzig eine hochkonservierte Region um das Thaxtomin
Gencluster weist lediglich einen GC-Gehalt vor 54% auf. Diese Region enthalt neben den im
Kapitel 4.4.1 beschriebenen Genen txtA-C zahlreiche weitere Gene (vgl. Abbildung 49),

welche fiir die Pathogenitat des Streptomyceten von Bedeutung sind.
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Abbildung 48: Organisogramm der Pathogenen Insel (PAI) von Streptomyces turgidiscabies
(Abbildung: KERS et al., 2005).

Experimente zur Expression des nec1-Gens in Streptomyces lividans erlaubt diesem sonst nicht
pathogenen Organismus Kartoffelscheiben zu kolonisieren und zu nekrotisieren (BUKHALID
& LORIA, 2002). Da das Ausschalten des Genes die Thaxtomin Biosynthese nicht beeinflusst,
kann von einer unabhdngigen Aktivitit ausgegangen werden. Das Protein Necl scheint
hierbei ein bislang nicht identifiziertes Zellangriffsziel besitzen. Neuere Untersuchungen von
LORIA et al. (2008) lassen jedoch auf eine aktive Hemmung bzw. Suppression der
pflanzlichen Immunabwehr schlieflen. Durch die seit kurzem verfiigbare Genomsequenz
von S. scabies kann von einer raschen Einordnung des necl Gens sowie dem damit
einhergehenden Necl-Protein gerechnet werden.

Weitere Untersuchungen zum Thaxtomin-Gencluster zeigen eine Regulierung der
Thaxtomin A Produktion auf genetischer Ebene (Joshi et al., 2007). Hierbei werden jene
Gene, welche an der Thaxtomin Biosynthese beteiligt sind auf transkriptioneller Ebene
reguliert. Das hierbei beteiligte Gen fxtR ist ebenfalls auf der PAI konserviert. Ferner ist es
hierdurch mit dem Biosynthesegencluster eng verzahnt. Es gehort zu Familie der AraC/XylS
Regulatoren, welche eng an abiotische Umwelteinfliisse gekoppelt sind. Das Protein TxtR
bindet hierbei spezifisch an Cellobiose, welcher fiir die Induktion der Thaxtomin A
Biosynthese bekannt ist. Gleichzeitig wird Cellobiose zur Expression der Biosynthesegene

benotigt und somit die Thaxtomin A Produktion reguliert.
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Neben Genen, welche einen direkten Einfluss auf die Biosynthese bzw. die Regulation von
Thaxtominen ausiiben, wurden ferner einige Gene entdeckt, welche offenbar anderen
Aufgaben beim Penetrationsprozess zukommen. Hierzu zdhlen sechs homologe Gene des
pflanzlichen fasciation (fas)-Operons von Rhodococcus fascians. In R. fascians codieren diese
Gene Enzyme fiir die Biosynthese eines Zytokins, das eine Blatt-Gallenbildung bei Pflanzen
verursacht. Da eine Thaxtomin-Defektmutante von S. turgidiscabies auf Arabidopsis ebenfalls
Gallen verursacht, kann vermutet werden, dass S. turgidiscabies Zytokine mit dhnlicher
Aktivitat produziert (LORIA et al., 2006, SURUP, 2007).

Aufierdem konnte ein Gen identifiziert werden (tomA), welches homolog zur Tomatinase ist.
Dieses gut charakterisierte Enzym phytopathogener Pilze entgiftet das Solanin. Solanin ist
ein vor allem durch Nachtschattengewdchse produziertes anti-mikrobielles Alkaloid,
welches zu einer Storung der Signalprozesse bei der pflanzlichen Abwehr fiihrt. (BOUARAB et
al., 2002, SURUP, 2007).

Neben den beschriebenen Genen auf der PAI konnten ferner mehrere putative Transposasen
nachgewiesen werden. Diese konnen fiir eine Translokation der umliegenden DNA sorgen
(HEALY, 1999).

Die dargestellten Fakten sprechen fiir eine ,Pathogene Insel”, die mobilisiert und in andere
Spezies eingebaut werden kann. Zur experimentellen Uberpriifung wurde ein 660 kb grofies
Stiick der PAI aus S. turgidiscabies in S. lividans und S. diastatochromogenes iiberfiihrt.
Wahrend S. lividans-Transkonjuganten keinen phytopathogenen Phéanotyp entwickelten,
waren S. diastatochromogenes-Transkonjuganten in der Lage, das Phytotoxin Thaxtomin A zu
bilden und nekrotische Symptome auf Kartoffelscheiben &hnlich wie S. turgidiscabies

hervorzurufen. (KERS et al. 2005).
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4.5  Fiitterungsversuche zu phytopathogenen Streptomyceten

45.1 Fiitterung von NOS-Inhibitoren an S. bottropensis Dra 17

Iromycin A ist als unspezifischer Inhibitor von humanen NO-Synthase Isoformen patentiert
(Japan Pat., 1998) (Japan Patent, 98, 237, 044, CA, 129, 244203s). Wie bereits in den Kapiteln
zur Biosynthese sowie zu genetischen Untersuchungen zum Thaxtomin A Gencluster
beschrieben, weisen die humane und bakterielle NOS eine hohe Similaritat auf (WANG et al.,
2007, LORIA et al., 2008). Hierauf aufbauend entstand die Hypothese, dass Iromycin A aus
Streptomyces bottropensis Dra 17 bei der Biosynthese des Phytotoxins Thaxtomin A regulative
Aufgaben zukommen konnten (SURUP, 2007). Aus diesem Grund wurde zu einer Kultur des
Stammes in einem fiir die Thaxtomin A Produktion optimiertem Medium in regelmafligen
Zeitabstanden Iromycin A zugefiittert. Hierbei wurde der Effekt auf die Thaxtomin A
Produktion mittels Diinnschichtchromatographie, HPLC bzw. HPLC-MS Messungen
beobachtet.

Im Vorfeld der Untersuchungen wurden hierzu Optimierungsversuche zur
Thaxtominproduktion in Schiittelkulturen sowie eine Fermentationskurve von Thaxtomin A
im Flissigmedium aufgenommen. Dies geschah vordergriindig um die optimalen
Zeitpunkte zur Fiitterung von Iromycin A zu terminieren.

Nach einheitlicher Aufarbeitung des Kulturfiltrates unterschiedlicher Medien sowie dem
gebildeten Mycel, zeigten die Medien YMG sowie Hafer die grofiten Ausbeuten an
Thaxtomin A. Diese Ergebnisse deckten sich auch mit Untersuchungen von KING et al.
(1989), welcher S. scabies erstmals in Hafermedium kultivierte und damit die zur
Strukturaufklarung des Phytotoxins erreichte. Auch SHIOMI et al. (2006) konnte aus
Hafermedium Thaxtomin A isolieren und ebenfalls dessen Biosynthesevorldufer detektieren.
Untersuchungen zur Thaxtominproduktion von BEAUSEJOUR et al. (1999) auf
unterschiedlichen Medien ergaben, dass Thaxtomin A vornehmlich auf ,natiirlichen” Medien
wie beispielsweise Hafer und YMG produziert wird. Der Grund fiir die mangelnde
Biosyntheseleistung auf synthetischen Medien konnte hierbei nicht abschlieffend geklart
werden. Auch in eigenen Versuchen (Ergebnisse nicht dargestellt) konnte die Zugabe des

Disaccarides Cellobiose, welches fiir die Expression der Biosynthese verantwortlich ist (JOSHI
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et al,, 2007) auch auf synthetischen Medien keine Produktion des Phytotoxins auslosen.
Seither gilt das Hafermedium als Standardmedium fiir die Erforschung der Thaxtomin A
Biosynthese sowie deren Regulation (vgl. Kapitel 3.5).

Bei der Optimierung der Thaxtomin A Produktion im Hafermedium fiir den Stamm
S. bottropensis Dra 17 wurden Veranderungen unterschiedlicher Fermentationsparameter
(Kolbenvolumen, Optimierung der Beliiftung (Schikanen), Fiillvolumen, Schiittel-
geschwindigkeit) miteinander kombiniert. Hierbei zeigte sich, dass vor allem hohe
Schiittelgeschwindigkeiten sowie die Verwendung von Kolben mit Schikanen die Thaxtomin
A Produktion positiv beeinflussen. Dies ldsst auf einen fordernden Einfluss von
Luftsauerstoff auf die Biosynthese schlieffen. Da in der Biosynthese von Thaxtomin A zwei
durch Pso-Oxygenasen vermittelte Oxidationen enthalten sind (HEALY et al, 2000,
KERS et al, 2004), spricht diese Beobachtung fiir einen hohen Sauerstoffbedarf dieser
Reaktionsschritte.

Neben der Produktion des Phytotoxins mussten zusatzlich praktische Gesichtspunkte fiir
den weiteren Versuchsaufbau berticksichtigt werden. Aufgrund des geringen Fiillvolumens
bei 100 mL Kolben und dem begrenzten Platz an Schiittelpldatzen bei 1000 mL Kolben,
wurden fiir die folgende Fermentationskurve sowie den Fiitterungsversuchen fortan 300 mL
Schiittelkolben verwendet.

Die Untersuchung zur Optimierung der Fiitterungszeitpunkte ergab eine Produktion von
Thaxtomin A ab der 16. Stunde. Die Konzentration des Phytotoxins verlief bis zur 60. hpi
stetig und stagnierte anschliefend. Aus diesem Grund wurden fiir den folgenden
Fiitterungsversuch die Injektionszeitpunkte der NOS-Inhibitoren gleichmafiig auf diesen
Zeitraum verteilt. Parallel zur Untersuchung der Thaxtomin A Produktion wurde der pH-
Wert der Kulturen vor der Aufarbeitung tiiberpriift. Hierbei zeigte sich ein fiir
Streptomyceten typischer zeitlicher pH-Verlauf (SURUP, 2007).

Das Fiitterungsexperiment mit NOS Inhibitoren erfolgte unter den identischen Bedingungen
wie bei dem vorangegangen Untersuchungen. Zur Darstellung einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung wurden unterschiedliche Mengen Iromycin A (6 mg, 2 mg, 0,6 mg, 0,2 mg,
0,06 mg) in jeweils 2 mL Methanol gelost und in sieben Etappen zwischen der 16. und

60. hpi mittels Einwegspritze zugefiittert. Methanol erwies sich hierbei als optimales
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Losungsmittel, da Iromycine hierbei eine gute Loslichkeit besaflen. Ferner diente das
Methanol gleichzeitig als Desinfektionsmittel zur Sterilisation des Iromycins, wodurch grofie
Verluste des Fiitterungsdetergenz bei der Sterilfiltration ausblieben. Als Kontrollen wurden
neben Methanol auch die literaturbekannten NOS-Inhibitoren NNA und NMMA
(NUSzKOWSKI, 2001, SCHLEICHER, 2005) auf identische Weise zugefiittert.

Die analytische Auswertung der Kulturfiltrate, welche zuvor einheitlich aufgearbeitet
wurden, ergab erwartungsgemaf eine starke Inhibition durch die beiden Positivkontrollen
(NNA, NMA). Die Fiitterungsvarianten mit stammeigenen Iromycin A konnten hingegen
nur sehr geringe Effekte auf die Bildung des Phytotoxins Thaxtomin A ausiiben. Gleichzeitig
wurden in den Varianten mit Iromycin A als Fiitterungsdetergenz grofie Mengen von dessen
Abbauprodukt Iromycin B detektiert, welche mit zunehmender Fiitterungsmenge an
Iromycin A zunahmen. Dieses ldsst vermuten, dass Iromycin A ab einem gewissen Zeitpunkt
des Fiitterungsexperimentes rasch zu Iromycin B oxidiert wurde. In diesem Fall korrelieren
die vorliegenden Ergebnisse mit Untersuchungen von SURUP, SCHLEICHER und OESS (2007),
welche ebenfalls nur geringe Effekte bei der NOS-Inhibition von Iromycin B an Eierstocken
des Chinesischen Hamsters feststellten. Aufgrund des extrem schnellen Abbaus des
zugesetzten Iromycin A kann man eine enzymatische Reaktion des Streptomyceten nicht
ausgeschlossen werden. Untersuchungen von LORIA et al. (2008) geben dartiber Aufschluss,
dass die Biosynthese von Thaxtomin A sehr fein reguliert ist. Auf dieser Grundlage, dass
Iromycin A bei S. bottropensis in die Regulation von Thaxtomin A einbezogen ist, kann man
vermuten, dass die Biosynthesegene von Iromycin A wahrend der Thaxtomin A Produktion
inhibiert sind bzw. spezifische Enzyme dafiir sorgen, dass lediglich das oxidative und
inaktive Abbauprodukt Iromycin B gebildet wird. Im Falle dieses Fiitterungsversuches
konnte das zugefiitterte Iromycin A direkt enzymatisch durch den Streptomyceten
,detoxifiziert’ worden sein. Diesen Sachverhalt unterstiitzt auch die Tatsache, dass in
,Thaxtomin A potenten Medien’ Iromycin A in sehr geringen Mengen produziert wurde,
wobei grofiere Mengen des oxidativen Abbauprodukts Iromycin B in diesen Medien zu
finden waren.

Um diese Tatsache zu untermauern, wurde der Versuch an einem phytopathogenen

Streptomyceten wiederholt, welcher selber nicht in der Lage ist, Iromycine zu bilden und
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somit auch nicht tiber einen entsprechenden Enzymapparat verfiigt, welcher die Iromycin-

Bildung inhibiert bzw. Iromycin A ,detoxifiziert’.

45.2 Fiitterung von NOS-Inhibitoren bei Streptomyces scabies 1/3

Um den beschriebenen Fiitterungsversuch zu wiederholen, wurde der Stamm Streptomyces
scabies 1/3 ausgewahlt. Vorversuche in unterschiedlichen Fliissigmedien (nicht dargestellt)
zeigten, dass S. scabies 1/3 nicht in der Lage ist, Iromycine zu synthetisieren. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass hierfiir kein entsprechender Enzymapparat vorliegt.
Analog zu den Vorversuchen bei S. bottropensis Dra 17 wurden ebenfalls bei S. scabies 1/3
Vorversuche zur Medienoptimierung durchgefiihrt und eine Fermentationskurve
aufgenommen:

Die Untersuchungen zur Medienoptimierung orientierten sich dabei an der
Thaxtominproduktion des Streptomyceten in Medien mit unterschiedlichen Haferquellen.
Untersuchungen von BEAUSEJOUR et al. (1999) zeigten, dass Pflanzenteile fiir die
Thaxtomininduktion wichtig sind. Als Haferquellen dienten hierbei Haferkorner,
Haferkorner mit Spelze, zwei unterschiedliche Hafermehlpraparate sowie unterschiedliche
Sorten an Haferkleie. Hinsichtlich der Fermentationsbedingungen gab es keine Unterschiede.
Bei der diinnschichtchromatographischen Auswertung der Thaxtomin A Produktion
konnten keine nennenswerten Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten festgestellt
werden. Eine Induktion der Thaxtominproduktion konnte daher nicht belegt werden. Aus
praktischen Gesichtsgriinden wurde fiir die weiteren Versuche das bereits vorgemahlene
Hafermehl bzw. die geschrotete Haferkleie verwendet.

Die Aufnahme der Fermentationskurve an Streptomyces scabies 1/3 ergab d@hnliche Ergebnisse
wie bereits bei S. bottropensis Dra 17. Dies spricht hierbei fiir die hohe Simultanitdt des
Thaxtomin Genclusters in unterschiedlichen phytopathogenen Streptomyceten sowie der
damit verbundenen Moglichkeit des horizontalen Gentranfers, welcher durch KERS et al.
(2005) beschrieben wurde. Auch bei S. scabies begann die Thaxtomin A Produktion im
Hafermedium bei etwa 12 hpi und produzierte stetig bis 66 hpi. Auffillig war hierbei die
intensive Produktion weiterer Thaxtomine nach der Stagnation der Hauptkomponente.

Ahnliche Effekte wurden bisher noch nicht beschrieben.
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Das Fiitterungsexperiment an Streptomyces scabies 1/3 erfolgte unter den identischen
Bedingungen wie zuvor bei S. bottropensis. Einzig die zusatzliche Variante Iromycin S, ein
totalsynthetisch hergestelltes tert-Butylderivat des Iromycins, welches schwerer abbaubar ist,
erganzt den Versuch (SURUP, 2008). Ferner wurden die angesetzten drei Wiederholungen
geteilt und jeweils zwei mit dem Psso Oxidase-Inhibitor Ancymidol versetzt. Hierdurch sollte
erreicht werden, dass der oxidative Abbau von Iromycin A zu Iromycin B verlangsamt oder
ganz unterbrochen wird. Zwar geht damit die Gefahr einher, dass die Biosynthese von
Thaxtomin A ebenfalls unterbrochen wird und sich dadurch Thaxtomin D und Thaxtomin B
akkumulieren (SURUP, 2007). Dies liegt darin begriindet, dass das Gen txtC eine cytochrome
Piso-Monooxygenase kodiert und somit der letzte Biosyntheseschritt zu Thaxtomin A
unterbrochen werden konnte (HEARLY et al., 2000).

Die Auswertung mittels HPLC und HPLC-MS ergab im Gegensatz zur vorangegangen
Fiitterung eine deutliche Inhibition aller im Versuch eingesetzten Fiitterungssubstanzen.
Ferner ist bei den Iromycin A Varianten eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung
erkennbar. Im Gegensatz zu der Fiitterung an S. bottropensis Dra 17 bewirkten bereits
Zugaben von 1,33 mg Iromycin A pro Kolben &hnliche inhibitorische Effekte wie die
literaturbekannten NOS-Inhibitoren NNA bzw. NMMA in gleicher Aufwandsmenge.
Ubertroffen wurden diese Ergebnisse durch die Zugabe des tert-Butylderivats Iromycin S.
Hier konnte die Thaxtomin A Bildung fast komplett inhibiert werden. Die Zugabe des P1s0
Oxidase-Inhibitors Ancymidol erzielte hingegen keinen einheitlichen Effekt. Zwar konnte
der Inhibitor die Biosynthese von Thaxtomin A im beschriebenen Schritt nicht unterbinden,
doch ist ferner kein eindeutiger Effekt beim Oxidationsschutz von Iromycin A erkennbar
bzw. die Unterschiede von Varianten mit und ohne Ancymidol sind uneinheitlich. Ferner
konnten bei LC-MS Untersuchungen im aufgearbeiteten Kulturfiltrat kein Thaxtomin D
sowie kein Thaxtomin B detektiert werden

Ebenfalls nur geringe Mengen von den zugesetzten Fiitterungsdetergenzien konnten im
Kulturfiltrat nachgewiesen werden. Einzig in den Fiitterungsvarianten mit hohem
Iromycin A-Aufwand konnten geringe Mengen detektiert werden. Gleiches gilt fiir den
Nachweis von Iromycin B und S. Neben den Untersuchungen zur Produktion von

Thaxtominen und Iromycinen wurden im Vorfeld der chemischen Extraktion kleine Mengen
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der einzelnen Kulturen verdiinnt und auf die Anzahl der lebenden Zellen untersucht.
Hierbei waren bei keiner Variante signifikante Unterschiede erkennbar. Es ist daher davon
auszugehen, dass keines der Fiitterungssubstanzen einen direkten Einfluss auf die Menge
der gebildeten Bakterien in der Kultur hatte. Eine Beeinflussung der Anzahl an Organismen
im Filtrat auf die Konzentration der einzelnen Sekundéarmetaboliten ist daher ebenfalls
auszuschliefsen.

Betrachtet man sich die Ergebnisse, stellt sich die Frage, warum Ancymidol nur einen
geringen bzw. stark uneinheitlichen Einfluss auf den oxidativen Abbau des Iromycins und
die damit verbundene Aktivitit des NOS-Inhibitors hatte. Ferner wird die Frage
aufgeworfen, warum Ancymidol als P40 Oxidase-Inhibitor ebenfalls nicht in der Lage war
den letzten Schritt der Thaxtomin A Biosynthese entscheidend zu hemmen. Untersuchungen
von SURUP (2007) zeigten einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem oxidativen Abbau
von Iromycin A zu Iromycin B und der eingesetzten Menge an Ancymidol. Die im
Fiitterungsversuch verwendete Menge an Ancymidol (22,5 mg/Kolben) entsprachen der
Konzentration, bei welcher SURUP einen deutlichen Effekt auf das Oxidationsverhalten
ermittelte. Ein moglicher Erklarungsansatz hierfiir ist der Abbau des Ancymidols seitens des
Streptomyceten bzw. eine Aufnahme des Iromycins seitens S. scabies. Letztes wiirde auch die

nur geringen Mengen an Iromycin A, B und S in den Kulturfiltraten erklaren.

Vergleicht man die Ergebnisse des Fiitterungsversuches an S. scabies mit den
Untersuchungen an S. bottropensis ist festzustellen, dass Iromycin A im Kulturfiltrat von S.
scabies 1/3 eine weitaus hohere Aktivitat aufweist. Dies wird an der deutlichen Hemmung
der Thaxtominproduktion deutlich. Ob diese Tatsache auf einer langsameren Oxidation zu
Iromycin B beruht, kann nicht abschliefend geklart werden. Jedoch ist auch davon
auszugehen, dass der Abbau in der Fliissigkultur nicht auf rein chemische Vorginge
zuriickzufiihren ist, sondern in erster Linie auf einen aktiven enzymatischen Abbau seitens
S. bottropensis Dra 17. Ferner stellt dies einen Anhaltspunkt dafiir dar, dass Iromycin A bei S.
bottropensis direkt an die Thaxtomin A Biosynthese gekoppelt ist (KERS, 2004). Zwar liefern
die gewonnenen Ergebnisse noch keine Erkenntnisse iiber den zeitlichen Verlauf der

Biosynthese beider Stoffe im natiirlichen Habitat und der damit verbundenen Aufgabe von
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Iromycinen in der Natur, doch konnte Iromycin A ein wichtiger Faktor bei der Thaxtomin
Biosynthese von S. bottropensis Dra 17 sein.

Bei der Regulation des Phytotoxins stellt sich die Frage, warum bei der Biosynthese derart
vielfaltige Regulierungsfaktoren aufgebaut werden. Hierbei sind in erster Linie die direkte
Hemmung auf transkriptionellem Weg iiber das Gen fxtR zu nennen, aber auch die bis heute
ungeklarte Funktion des necI-Gens und dessen zugehorigen Proteins zu nennen (JOSHI et al.,
2007, LORIA et al, 2008). Der Vorteil der Regulation iiber einen ,aktiven
Sekundarmetaboliten’ gegentiiber einer Regulation auf genetischer Ebene ist, dass der fiir die
Biosynthese notwendige Enzymapparat bereits vollstindig exprimiert vorliegen kann.
Dennoch wird die Biosynthese von Thaxtomin A auf der ersten Stufe der Biosynthese
unterdriickt. Erst nach Abbau von Iromycin A zu Iromycin B beginnt der vorhandene
Biosyntheseapparat zu arbeiten. Ferner scheint die Regulation des ersten Schrittes der
Biosynthese sinnvoll, da die nachfolgenden Vorldufermolekiile bereits eine schadigende
Wirkung gegentiber der Wirtspflanze haben. Durch die Inhibierung der Biosynthese ist das
Pathogen in der Lage, sich beispielsweise aus unanhangig verletzten Zellen der Wirtspflanze
(mechanische Schdden, etc.) zu erndhren ohne eine Immunabwehr der Pflanze zu
induzieren. Eine aktive Penetration des Wirtsgewebes ist zu dieser Zeit, aufgrund des
mangels an Thaxtomin A nicht moglich. Ist eine ausreichend starke Population aufgebaut,
wird Iromycin A abgebaut und Thaxtomin A, aufgrund des bereits exprimierten
Biosynthesegenclusters in grofien Mengen produziert. Eine solche Sekundadrmetabolit-
Sekundarmetabolit-Hemmung ist allerdings bisher in der Literatur noch nicht bekannt. Eine
weitere Moglichkeit der NOS-Aktivitdt der Iromycine, ist eine direkte Schadigung bzw.
Suppression der pflanzlichen NOS, welche Bestandteil der pflanzlichen Abwehrreaktion ist

(CHANDOK, 2003; HALLMANN et al., 2007, GUO et al, 2003).

453 Einfluss cellobiosehaltiger Medien auf die Produktion von
Iromycinen und Thaxtominen

Die Idee zu Fiitterungsexperimenten mit Cellobiose beruht auf Untersuchungen von JOSHI et

al. (2007). Sie zeigen eine Regulierung der Thaxtominproduktion auf genetischer Ebene,

verursacht durch die Anwesenheit von Cellobiose. Das hierbei beteiligte txtR-Gen fungiert
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dabei als AraC/XylS Regulator, welcher stark durch abiotischen Umwelteinfliissen reguliert
ist. Durch die gleichzeitige Funktion des Txt-Proteins, welches spezifisch an Cellobiose
bindet sowie der Tatsache, dass Cellobiose zur Expression der Thaxtomin A Biosynthese-
Gene benoétigt wird, wurden die Auswirkungen auf Streptomyces bottropensis Dra 17 sowie S.
scabies 1/3 naher beleuchtet. Vorversuche wurden hierbei zunédchst zur Thermostabilitdt von
Cellobiose unternommen. Zwar wird von JOSHI et al. (2007) Cellobiose ausschliefilich steril
filtriert in der Nahrlosung eingesetzt, doch verwendeten andere Quellen Cellobiose auch im
autoklavierten Zustand. Hierzu wurden unterschiedliche Ansétze eines YMG-Mediums mit
verschiedenen Mengen an Cellobiose versetzt und mit S. scabies 1/3 inokuliert (vgl. Kapitel
3.5.3). Hierbei wurde kein Unterschied zwischen autoklavierter und steril filtrierter
Cellobiose festgestellt. Zwar verfarbten sich Medien mit zugesetzter Cellobiose nach dem
Autoklavieren leicht braunlich, was fiir ein karamellisieren der Cellobiose spricht, doch
konnte der Stamm offenbar dennoch die Cellobiose als solche ,identifizieren’. Unterschiede
gab es hingegen bei den unterschiedlichen Cellobiosekonzentrationen im Medium. Hier
decken sich die Untersuchungen mit Ergebnissen von JOSHI (2007), welcher ebenfalls ein
Maximum der Thaxtomin A Produktion bei einer Cellobiose-Konzentration von 7 g/L in der
Kultur beschreibt. Eine weitere Erhohung der Thaxtomin A Konzentration bei hoherer
Cellobiose-Konzentration konnte nicht festgestellt werden.

Weiteren Untersuchungen an S. bottropensis Dra 17 wurden die Ergebnisse von S. scabies 1/3
zu Grunde gelegt und in verschiedenen Medien 7 g/L Cellobiose zugesetzt. Als Kontrolle
dienten jeweils Medien ohne Cellobiose Zusatz. Die Thaxtomin A Produktion zeigte analog
zu S. scabies eine deutliche Erhohung sogar bei Medien, welche bereits ohne Cellobiose die
Produktion von Thaxtomin A unterstiitzen. Auch die Produktion von Iromycin A und
Iromycin B war bei nahezu allen Medien mit Cellobiose leicht erhoht. Vor dem Hintergrund
der Erkenntnisse aus den vorangegangenen Fiitterungsversuch lésst sich dieser Effekt nicht
direkt erklaren. FEinzig eine zeitliche Verschiebung der Produktion der einzelnen
Metaboliten steht diesem entgegen. Dem wiederspricht jedoch ein potentieller enzymatischer
Abbau von Iromycin A speziell im Hafermedium. Weitergehende Untersuchungen mit einer
txtR Knock-out-Mutante konnten hierbei weitere Aufschliisse {iber die Verzahnung der

einzelnen Regulationsmechanismen der Thaxtomin A Biosynthese geben.
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4.6  Untersuchungen zur Regulationsaktivitdt von Iromycinen
in planta

Die Untersuchungen zur Regulation von Iromycinen in planta stellen die Fortfithrung der
Untersuchungen an Streptomyces bottropensis Dra 17 in Fliissigkulturen dar. Hierbei gehen die
Uberlegungen auf Untersuchungen von BODE et al, (2002) zuriick, wonach speziell
Streptomyceten eine hohe biologische Diversitdt an Sekunddrmetaboliten bei Veranderung
der Kulturbedingungen aufweisen. Erste Schritte bei Experimenten sollten dariiber
Aufschluss geben, ob Streptomyces bottropensis Dra 17 auch auf dem natiirlichen Wirt
Kartoffeln in der Lage ist, Iromycine zu produzieren oder ob dies nur in dafiir geeigneten
Fliissigkulturen der Fall ist. Ferner sollten Untersuchungen zur zeitlichen Produktion der
Sekundarmetaboliten Iromycin A, Iromycin B sowie Thaxtomin A Aufschluss dariiber
geben, welche Rolle Iromycin prinzipiell bei der Penetration des Wirtsgewebes spielt. Bei
diesen Untersuchungen wurden daher neben der Quantifizierung der Sekundarmetaboliten
auch die Produktion der pathogenen Biomasse mittels Real-Time PCR {iiberpriift. Weitere
Untersuchungen sollten dabei dariiber Aufschluss geben, in wie weit sich die Produktion
von Iromycinen auf die Phytopathogenitdt des Streptomyceten auswirkt. Hierzu wurden
neben dem bereits erwdhnten Iromycinproduzenten Dra 17 auch weitere S. bottropensis sp.
sowie einige S.scabies sp. Stimme sowohl auf die Produktion ihrer Sekundéarmetaboliten
(Iromycine, Thaxtomine) sowie auf die Bildung bakterieller Biomasse in planta mittels
quantitativer Real-Time PCR untersucht. Abschlieffend sollten Experimente an
Radieschensamen, welche ebenfalls ein Wirt phytopathogener Streptomyceten sind,
Aufschluss tiber den direkten Einfluss von Iromycinen und Thaxtominen auf die Keimung
und damit auch iiber die Funktion der einzelnen Metaboliten geben. Um eventuelle
enzymatische oder sonstige fiir Pathogenitat relevante Einflussfaktoren des Streptomyceten
auszuschliefsen, wurden diese Untersuchungen ausschliefflich mit den Reinsubstanzen
Iromycin A und Thaxtomin A durchgefiihrt. Quantifiziert wurden die Ergebnisse durch die
Auswaage der gebildeten pflanzlichen Biomasse sowie durch spektralphotometrische
Messung des Chlorophylls extrahierter Keimlinge. Eine abschliefsende Wiederholung des

Versuches an Arabidopsis thaliana sollte die Ergebnise untermauern (vgl. Kapitel 3.6).
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4.6.1 Inokulation von Kartoffeln, Extraktion von Sekundarmetaboliten
und quantitative Bestimmung der bakteriellen Biomasse mittels
Real-Time PCR

Bei Vorversuchen zur Inokulation wurden die Kartoffelscheiben zundchst nach einem

Protokoll von (LORIA et al., 1995) inokuliert und auf unterschiedlichen ,Medien” inkubiert.

Die Bedingungen der Inkubation waren dabei jeweils identisch. Hierbei wurde deutlich, dass

eine Inkubation der Kartoffelscheiben sowohl aus praktischen als auch aus

mikrobiologischen Gesichtspunkten die besten Ergebnisse lieferte. Problematisch bei den

Vorversuchen war hierbei, dass eine vollstandige Sterilisation der Kartoffelscheiben nicht

moglich war. Zwar konnten durch die HeifSwasserbehandlung der kompletten Knolle sowie

einem ethanolischen Tauchbad der Kartoffelscheiben ein grofler Teil oberflachlich
anhaftender Bakterien, Hefen und Pilze abgewaschen bzw. abgetotet werden, doch war die

,Sterilisation” nur von kurzer Dauer. Speziell auf Medien, bei welchen die Kartoffelscheibe

auf der Unterseite keinen Luftkontakt hatte, fingen diese sehr schnell an zu faulen. Ein

typisch hefiger Geruch lies auf eine Kontamination schlieSen. Ahnliche Effekte lieSen sich
zwar auch bei einer Inkubation auf Glasperlen erkennen — dies aber meist erst nach sehr
langen Inkubationszeiten. Versuche, die Kartoffelscheiben nach dem Vorbild der

Samensterilisation nach SPLIVALLO (2009) zu inokulieren mussten verworfen werden, da das

eingesetzte Wasserstofthypochlorit das Anwachsen des Inokulums auf der Kartoffelscheibe

entscheidend inhibierte.

Auch bei der eigentlichen Inkubation zeigten sich sehr grofie Unterschiede. Zwar erbrachte

eine Inokulation als Tauchbad in eine Fliissigkultur die starkste Bildung von Nekrosen, doch

konnte keine ausreichende Spezifitdat der Ergebnisse aufgrund der nicht nachvollziehbaren

Menge an Inokulum hergestellt werden. Auch die Wahl des Inokulationsmediums erbrachte

grofie Unterschiede. Iromycin A haltiges Medium (Medium S nach Inokulation mit

S. bottropensis Dra 17) konnte an Kartoffeln die starkste Bildung von Nekrosen auslosen. Bei

allen anderen getesteten Stammen hingegen traten die grofiten Effekte bei Verwendung von

YMG-Medium auf. Diese ersten Ergebnisse verstarken hierbei die Vermutung, dass Iromycin

A auch einen direkten Einfluss auf das Infektionsvermdgen von Streptomyceten aufweisen

konnte (SURUP, 2007). AbschlieSfend wurden im Rahmen der Inkubation bei mehreren
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Temperaturen auf das Anwachsen der Streptomyceten auf Kartoffelscheiben untersucht.
Hierbei gewdhrleistete erwartungsgemafs eine Anfangstemperatur von 28 °C den besten
Anwuchseffekt. Eine anschlieffende Absenkung der Temperatur gewahrleiste hingegen ein
gleichmafliigste Wachstum. Eine Inokulation bei Raumtemperatur, dhnlich wie bei KERS et
al. (2005) sowie LORIA et al. (1995), verursachte eine entscheidende Verlingerung der
Entwicklung der Besiedlung des Wirtsgewebes (bis zu 8 Tage), welches mit einer verstarkten
Kontaminationsgefahr einherging. Speziell gegen Ende einer 8-tdagigen Inkubation brach die
Konsistenz des Wirtsgewebes zunehmend zusammen, ohne dass auf der Unterseite
nennenswerte Nekrosen zu finden waren. Speziell vor dem Hintergrund der anstehenden
Analytik mittels Real-Time PCR bestand die Gefahr, dass der teilweise saprophytisch
lebende Organismus (MAYFIELD et al., 1972) anfangt, sich selber zu zersetzen.

Die Extraktion der Sekundarmetaboliten aus Kartoffeln sowie die parallel dazu
durchgefiihrte  Isolierung der Gesamt-DNA  erfolgten an  gefriergetrockneten
Kartoffelscheiben. Vorteil dieser Methode war, dass sowohl die chemische Extraktion sowie
die DNA-Isolation am selben Ausgangsmaterial durchgefiihrt werden konnten und somit
grofie Abweichungen b den Ergebnissen ausgeschlossen werden konnten. Ferner hatte die
Gefriertrocknung speziell bei der Extraktion der Sekundarmetaboliten den Vorteil, dass bei
Verwendung von trockenem Ethylacetat kaum Stirke in die Probe gelangte, was aufwendige
Extraktionen mit Chloroform tiberfliissig machte. Auch bei der Isolierung der Gesamt-DNA
aus gefriergetrockneten Kartoffelscheiben konnte eine enzymatische Zersetzung der DNA im
Gegensatz zur Verwendung von Frischproben ausgeschlossen werden. In beiden Fallen
konnte die Handhabbarkeit der Untersuchungen mit gefriergetrockneten Proben
entschieden verbessert werden. Bei der quantitativen Bestimmung der bakteriellen Biomasse
mittels PCR konnte auf ein Protokoll von RINTALA & NEVALINEN (2006) zuriickgegriffen
werden. Zwar wurde bei den vorgeschlagenen Primern nicht speziell auf die pathogene Insel
der Thaxtomin A Biosynthese zuriick gegriffen, (LORIA et al., 2008) doch amplifizieren die
Primer eine hochkonservierte Region des Gesamtgenoms, welche beinahe alle bekannten

Streptomyceten abdeckt.
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4.6.2 Fermentationskurve auf Kartoffelscheiben

Wie bereits in der Einleitung dieses Kapitels erwahnt, ist die Darstellung der zeitlichen
Entwicklung von Sekundarmetaboliten und damit verbunden der bakteriellen Biomasse
mafigeblich fiir die Charakterisierung der Aufgabe von Iromycinen bei der Penetration der
Wirtspflanze.

Die zeitliche Produktion der Sekundarmetaboliten zeigt eine deutliche Trennung zwischen
,Produktionsintervallen’ von Iromycin A und Thaxtomin A auf Kartoffelscheiben. Das
,Produktionsintervall’ von Iromycin B hingegen verlduft synchron mit der Biosynthese von
Thaxtomin A. Eine derartige Verschiebung von Iromycin A und Thaxtomin A konnte in
eigenen Untersuchungen sowie in Untersuchungen von SURUP (2007) in keinem
Fliissigmedium belegt werden. Ferner ist das extrem hohe Konzentration von Iromycin B, im
Vergleich zu Iromycin A auffdllig. Betrachtet man hierzu parallel die Entwicklung der
bakteriellen Biomasse in den Kartoffelscheiben, so ist die Simultanitat zur Produktion des
NOS Inhibitors Iromycin A auffallend. Analog ist mit dem Beginn der Produktion des
Phytotoxins also des Virulenzfaktors Thaxtomin A (LORIA et al., 2006) eine Verminderung
der Biomasse des Phytopathogens S. bottropensis Dra 17 feststellbar (vgl. Kapitel 3.6.2).
Hierbei ist kritisch festzustellen, dass die Ergebnisse der Real-Time PCR eine sehr grofse
Varianz der einzelnen Wiederholungen aufweist. Ob diese durch Abweichungen beim
Wachstum des Streptomyceten in planta bzw. durch Differenzen bei der Isolierung der
Gesamt-DNA zustande kam, lasst sich nicht mit absoluter Bestimmtheit feststellen. Eine
Wiederholung im grofieren Maf3stab (mehr Wiederholungen) scheint daher angebracht.

Die zeitliche Trennung der Produktion der Sekundarmetaboliten Iromycin A und
Thaxtomin A lasst auf die erwartete Inhibierung der Thaxtomin A Biosynthese, welche
bereits in den Fiitterungsversuchen nachgewiesen wurde, schlieffen. Ferner eréffnet die
frithe Produktion des NOS-Inhibitors den Gedankengang, dass Iromycin einen Einfluss auf
die pflanzliche Immunabwehr nimmt und somit eine Signalkaskade unterbindet (HELDT,
2003). Eine eingehendere Untersuchung der Auswirkungen von Iromycin A zu einem frithen
Stadium der Penetration scheint daher angebracht. Hierbei konnte Iromycin A die NOS
hemmen d.h. die Oxidation von Arginin verhindern und durch das enge Zusammenspiel der

Signalsubstanzen die Bildung von Phytoalexinen bzw. die Bildung von reaktiven
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Sauerstoffspezies unterbrechen und somit die pflanzliche Immunabwehr entscheidend
schwéchen. Einen Einfluss von Iromycin A liefie sich daher durch Untersuchungen jener
erwdhnten ,Abwehrsubstanzen” bzw. durch Analyse der gebildeten Salicylsdure naher
beleuchten (HELDT, 2003, GUO et al, 2003). Ferner konnten phytopathologische
Untersuchungen mit Iromycin A-Knock-out Mutanten die Pathogenitdt naher beleuchten.
Hierzu miisste jedoch das Iromycin Gencluster zundchst lokalisiert und ausgeschaltet
werden.

Auch das starke Auftreten von Iromycin B parallel zur Thaxtomin A Produktion wirft
mehrere Fragen auf. Zwar ist ein Teil des produzierten Iromycin B durch den Abbau von
Iromycin A zu erkldren, doch kann dies nicht die einzige Quelle darstellen. Daher kann
dartiber spekuliert werden, ob zu Beginn der Thaxtomin A Produktion, ein Enzym aktiviert
wird, welches Iromycin A iiber eine Pso Oxidase abbaut. Hierbei wird die weitere
Produktion von Iromycin A keinesfalls gestoppt — neu gebildetes Iromycin A wird lediglich
direkt nach der Biosynthese oxidiert und somit deaktiviert. Hiermit liefle sich einerseits die
Produktion von Thaxtomin A, welches in Anwesenheit von Iromycin A nicht gebildet wiirde
sowie andererseits der enorme Anstieg von Iromycin B erkldren. In wieweit hierbei der
gleichzeitige Riickgang der bakteriellen Biomasse zu erkldren ist, kann anhand der
gegebenen Daten nicht eindeutig belegt werden. Dem Riickgang der bakteriellen Biomasse
zu Beginn der Thaxtomin A Produktion wiederspricht ferner die Tatsache, dass das
Phytotoxin als Hauptvirulentfaktor der Pathogenitit von Streptomyceten gilt (KING et al.,
1989, GOYER et al., 1998, KERS et al., 2005). Man sollte daher davon ausgehen, dass zu Beginn
der Thaxtomin A Produktion und der damit einhergehenden Eroffnung neuer Ressourcen
ein Anstieg der bakteriellen Biomasse zu erwarten ist. Dies belegt auch die Tatsache, dass
parallel zum Beginn der Thaxtomin A Produktion erste deutliche Nekrosen auf der
Oberfldche der Kartoffelscheiben erkennbar waren. Einzig der saprophytische Abbau von
Streptomyceten in nekrotisierten Bereichen der Kartoffelscheibe konnte hierbei eine
Erklarung darstellen. In wieweit hierbei ebenfalls inaktives Iromycin B aus den Zellen frei
wird kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden. Dies unterstiitzt jedoch die Tatsache, dass

zum Ende des beobachteten Fermentationszeitraumes (> 90 hpi) die inokulierten
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Kartoffelscheiben ihre Zell-Integritit beinahe verloren haben und gleichzeitig keine

bakterielle Biomasse mehr nachweisbar war.

4.6.3 Phytopathogenitit verschiedener Streptomyceten

Um eine allgemeine Aussage zur Phytopathogenitit verschiedener Thaxtomin A
Produzenten treffen zu konnen, wurden diese auf Kartoffelscheiben angezogen und nach 72
Stunden auf Sekundarmetaboliten bzw. auf die bakterielle Biomasse untersucht.

Hierbei gab es grofie Unterschiede bei der Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A und der
damit verbundenen potentiellen Virulenz (KING et al., 1989, GOYER et al., 1998, KERS et al.,
2005). Die Phytotoxin Produktion der Stamme S. bottropensis DSMZ 40262 und 40800 lag
hierbei zwischen 0 und 3 mg/kg Kartoffelmasse. Die eingesetzten S. scabies Staimme wiesen
hierbei Thaxtomin A Gehalte zwischen 7 und 18 mg/kg auf, wahrend S. bottropensis Dra 17
nach 72 Stunden einen Gehalt von etwa 5 mg/kg aufwies. Gleichzeitig wurden etwa 4 mg/kg
Iromycin A und 15 mg/kg Iromycin B detektiert. Alle inokulierten Streptomyceten konnten
hierbei leichte bis deutliche Nekrosen auf der Kartoffeloberfliche aufweisen. Neben der
Untersuchung der gebildeten Sekundarmetaboliten wurde auch die gebildete Biomasse nach
72 hpi auf den inokulierten Kartoffelscheiben untersucht. Hierbei konnten ausschliefilich bei
den Stammen S. scabies 1/3 sowie S. bottropensis Dra 17 eindeutige Nachweise der Biomasse
erbracht werden. Eine direkte Dosis-Wirkungs-Beziehung bei reinen Thaxtomin A
Produzenten nach LORIA et al, 2006 konnte daher bestatigt werden. Einzig der Stamm
S. bottropensis Dra 17 konnte trotz geringer Thaxtomin A Produktion (5 mg/kg) die grofiten
Mengen an bakterieller Biomasse auf dem Wirtsgewebe bilden. Aufgrund dieser Tatsache
konnte man vermuten, dass Iromycin A einen direkten Einfluss auf die Pathogenitdt von
Streptomyceten aufweist. Zwar ist es auch moglich, dass der Iromycinproduzent
S. bottropensis Dra 17 eine andere Thaxtomin A Produktionsdynamik aufweist als
Streptomyceten, welche nicht tiber die Fahigkeit verfiigen, Iromycine zu produzieren. Daher
waren zum Zeitpunkt der Probennahme bereits grofie Teile des gebildeten Phytotoxins
Thaxtomin A abgebaut. Hierzu wéren weitergehende Untersuchungen zur zeitlichen

Bildung von Thaxtomin A auf Kartoffelscheiben notwendig.
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Um die Fahigkeit der Iromycin Produktion seitens der bisher als reine Thaxtomin A Bilder
bekannten Stamme zu untersuchen, wurden diese in speziell fiir die Iromycin A Biosynthese
optimierten Fliissigmedien untersucht. Auch hier =zeigten diese Stamme keinerlei

Produktion des NOS-Inhibitors.

4.6.4 Einfluss von Iromycin A und Thaxtomin A auf die Keimung von

Radieschen und Ackerschmalwand

Aufgrund der stark eingeschrankten Verfiigbarkeit der Sekundarmetaboliten wurde ein
Keimungstest von SPLIVALLO et al. (2009) am Arabidopsis thaliana zundchst stark
miniaturisiert, wodurch eine 200-fache Einsparung an Sekundarmetaboliten realisiert
werden konnte. Ferner konnte durch die Miniaturisierung ein Gradient der zu
untersuchenden Substanzen im Agar vermieden werden. Nachteilig hierbei war, dass
Einfliisse auf das sekunddre Langenwachstum sowie die Bildung von Seitenwurzeln und
Wurzelhaaren nicht dokumentiert werden konnen. Dies liegt im sehr begrenzten Raum der
einzelnen Vials der Mikrotiterplatte begriindet. Finzig die Bildung der pflanzlichen
Biomasse konnten in diesem Test direkt ausgewertet werden. Bei den Untersuchungen
wurden neben einer Kontrolle (Methanol) die Sekundadrmetaboliten Iromycin A und
Thaxtomin A in unterschiedlichen Konzentrationen (50 nM bis 100 uM) dem fiir die
Pflanzenanzucht verwendeten MS Medium zugesetzt. Um eventuelle Synergieeffekte von
Iromycin und Thaxtomin auf das Pflanzenwachstum zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Mengen an Thaxtomin A (50 nM bis 100 uM) mit einer gleichbleibenden
Menge an Iromycin A (5 uM) getestet. Hierbei zeigten sich bei der Biomassenbildung der
Einzelmetaboliten nur geringe Effekte an Radieschen. Dies wird auch im Verglichen zu
Ergebnissen von VALKONEN et al., (2006) deutlich, welcher an Kartoffeln weitaus starkere
inhibitorische Effekte durch Thaxtomin A nachweisen konnte. Die Kombinationsvariante
von Iromycin A und unterschiedlichen Konzentrationen von Thaxtomin A zeigten indes eine
deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung an Radieschenkeimlingen. Die gebildete pflanzliche
Biomasse reduzierte sich um tiber 50 % (vgl. Kapitel 3.6.4).

Auffdllig bei allen Iromycinvarianten war eine je nach Konzentration stark ausgepragte

Chlorose der primdren Keimblatter. Untersuchungen des Chlorophyll A und B-Gehaltes
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extrahierter Pflanzen zeigten kaum Effekte bei unterschiedlichen Thaxtomin A
Konzentrationen. Iromycin konnte hingegen ab einer Konzentration von 1 uM die Bildung
an Chlorophyll A um 40 % inhibieren. In der Kombinationsvariante beider
Sekundadrmetaboliten potenzierte sich dieser Effekt, wodurch ein Riickgang des
Chlorophyllgehaltes von iiber 90 % eintrat. Auch die Zusammensetzung des Blattgriins
anderte sich bei Radieschen-Keimlingen entscheidend. Der Quotient zwischen Chlorophyll
A und B, welcher bei den meisten Pflanzen zwischen 2,5 und 3,0 liegt, verschob sich beim
Kombinationsansatz von Iromycin A und Thaxtomin A auf bis zu 1,0. Analoge Ergebnisse
bei den Chlorophyllbestimmungen konnten an Arabidopsis thaliana erzielt werden. Aufgrund
des extrem geringen Gewichtes der Keimlinge des Ackerschmalwandes, war eine
massenspezifische Auswertung gefriergetrockneter Keimlinge nicht mdglich. Uberraschend
bei A. thaliana war insbesondere der geringe Effekt von Thaxtomin A auf die gebildete
Biomasse. Untersuchungen von DUVAL et al., (2005) zeigten starke Auswirkungen auf das
Wachstum des Ackerschmalwandes in Zellkulturen. Ferner wurde die Thaxtomin A basierte
Induktion eines programmierten Zelltodes beschrieben.

Der synergetische Effekt der Kombinationsvarianten aus Iromycin und Thaxtomin stellt ein
weiteres Indiz dafiir dar, dass Iromycin einen direkten Einfluss auf die Pathogenitdt von
Streptomyceten aufweist. Besonders deutlich wird dies an der Bildung von Chlorosen an
den primadren Keimblittern. Obwohl Iromycin A bei Untersuchungen der BASF keinerlei
herbiziden Charakter aufweisen konnte (SURUP, 2007), scheint Iromycin A auf Wirtspflanzen
bzw. dem Modellorganismus Arabidopsis thaliana eine direkte Wirkung ausiiben zu kénnen.
Wodurch dieser Effekt zu begriinden ist, kann nur spekulativ diskutiert werden. Einerseits
ist hierbei der bereits detailliert dargestellte Effekt der Hemmung der pflanzlichen iNOS zu
nennen (CRAWFORD, 2006). Andererseits ist Iromycin A auch als Inhibitor des Komplexes I
der Atmungskette bekannt. Fiir die Hemmung der Photosynthese gibt es eine Vielzahl von
Inhibitoren. Einige Herbizide nutzen hierbei Elektronentransportketten als Angriffspunkt
(HOCK & ELSTNER, 1995). Hauptangriffspunkt der Elektronentransport-Inhibitoren stellt die
Hemmung der Chloroplasten-F-ATPase dar. Hierbei ist der Mechanismus der
Photophosphorylierung dhnlich einer oxidativen Phosphorylierung. Auch hier wird die

ATP-Synthase durch einen elektrochemischen Gradienten von Protonen iiber die
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Thylakoidmembran energetisch ,aufgeladen’ (BICKEL-SANDKOTTER, 2002). Wesentlicher
Unterschiede zur mitochondrialen ATP-Synthase besteht einzig darin, dass der
phytosynthetische Elektronentransport einzig durch Licht getrieben wird (HOCK & ELSTNER,
1995). Da die mitochondriale Atmungskette viele Gemeinsamkeiten mit der
Elektronentransportkette der Photosynthese aufweist (HELDT, 2003), liefle sich ein
Zusammenhang zwischen Iromycin A und den auftretenden Chlorosen erkldren. Ferner
konnte in weiteren Bioassays im Mikrotiterplattenmafistab ein zeitlich versetzter Einsatz von
NOS-Inhibitoren (Iromycin S, Iromycin A) und Thaxtomin A die ,natiirliche
Produktionsdynamik’ besser simulieren. Ferner bestiinde auch die Mdglichkeit, Arabidopsis
thaliana zusammen mit S. bottropensis Dra 17 bzw. S. scabies 1/3 analog zu Untersuchungen
von SPLIVALLO (2009) zu kultivieren um neben den rein chemischen Effekten einen Einfluss
auf das Wachstum der Versuchspflanzen einerseits zu dokumentieren und andererseits
eventuelle direkte Auswirkungen des Pathogens auf das Wachstum von Arabidopsis thaliana

zu bonitieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Bakterielle sowie pflanzliche Sekundarmetaboliten sind ein aufSerordentlich grofies Reservoir
an Stoffen, welche gegen Erkrankungen bei Sdugetieren aber auch zum Schutz von Pflanzen
gegeniiber Phytopathogenen genutzt werden konnen. Wahrend die Suche nach praktisch
nutzbaren Naturstoffen seit Jahrzehnten intensiv betrieben wird, ist die biologische Funktion
bei der Mehrheit dieser Stoffe vollig unbekannt. In der Phytopathologie verbinden sich die
beiden Forschungsrichtungen, da Sekunddrmetaboliten zum einen als Virulenz- bzw.
Pathogenitatsfaktoren von Krankheitserregern wirken und Naturstoffe zum anderen als
Leitsubstanzen fiir die Entwicklung von Pflanzenschutzmitteln dienen. Ziel dieser Arbeit
war es daher, die Regulationsmechanismen zur Phytotoxizitit pflanzenpathogener
Streptomyceten sowie die Wirkung von Pflanzenextrakten auf die Entwicklung des Falschen

Mehltaus der Rebe naher zu beleuchten.

5.1  Praktische Nutzung von Pflanzenextrakten am Beispiel von

Plasmopara viticola

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Teedrogen auf deren Auswirkungen gegen einzelne
Entwicklungsstadien des Falschen Mehltaus der Rebe (Plasmopara wviticola) hin zu
untersuchen. Hierbei wurden verschiedene Pflanzen mittels unterschiedlicher

Losungsmittel extrahiert. Hintergrund hierbei war die Abdeckung des gesamten
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Polaritatsspektrums, um den groiten Teil der pflanzlichen Metaboliten zu 16sen.
Anschlieffend wurden die in Wasser resuspendierten Extrakte einem Bioassay unterzogen,
welcher im Rahmen der Magisterarbeit (KOSSLER, 2006) entwickelt wurde. Die hierbei
erhaltenen Ergebnisse wurden teilweise mit jenen der Magisterarbeit abgeglichen und durch
Real-Time PCR basierte Untersuchungen erganzt.

Kernpunkt der Arbeit stellte der in Zusammenarbeit mit dem STAATLICHEN
WEINBAUINSTITUT in Freiburg erarbeitete Bioassay zur Bestimmung der Eigenschaften der
Priifsubstanzen dar. Dieser orientierte sich vornehmlich an der asexuellen Entwicklung des
Falschen Mehltaus der Rebe. Neben Riickschliissen auf die Wirkungsweisen von
Pflanzenextrakten wurde versucht, erste Ansatzpunkte fiir den Hintergrund dieser Wirkung
anhand der Biologie von Plasmopara viticola zu beschreiben.

Untersuchungen zur Optimierung der Extraktherstellung zeigten, dass eine Extraktion mit
20 % Ethanol (40 °C, 180 rpm, 4 h) sowie einer weiteren Extraktion mit Aceton-Methanol
(1:1) im Ultraschallbad fiir 20 Minuten die Ausbeute der Trockenmasse der Gesamtextrakte
im Durchschnitt um etwa 40 % erhohte. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die
Zusatzstoffe des vergillten Ethanols bei der Extraktherstellung sowie das Losungsmittel
Dimethylsulfoxid bei der Substanzlésung keinen Einfluss auf die Entwicklung des Falschen
Mehltaus der Rebe ausiibten. Anlog zur Magisterarbeit, wurde hierbei eine Applikations-
konzentration von 3,0 % (TM) sowie ein rein protektiver Applikationszeitpunkt gewahlt.
Analog zur visuellen und fluoreszenzmikroskopischen Bonitur wurde eine Real-Time PCR
Methode etabliert, wodurch ein spezifischer Nachweis pilzlicher Biomasse im Rebblatt
moglich ist. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Préaparate
festgestellt werden. Einzig der Extrakt aus Schliisselblumen scheint keinen Einfluss auf das
Wachstum des Pilzes im Blattinneren auszuiiben. Weiterfithrende Untersuchungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Inokulation kénnten jedoch naheren Aufschluss zur

Wirkungsweise der Extrakte im Intercellularraum geben.

Die im Rahmen dieser Arbeit entsandenen Optimierungen des Bioassays (KOSSLER, 2006)
ermoglichen ein Screening verschiedener Pflanzenextrakte gegen verschiedene

Entwicklungsstadien des Falschen Mehltaus der Rebe (Plasmopara viticola). Hierbei wird
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nicht nur die Gesamtwirkung eines Extraktes beriicksichtigt sondern die einzelnen
Entwicklungsschritte des oomyceten naher untersucht. Hierdurch konnte im Weiteren durch
Kombination verschieden wirksamer Extrakte ein ,Gesamtextrakt’ designed werden, welches
verschiedene Entwicklungsstadien abdeckt und die Gesamtwirkung entscheidend

verbessern konnte.

52  Regulation der Biosynthese von Sekundirmetaboliten am

Beispiel von Streptomyces bottropensis

Neben direkten Wirkungen von Sekundédrmetaboliten auf pflanzliche Schaderreger spielen
viele bioaktive Stoffe auch bei der Regulation komplexer Sachverhalte eine wichtige Rolle.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der aus Streptomyces bottropensis Dra 17
isolierten bioaktiven Stoffen Iromycin A und Thaxtomin A bei der Penetration von
Kartoffeln naher zu untersuchen. Die Fahigkeit von Streptomyceten Wirtspflanzen befallen zu
konnen, korreliert hierbei direkt mit den Produktionsvermdgen des Phytotoxins Thaxtomin
A. Bei der Biosynthese von Thaxtomin A wird Stickstoffmonoxid (NO) durch eine
Stickstoffmonoxid-synthase (NOS) auf die Aminosdure Tryptophan iibertragen und bewirkt
eine direkte Nitrierung. Da Iromycine als bekannte NO Synthaseinhibitoren fungieren,
wurde zundchst anhand von Fiitterungsexperimenten der Einfluss von Iromycin A auf die
Thaxtomin A Produktion tiberpriift. Bei HPLC sowie HPLC-MS Auswertungen ergab sich
eine dosis-abhédngige Verringerung der Thaxtomin A Produktion von 40 % bei Streptomyces
bottropensis. Weitere Untersuchungen an Streptomyces scabies ergaben ebenfalls starke
inhibitorische Effekte. Dadurch konnte erstmals nachgewiesen werden, dass Iromycin A an
Streptomyces bottropensis Dra 17 einen regulativen Charakter beziiglich der Produktion des
Phytotoxins Thaxtomin A aufweist. An weiteren Mikroorganismen ist eine Regulation der
Biosynthese eines Sekundadrmetaboliten durch einen anderen bisher sehr selten in der
Literatur beschrieben.

Bei Fiitterungsexperimenten mit dem Disaccharid Cellobiose sollte iiberpriift werden, ob
neben den literaturbekannten Effekten auf die Thaxtomin A Produktion auch ein Einfluss
auf die Iromycin Bildung festzustellen ist. Analog zu LORIA et al. (1994) konnte auch bei

Streptomyces bottropensis ein starker Anstieg von Thaxtomin A nach Cellobiose-Fiitterung
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detektiert werden und der induzierende Effekt von Cellobiose auf die Produktion des
Phytotoxins Thaxtomin A bestétigt werden. Ferner konnte auch eine verstarkte Produktion
der Iromycine A und B in hierzu optimierten Fliissigkulturen nachgewiesen werden. Die
gewonnenen Erkenntnisse geben einen weiteren Anhaltspunkt dafiir, dass die Regulation
der Biosynthesen von Thaxtomin A und Iromycin A miteinander korrelieren.
Untersuchungen zur Produktionsdynamik von Iromycinen und Thaxtomin A auf
Kartoffelscheiben zeigen einen differenzierten Biosyntheseverlauf der einzelnen Metaboliten:
So wird nach jetzigem Kenntnisstand zuerst ausschliefilich Iromycin A in planta produziert.
Erst nach enzymatischem Abbau zu Iromycin B beginnt das Pathogen mit einer starken
Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A, welches dann auch umgehend Nekrosen auf der
Kartoffelscheibe hervorruft. Diesbeziiglich wurden neben der chemischen Analytik mittels
HPLC und HPLC-MS auch Real-Time PCR gestiitzte Untersuchungen zur Quantifizierung
des Wachstums von Streptomyces bottropensis durchgefiihrt. Neben dem bereits getdtigten
Beleg zur Regulation der Thaxtomin A Biosynthese im Streptomyceten durch Iromycin A,
lassen die Ergebnisse der Fermentationskurve auf Kartoffeln ferner auf eine zusatzliche
direkten Inhibition durch Iromycin A auf die pflanzliche iNOS schlieflen. Hierdurch wére
ein suppressive Effekt auf die pflanzliche Abwehr moglich, was es dem Streptomyceten
erlaubt, durch die Produktion des Phytotoxins Thaxtomin A das Wirtsgewebe ohne
Widerstand zu besiedeln.

Nach dem Nachweis der inhibitorischen Effekte der Thaxtomin A Synthese durch
Iromycin A in Fliissigmedien sowie auf Kartoffelscheiben, sollte ferner der Einfluss der
Einzelmetaboliten auf die Keimung sowie das Wachstum von Arabidopsis thaliana und
Raphanus sativus subsp. sativus L. untersucht werden. Aufgrund der stark begrenzten
Verfiigbarkeit von Iromycin A wurde hierzu zundchst ein Keimungsassay im 96 Vial
Zellkulturplattenmafistab entwickelt. Hierbei zeigten sich bei Verwendung der
Einzelmetaboliten nur geringe Effekte auf die Keimung der Samen sowie der Bildung von
pflanzlicher Biomasse. Ein kombinierter Einsatz beider Substanzen (Iromycin A und
Thaxtomin A) konnte die Biomassenproduktion der Keimlinge entscheidend hemmen. Dies
unterstiitzt die Annahme, dass Iromycin A neben dem inhibitorischen Effekt auf die

Thaxtomin A Produktion auch einen direkten Einfluss auf die Penetration des Wirtsgewebes
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ausiibten konnte. Ferner zeigten sich beim Einsatz von Iromycin A chlorotische Effekte bei
den Keimlingen des Ackerschmalwandes sowie bei Radieschen. Messungen des Chlorophyll
A-Gehaltes zeigten speziell bei den Kombinationsvarianten (Iromycin A und Thaxtomin A)
einen Riickgang des gebildeten Chlorophyll A um bis zu 90 %. Hierbei ist ein inhibitorischer
Effekt von Iromycin A auf die Chloroplasten F-ATPase eine mogliche Erklarung. Weitere

Untersuchungen zu dieser Thematik sind daher geplant.
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