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Kapitel 1 EINLEITUNG 1

KAPITEL |

ENTWICKLUNG SEMISELEKTIVER MEDIEN FUR XANTHOMO-
NAS CAMPESTRIS PV. PELARGONII, DEN ERREGER DER STEN-
GELFAULE UND BLATTFLECKENKRANKHEIT VON PELARGO-
NIEN

1 EINLEITUNG

Das Bakterium Xanthomonas campestris pv. pelargonii (Xcp) (BROWN) DYE 1978 ruft
an den heute im Zierpflanzenbau verwendeten Sorten von Pelargonium zonale- und Pelar-
gonium peltatum-Hybriden die gefurchtete und wirtschaftlich bedeutendste Krankheit die-
ser Kultur, die bakterielle Welke, Blattfleckenkrankheit und Stengelfaule, hervor (PAGEL,
1993).

Die erste Beschreibung der Krankheit stammt wahrscheinlich von LEQUET (1888), und
STONE und SMITH (1898) detektierten as erste Bakterien im infizierten Gewebe. Die
Benennung des Erregers der bakteriellen Stengelfaule und Blattfleckenkrankheit anderte
sich seit der ersten detaillierten Abhandlung Uber diese Krankheit in den USA (BROWN
1923) im Laufe der Jahre mehrfach.

Folgende Synonyme wurden verwendet:

Bacterium pelargonii, Pseudomonas pelargonii, Phytomonas pelargonii, Bacterium gera-
nii, Pseudomonas geranii, Xanthomonas geranii (BRADBURY 1986). Von VAUTERIN
et al. (1995) wurde die Bezeichnung Xanthomonas hortorum pv. pelargonii vorgeschlagen,
welche wiederum von SCHAAD et al. (2000) in Xanthomonas hederae pv. pelargonii ge-
andert wurde. Da bisher noch keine endgtiltige Ubereinkunft erzielt worden ist (YOUNG
et al., 2001), wird in dieser Arbeit die lange akzeptierte Bezeichnung Xanthomonas cam+

pestris pv. pelargonii beibehalten.

Xcp wird innerhalb der Abteilung ,Bacterid® der Gruppe der Gram-negativen, aeroben
Stabchen und Coccen, der Familie Pseudomonadaceae, Gattung Xanthomonas zugeteilt
(BUCHANAN und GIBBONS, 1974). Der Erreger ist polar monotrich, ein gerades Stéb-
chenvon 1-1,5um Lange und 0,5 - 0,7 um Breite. Das Wachstumsoptimum liegt bei 28 —
30 °C, das Wachstumsminimum bei 1 °C. Der thermale Tétungspunkt liegt bel 51,5 - 55



Kapitel 1 EINLEITUNG 2

°C (MUNNECKE, 1954; KLEINHEMPEL et al., 1989). Nach MUNNECKE (1954) wird
der Erreger nach 3-monatigem Gefrieren bei —7 °C nicht abgetttet und verliert nicht seine
Pathogenitét. Sdure aber kein Gas wird von Glucose, Mannose, Gal aktose, Fruktose, Lak-
tose, Saccharose und Cellobiose gebildet. Starke wird verwertet, aber langsam (NAMETH
et al., 1999). Das langsame Wachstum auf Stérke- und Fleischextrakt-Agar und die
schwach gelbe Kolonien-Farbung erleichtern die Unterscheidung von Xcp von anderen
Xanthomonaden, die auf Pelargonien a's Saprophyten vorkommen kdénnen. Das Bakterium
kann Nitrat nicht reduzieren (KLEINHEMPEL et al., 1989) und die Toleranz fur Triphe-
nyltetrazoliumchlorid liegt bei 0,01% (BROTHER 1981b).

Xcp ist weltwelt in fast allen Landern von Bedeutung, in denen Pelargonien wachsen, und
kann besonders dann zu beachtlichen Verlusten (lber 50%) fuhren, wenn der Erreger tber
stecklingsvermehrte Pflanzen verbreitet wird. Eine Ubertragung erfolgt ferner mit Samen,
Meristemkulturen, Insekten oder Komposterde (WOLK & SARKAR, 1994; STEPHENS
and TUNIER, 1989; GRIESBACH et al., 1985). In luftgetrockneten Bléattern auf der Bo-
denoberflache von Gewdéchshausern kann Xcp mehr als 200 Tage infektios bleiben
(KENNEDY et al., 1987).

Zur Bekampfung von Phytobakteriosen gibt es bisher nur wenige wirksame Pflanzen-
schutzmittel, wie z. B. Kupfersulfat (FLAHERTY et al., 2001). Spritzungen mit Antibioti-
ka sind in vielen Landern Westeuropas, u. a. in Deutschland, aus medizinisch toxikologi-
schen Grinden nicht zugelassen und wegen der méglichen Entwicklung resistenter Stam-
me auch nicht sinnvoll (SCHAFFER & GOODMAN, 1985). Dies gilt auch fur Xcp. Des-
wegen kann diese Krankheit effektiv nur durch strenge pflanzenhygienische Malinahmen
bekampft werden. Der Erfolg dieser Strategie ist ganz wesentlich davon abhangig, dass
hochempfindliche Nachweismethoden zur Verfligung stehen.

Probleme beim Nachweis ergeben sich aus dem latenten Vorkommen der Bakterien in
symptomlosen Pflanzen, der ungleichen Vertellung der Erreger in der Pflanze, Kreuzreak-
tionen mit anderen pathogenen und nicht pathogenen Endophyten sowie aus unterschiedli-
chen Nachweisgrenzen verschiedener Diagnoseverfahren. Die meisten Nachweisverfahren
(serologische und molekulargenetische Methoden) flr phytopathogene Bakterien besitzen
eine Empfindlichkeit, die oft nicht unter 1000 Keimen/ml (Kapitel 111 und IV) liegt.

Fur eine erfolgreiche Elimination des Krankheitserregers aus Pelargonienkulturen werden

jedoch sehr empfindliche Nachwei smethoden benétigt, da z. B. auch bei der Meristemspit-
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zenkultur die latente Besiedlung des Gewebes durch Xcp zunéchst unerkannt bleiben kann
(CLARKE und ADAMS, 1977; REUTHER, 1988).

Die empfindlichste und tberdies sicherste Methode ist immer noch die Isolation der ge-
suchten Bakterien aus dem befallenen Pflanzenmaterial mit Hilfe selektiver Nahrmedien.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war deswegen die Entwicklung oder Verbesserung von
semiselektiven Nahrmedien fur Xcp. Ein semiselektives Medium sollte eine gute Wachs-
tumseffizienz fur das Zielbakterium besitzen und neben einer hohen Selektivitéat auch eine
gute Differenzierbarkeit der gesuchten Kolonien von den jenigen der Kontaminanten er-
lauben.

Bereits 1993 wurde in Goéttingen ein Selektivmedium fur Xcp entwickelt (BATUR et al.,
1993; BATUR, 1994), das eine frihzeitige und sichere Befall sdiagnose gewéhrleistete.
Dieses sogenannte Tween-Cellobiose-Medium wurde Uberprift und in vorliegender Arbeit
noch weiter verbessert. Auf3erdem wurde ein aternatives semiselektives Medium entwi-
ckelt, das in der Handhabung einfacher ist.
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MATERIAL UND METHODEN

2 MATERIAL UND METHODEN

21

Herkunft der Bakterien

Diein der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme stammen aus der ,, Gottinger
Sammlung Phytopathogener Bakterien* (GSPB) und sind in Tab. 1 aufgelistet.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstamme

Art GSPB-Nr. | Herkunft

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 191 DSM 50857, isol. von Stolp aus
Pelargonium zonale

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 197 DSM 50858, isol. von Stolp aus
Pelargonium peltatum

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 203 DSM 50859, isol. von Sauthoff
aus Pelargonium zonale (Nr.
1248/9), BBA, Berlin

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 1955 isol. von Pagel, Fa. Endisch,
1990

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 1957 isol. von Wohanka, Geisen-
heim, 1990

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 2104 G-4428, aus Pelargonium zona-
le, Dresden, 1992

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 2105 G-4429, aus Pelargonium zona-
le, Dresden, 1992

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 2503 resistent gegen 100 ppm Rifam-
picin, gewonnen von Batur-
Michaelis aus GSPB 1955, Got-
tingen, 1996

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2513 E-29, Hannover, 1993

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2514 isol. von Brielmaier-Liebetanz,
(Nr. 1586), BBA, Braun-
schweig, 1997

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2630 isol. von Berkelmann, (Nr. 31-
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Art GSPB-Nr. | Herkunft
E), Geisenheim, 1993

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2632 isol. von Berkelmann, (Nr. 54-
E), Geisenheim, 1995

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 2634 isol. von Berkelmann, (Nr. 59-
E), Geisenheim, 1995

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2638 isol. von Berkelmann, (Nr. 66
E), Geisenheim, 1995

Xanthomonas campestris pv. pelargonii | 2640 isol. von Berkelmann, (Nr. 68-
E), Geisenheim, 1995

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2642 isol. von Berkelmann, (Nr. 70-
E), Geisenheim, 1995

Erwinia herbicola 450 NCPPB 601, isol. aus Apfd,
England, 1958

Pseudomonas syringae pv. syringae 1004 isol. von Mavridis, aus Flieder,
Goattingen, 1980

Pseudomonas fluorescens 1714 G-1

2.2 Medienvergleich

Folgende Medien wurden fir die Isolierung von Xcp Uberpriift: SMB-Medium (PALLE-
RONI & DOUDOROFF, 1972), XTS-Medium (SCHAAD & FORSTER, 1985), KM-1-
Medium (KIM et al., 1982), MXP-Medium (CLAFLIN et al., 1987), CS-Medium (NOR-
MAN & ALVAREZ 1989), ET-Medium (NORMAN & ALVAREZ, 1989), BSCAA-
Medium (RANDHAWA & SCHAAD, 1987), MSP-Medium (MOHAN & SCHAAD,
1987), WBC- Medium (DUVEILLER, 1989), MD5-Medium (KUAN et al., 1985), Tween-
Medien (McGUIRE, JONAS & SASSER, 1986) fur die Isolierung von Xcp angesetzt. Die
Herstellung der getesteten Medien erfolgte nach den Angaben in der Literatur und ist bei
BATUR (1994) ausfuhrlich beschrieben.
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2.3  Verbesserung eines semiselektiven Nahrmediumsfur Xcp

Das von BATUR et al. (1993) und BATUR (1994) entwickelte Tween+Cellobiose-

M edium wurde weiter verbessert.

2.3.1 Bakterienvorkultur

Die bei der Prifung verwendeten Bakterienstamme waren hauptséchlich der Xcp Stamm
GSPB 2503, der P. syringae Stamm GSPB 1004, der P. fluorescens Stamm GSPB 1714
und der Erwinia herbicola Stamm GSPB 450. Die Xcp-Stamme wurden zunachst auf NGA
und danach auf Rhodes-Nahragar kultiviert, wahrend die Anzucht von P. syringae, P. fluo-
rescens und Erwinia herbicola auf dem King B-Nahragar erfolgte.

NGA-Medium (nach MAVRIDIS)

Nutrient broth (Difco oder Oxoid) 80 ¢
Glucose 100 g
Hefeextrakt 3009
Agar 16,0 g
H.O bidest. 1000 ml
PH 72

RHODES-Medium (nach RHODES, 1959)

Pepton 10,0 ¢
Hefeextrakt 30 g
NaCl 50 ¢
Agar 150 ¢
H.O bidest. 1000 mi
PH 72

KING s B-Medium (KING et al., 1954)
Proteose-Pepton (Difco) 20,09
KoHPO, 159
MgSO, X 7 H,0O 159
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Glycerin 10 ml
Agar 15,09
H.O bidest. 1000 ml
PH 72

Dieses Medium wurde als Vergleichsmedium fir die Kultivierung der Pseudomonas spp.

benutzt.

2.3.2 Priufung der semiselektiven Medien

Aus den frischen Bakterienkulturen wurden Suspensionen in 0,01 M MgSO;-L 6sung ange-
setzt und auf eine optische Dichte von 0,06 bei 660 nm Wellenlange eingestellt. Von dieser
Ausgangkonzentration wurde eine 7-stufige Verdinnungsreihe hergestellt. Aus den Ver-
diinnungsstufen 10, 10°® und 10" wurden jeweils 0,1 ml auf drei Petrischalen der einzel-
nen zu testenden Nahrmedien ausgestrichen. Die Petrischalen wurden bei 29 °C im Brut-
schrank inkubiert.

Nach 4 - 5 Tagen bei den semiselektiven Medien und nach 2 Tagen bel den Standardme-
dien (NGA und King B) wurde die Lebendzellzahl je ml (cfu/ml) durch Auszahlung der
gebildeten Kolonien bestimmt.

Aulerdem wurde die Selektivitat bestimmt. Sie gibt den Anteil der gewachsenen Kolonien
des Zielbakteriums auf dem gepruften Medium an, wenn Xcp mit einem Gemisch anderer
Bakterien ausgebracht wurde. Die Selektivitdt wurde in Prozent ausgedriickt und nach fol-
gender Formel bestimmit:

Summe der Kolonien des Zielbakteriums auf Medium A X 100
Summe aller Kolonien auf dem Medium A

Selektivitét (%) -

Weiter wurde der phanotypische Charakter (Form, Farbe, Konsistenz, Grof3e) der auf dem
gepruften Medium gewachsenen Kolonien eines jeden Bakterienstammes genau erfasst.

Die Medien, die ein gutes Wachstum von Xcp-Stammen erlaubten und andere saprophyti-
sche Bakterien unterdriickten, wurden durch Zugabe verschiedener Antibiotika abgeéndert,

um ihre Selektivitdt und Differentialitat weiter zu verbessern.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vergleich diverser semiselektiver Nahrmedien

Zunachst wurde Uberprift, inwieweit diverse selektive Nahrmedien das Wachstum von
Xcp im Vergleich mit verschiedenen Kontaminanten erlaubten. Von jedem Bakterien-
stamm wurde eine Suspension der ODeggo nm = 0,06 hergestellt und eine 1/10 Verdinnungs-
reihein 0,01 M Magnesiumsulfat angelegt. Von den Verdiinnungsstufen 10, 10° und 10°®
wurden jeweils 0,1 ml auf Petrischalen mit den verschiedenen Nahrbdden gleichmaliig ver-
teilt. Nach 3 - 7 Tagen wurden die Kolonien gezahlt, und aus den Mittelwerten die theore-
tische Bakterienkonzentration in der Ausgangssuspension berechnet (Tab. 2).

Tab. 2: Ermittlung der theoretischen Bakterienzahl in 1 ml Suspension mit einer optischen

Dichte von 0,06 nach Ausplattieren auf verschiedenen Nahrmedien

Medum Xcp Xcp P. fluor. P. syr. E. herb.
GSPB 203 | GSPB 1955 | GSPB 1714 | GSPB 1004 | GSPB 450

XTS 3x 10° 6,3x 10’ 9,3x 10’ 2x 10 1,6 x 10’

XTS+VvY | nd? 3x 10° 8x 10° 8x 10° ng

KM-1 6x 10’ 4x 10’ 1x 10’ 2 x 10° ng

KM-1+V | 6x 10 (+) 8x 10° (+) ng

MXP (+) (+) 2 x 10° 1x 10° ng

CS 9x 10° 1x 10 7 x10° 4x10° ng

ET 7 x 10° 1x 10’ 7 x 108 (+) ng

MSP + + + + (+)

BSCAA (+) (+) (+) + +

WBC nz> ng nd nd nd

MD5 2 x 10’ 3x 10’ (+) (+) 7 x 10’

MD5+A? | 7x 10 2 x 10° 2 x 108 2 x 10° ng®

TweenA | 4x10° 7 x 10’ (+) ng ng

TweenB | 4x10° 8x 10’ ng ng ng

TweenC | 4x10° 6 x 10’ ng ng ng
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1) V: 10 mg/l Vancomycin

2) nd: nicht durchgefihrt

3) nz: nicht z&hlbare kleine Xcp Kolonien
4) A: 0,4 mg/ml Aztreonam

5) ng: nicht gewachsen

6) (+): sehr schwach gewachsen

7) +: gewachsen (direkter Ausstrich)

SCHAAD und FORSTER (1985) entwickelten das XTS-Medium fir die Isolierung von
Xanthomonas campestris pv. translucens, ein phytopathogenes Bakterium an Weizen. Die
Kolonien der untersuchten Stdmme von Xcp (GSPB 1955 und 203) waren nach 4 Tagen
Inkubation bel 29 °C auf diesem Medium rund, konvex, gelb, glénzend und 3 - 5 mm im
Durchmesser. Nach 7 Tagen hatten die Kolonien einen Durchmesser von 7 mm. Das
Wachstum von Xcp auf dem XTS-Medium war genauso gut wie auf dem nicht selektiven

NGA-Medium. Aber auch die Kontaminanten wurden nicht gehemmt.

Auf dem XTS-Medium mit dem Antibiotikum Vancomycin wuchsen die Bakterien Xcp,
P. fluorescens und P. syringae etwas schneller und bildeten mehr Kolonien als auf dem
XTS-Medium ohne das Antibiotikum. Vancomycin wirkt toxisch auf die meisten Gram-
positiven Bakterien (LANCANI und PARANTI, 1982). E. herbicola zeigte nach Vanco-
mycinzugabe auf diesem Medium kein Wachstum.

KIM (1982) entwickelte das semiselektive Medium KM-1, das fur die Isolation von
Xanthomonas campestris pv. translucens vor allem bel Bodenproben eingesetzt wurde.
Auf diesem Medium konnten die Kolonien des Xcp-Stammes GSPB 203 bereits nach 3
Tagen Inkubation bei 29 °C ausgezahlt werden. Nach sechs Tagen waren die Kolonien
darauf rundlich, glénzend, konvex und beige bis dunkelorange in der Farbe. Die Kolonien-
durchmesser lagen zwischen 1 - 5 mm. Kolonien mit eéinem Durchmesser von 5 mm waren
dunkler as die kleineren. Auch der Xcp-Stamm GSPB 1955 verhielt sich auf KM-1 ghn-
lich wie GSPB 203 mit dem einzigen Unterschied, dass seine Kolonien in der Mitte rétlich
und am Rand heller waren. Der Kontaminant E. herbicola wurde total gehemmt, aber nicht
die beiden Pseudomonaden.
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Durch die Zugabe von 10 mg/ml Vancomycin zum KM-1-M edium wurde versucht, das
Wachstum von P. fluorescens zu unterdriicken. Leider zeigte sich dadurch auch eine
Wachstumshemmung der beiden Xcp-Stamme. Wahrend die Kolonien von GSPB 203
rund, konvex, rotlich und meist nur 1 - 3 mm grof3 waren, waren die Kolonien von GSPB
1955 auch nach 7 Tagen Inkubation noch sehr klein (puinktchenférmig). Auch bel P. fluo-
rescens wurde eine Wachstumshemmung durch die VVancomycinzugabe verursacht (die
Kolonien waren nur 0,5 - 1 mm grof3), die Kolonienzahl blieb aber unverandert. Sie besa-
[3en einen hellen Rand und waren zur Mitte hin rétlich. P. syringae bildete zahlreiche, aber
sehr kleine Kolonien, wéhrend E. herbicola nicht wuchs.

CLAFLIN, VIDAVER und SASSER (1987) entwickelten flr Xanthomonas campestris pv.
phaseoli das semiselektive M XP-Medium. Auf diesem Medium bilden die Bakterien bei
Starkeverwertung um die Kolonien herum eine durchsichtige Zone. Alle 5 getesteten Xcp-
Stdmme (197, 203, 1955, 1957, 2104) wuchsen jedoch ohne Zonenbildung und recht lang-
sam. Das Unterbleiben der Zonenbildung beruhte wahrscheinlich auf ihrer Unfahigkeit
zum Stérkeabbau. Nach 7 Tagen bel 29 °C waren die Kolonien rund, konvex, glanzend,
cremefarben und am Rand etwas schleimig. Der Koloniedurchmesser lag zwischen 1 - 5

mm.

NORMAN und ALVAREZ (1989) entwickelten fur Xanthomonas campestris pv. dieffen-
bachiae das selektiv wirkende CS-M edium. Nach 4 Tagen Bebritung bei 29 °C waren die
getesteten Xcp-Stdmme 203 und 1955 gut gewachsen, obwohl Xcp-Stamme Stérke nur
langsam verwerten konnen. Nach 9 Tagen Inkubation lag der Koloniedurchmesser von
Stamm 203 bei 5 - 6 mm und der von Stamm 1955 bei 5 - 8 mm. Allerdings war die Kolo-
nienzahl vom Stamm 1955 reduziert. Auf diesem Medium erscheinen die X. pelargonii-
Kolonien rund, konvex und schleimig. Die Zugabe von 0,001% TTC gab den Bakterienko-
lonien ein charakteristisches Aussehen. Die Kolonien waren cremefarben mit einem roten
Zentrum. Allerdings zeigten die Kolonien dieses Erscheinungsbild nur dann, wenn die Pet-
rischalen einen relativ schwachen Kolonienbesatz aufwiesen.

Auch das ET-M edium wurde fur die Isolierung von Xanthomonas campestris pv. dieffen-
bachiae durch NORMAN und ALVAREZ (1989) entwickelt. Auf diesem Medium wuch-
sen beide Xcp-Stdmme langsam und blieben klein. Der Stamm 1955 bildete um seine Ko-
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lonien herum durch die Hydrolyse von Askulin eine braune Zone. Diese Kolonien waren
nach 4 Tagen bei 29 °C nur so grofd wie ein kleiner Punkt, rund und dunkelbraun. Der
Stamm GSPB 203 féarbte das Medium so stark braun, dass die Erkennung der Kolonie er-

heblich erschwert wurde.

Das von MOHAN und SCHAAD (1987) entwickelte M SP-M edium wurde mit Erfolg fir
die selektive Isolierung von P. syringae pv. phaseolicola eingesetzt. Durch die Zugabe von
Cycloheximid wurde jegliches Pilzwachstum unterdriickt. Die Verwendung des pH-
Indikators Bromthymolblau erleichterte nach Verwendung der Saccharose mit gleichzeiti-
ger Saureproduktion die Koloniendifferenzierung. Nach 5 Tagen Kultivierung bel 29 °C
auf MSP waren die Kolonien von X. pelargonii (GSPB 203 und 1955) konvex, rund und
gelb, mit einem Durchmesser von 2 mm. Leider wuchsen auch die geprtften Epiphyten auf
dem M SP-Medium gut.

Das fur Xanthomonas campestris pv. campestris entwickelte BSCAA-Medium (RAND-
HAWA und SCHAAD, 1984) erwies sich fur X. pelargonii schlecht geeignet. Alle funf
getesteten Isolate von X. pelargonii (GSPB 197, 203, 1955, 1957, 2104) konnten darauf
nur sehr schwach wachsen, weil sie unfahig sind, Stérke zu verwerten. Die Kolonien er-
reichten im Durchschnitt nach 6 Tagen bei 29 °C einen Durchmesser von 0,5 mm, sie wa

ren rund und weifdlich.

DUVEILLER (1989) entwickelte das WBC-Medium fir die Isolierung von Xanthomonas
campestris pv. translucens. Dieses Nahrmedium erlaubte dem Xcp-Stamm 203 nur ein sehr
schwaches Wachstum mit der Bildung von kleinen, runden, glanzenden Kolonien, wahrend
Stamm 1955 darauf nicht wachsen konnte.

KUAN (1985) entwickelte das M D5-Medium fir die Isolierung Xanthomonas campestris
pv. carotae. Auf diesem Medium wuchsen die beiden Xcp-Stamme 203 und 1955 ziemlich
gut. Die Kolonien waren nach 7 Tagen rund, konvex, gelblich bisgelbund 1 - 2 mm im
Durchmesser. Nach 12 Tagen Wachstum schwankte die Koloniengrol3e relativ stark (4 - 8
mm Durchmesser), und ihre Farbe war in Abhéngigkeit von Stamm und Alter gelblich bis

deutlich gelb. Auch E. herbicola wuchs darauf gut, wahrend P. fluorescens und P. syringae
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nur schwach wuchsen. Nach Zugabe von 0,4 mg/ml des Antibiotikums Aztreonam wurde

E. herbicola total gehemmt.

Die Selektivitét der von McGUIRE et al. (1986) fir die Isolierung von Xanthomonas cam-
pestris pv. vesicatoria aus infizierten Tomatenpflanzen sowie verseuchten Boden entwi-
ckelten Tween-Medien beruht auf dem Gehalt an Borsdure und den vier Antibiotika Cefa-
lexin, 5-Fluorouracil, Tobramycin und Cycloheximid. Eine totale Eliminierung von Kon-
taminanten wird dabei allerdings nicht erreicht.

Die getesteten Xcp-Stdmme wuchsen auf allen drei Varianten A, B und C des Tween-
Mediums relativ gut. Jedoch variierte die Wachstumsgeschwindigkeit unter den drei Me-
dienmodifikationen zum Teil betrachtlich. Am langsamsten wuchsen die Bakterien auf C
und am schnellsten auf A. Der Hauptgrund fir diesen Wachstumsunterschied ist in erster
Linie auf die unterschiedlichen Konzentrationen der Borsdure und weniger auf die der An-
tibiotika zurtickzuftihren.

Die Xcp-Kolonien erschienen auf diesen Medien (A, B, C) nach 10 Tagen Inkubation bei
29 °C rund, gelb, gléanzend, schwach erhaben, mit eéinem Durchmesser von maximal 2 mm.
Auffalend war dabei die Bildung eines Hofes um die Kolonien herum, der auf die Lipa-
seaktivitét und damit den Abbau von Tween 80 zurtickzuftihren ist. Auf allen drel Medien
wuchsen P. syringae und E. herbicola nicht, wahrend P. fluorescens lediglich auf Tween A

schwach wachsen konnte.

3.2 M odifikationen mit dem M D5-Medium

Well auf dem MD5-Medium die Xcp-Kolonien gut identifizierbar waren, wurde das Medi-
um modifiziert, um die Wachstumsgeschwindigkeit von Xcp zu fordern und Begleitbakte-

rien entweder absolut unterdriicken oder noch besser differenzieren zu kénnen.

3.21 Wirkungder Borsaure

Bel allen Borsdurekonzentrationen (0,03 - 0,08%) wurde der Xcp-Stamm 203 vollsténdig
gehemmt, wahrend Stamm 1955 nur sehr schwach wuchs. Nach 15 Tagen Inkubation ent-
wickelten sich gelbe, runde, konvexe, glénzend kleine Kolonien (Durchmesser 0,5 - 1
mm). Die Kolonienzahl blieb bei allen Borsaurekonzentrationen konstant. Bei 0,08% Bor-
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saure wurde Xcp so stark gehemmt, dass eine Zéhlung der Kolonien nur schwer moglich
war. Borsdure war also, im Unterschied zum Tween-Medium, ungeeignet zur Verbesse-
rung des MD5-Mediums.

3.2.2 Zugabevon Pepton und Bacitracin

Bacitracin, im orginalen MD5-Medium enthalten, hemmt die Biosynthese der Bakterien-
zellwand (OTTEN, 1975) und wirkt hauptsachlich gegen Gram-positive, aber auch gegen
einige Gram-negative Bakterien.

Im MD5-Medium bewirkte die Anwesenheit von Bacitracin (10 mg/l) eine Wachstums-
hemmung von Xcp-Stamm 203, aber nicht von Stamm Xcp 1955. Die gepriften Kontami-
nanten wurden durch 10 mg/l Bacitracin nicht gehemmt.

Die Beimischung von 0,5% Pepton (aus Casein, Fa. Roth) bewirkte bei alen getesteten
Bakterienstdmmen, auch den Kontaminanten, eine Erhéhung der Kolonienzahl und eine
Wachstumsbeschleunigung. So entwickelte der Xcp-Stamm 1955 auf dem peptonhaltigen
Medium ohne Bacitracin nach 6 Tagen ca. 5 mm grof3e (mit Bacitracin 3 - 4 mm), runde,
konvexe gelbe Kolonien, welche auf dem einfachen MD5-Medium nur als kleine Punkte

erkennbar waren.

3.2.3 Einflussder Stickstoffzugabe

Das MD5-Medium wurde mit verschiedenen Konzentrationen der Stickstoffquellen
NH,4CI, (NH4)2SO, und Casaminosauren kombiniert und ihr Einfluss auf das Bakterien-
wachstum tberprdift.

Die Zugabe von NH.CI rief keine Wachstumsférderung hervor. Eine Konzentration von
0,6% fuhrte sogar zu einer volligen Wachstumshemmung. Eine Konzentration bis zu 0,2%
von (NH4)2SO, blieb ohne messbaren Einfluss auf X. pelargonii, aber bereits 0,4%
(NH4)2SO4 hemmte das Bakterienwachstum vollig. Eine Wachstumsférderung, d. h. grof3e-
re Bakterienkolonien, wurde nur nach Zugabe von Casaminosauren (Difco, 0,1%) beo-
bachtet.
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3.2.4 Einflussder Zugabe von Aztreonam

Das Antibiotikum Aztreonam (Aurobindo Pharma Ltd.) wurde in zwei Konzentrationen,
0,4 und 0,8 mg/l, in Kombination mit dem MD5-Medium getestet. Aztreonam (Azactam)
unterdriickt vor allem Gram-negative aerobe Bakterien, wie z. B. Pseudomonas aer uginosa
(BENITZ und TATRO, 1988) durch Hemmung der Zellwand-Peptidoglycansynthese .

Tab. 3: Einfluss der Zugabe von Aztreonam zum MD5-Medium auf die Anzahl der Kolo-
nien von verschiedenen Bakterien im Vergleich zu den Standardmedien NGA und KB (Ef-

fizienz in %)

Medien Xcp 203 | Xep 1955 | P. fluor.1714 | P. syr. 1004 | E. herb.450
MD5+04mg/l |11 47 85 207 0
Aztreonam

MD5+08mg/ll |2 35 97 112 0
Aztreonam

Die Xcp-Kolonien konnten nach 5 Tagen Wachstum bel 29 °C gezahlt werden. Nach 12
Tagen waren ale Kolonien gelb, rund, konvex, glanzend und ca. 4 mm grol3. Die hoéhere
Antibiotikumkonzentration fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der Kolonienzahl (Tab.
3). P. fluorescens bildete unterschiedlich grof3e, gelbe Kolonien mit einem sternférmigen
Rand. Die Kolonien von P. syringae waren flach, rund, hell durchsichtig und ca. 0,5 mm
grof3, wahrend E. herbicola in beiden Aztreonam-K onzentrationen nicht wachsen konnte.
Wegen der guten Differenzierbarkeit wird das mit Aztreonam erganzte Medium (MD5A-
Medium) als zur Isolierung von Xcp empfohlen.

Schlussfolgerung: Durch Aztreonam (0,4 mg/ml) bietet das Medium fir Xcp ein gutes
Wachstum und eine gute Differenzierbarkeit, obwohl P. syringae und P. fluorescens noch
wuchsen, aber auf Grund der Kolonienform sehr leicht differenziert werden konnten. Ein
Vorteil war, dass E. herbicola, ein Bakterium das sehr oft bel Pelargonien vorkommit, vol-

lig unterdriickt war.
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3.25 Zusammensetzung des alter nativen semiselektiven M D5A-M ediums

KoHPO, 30 ¢
NaH,PO, 10 ¢
NH,4CI 10 g
MgSO, x 7 H,O 03 g
Bacto Agar 17,09
H>0O bidest. 1000 ml
pH 7,2

Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf 50 °C wurden dem Grundmedium folgende
sterilfiltrierte Substanzen zugesetzt:

Cellobiose 10,09

Cycloheximid 02 g

L-Glutaminsaure 50 mg
L-Methionin 1,0 mg
Cephalexin 10,0 mg
Bacitracin 10,0 mg
Aztreonam 04 mg
Bromthymolblau 30,0 mg

3.3 M odifikationen des Tween B-Mediums

Das Tween B-Medium (McGUIRE et al., 1986) wurde modifiziert, um die Wachstumsge-
schwindigkeit zu fordern und das karzinogene Antibiotikum 5-Fluorouracil entweder ganz

Zu vermeiden oder in niedrigeren Konzentrationen einzusetzen.
3.3.1 Kombination verschiedener C-Quellen
Wegen des relativ langsamen Wachstums von Xcp auf dem originalen Tween-B-Medium

wurde versucht, durch Zugabe verschiedener organischer Substanzen als zusétzliche C-
Quelle die Eigenschaften des Mediums zu verbessern. Zunéchst wurden mit Hilfe des Bio-
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log-Systems (BOCHNER, 1989) Verbindungen ermittelt, die von X. pelargonii verwertet
werden.

Die Verwertbarkeit dieser Substanzen a's einzige C-Quelle wurde in dem Mineralmedium
SMB von PALLERONI und DOUDOROFF (1972) vorher Uberprtft. X. pelargonii wuchs
auf dem SMB-Medium mit Galaktose, Fructose, Melibiose, Maltobiose, Bromsuccinat und
2-Oxoglutarsaure, konnte aber Arabinose, Brenztraubensaure (Pyruvat), Methylpyruvat

und Methylsuccinat als C-Quelle nicht verwerten.

Tab. 4: Bakterienwachstum (cfu/ml) auf dem Tween B-Medium in Kombination mit ver-
schiedenen organischen Verbindungen (Zugabe von 0,1 ml Bakteriensusupension der OD
=0,06)

Nahrmedium Xcp 1955 P. fluor.1714 | P.syr. 1004 | E. herb. 450
Tween (T) 1,47 x 10’ ng” ng ng
T + 1% Cellobiose 1,64 x 10 ng ng ng
T + 0,5% Cellobiose 2 x 10’ ng ng ng
T + 05% Cellobiose +| 1,7x10’ ng ng ng
0,5% Laktose

T + 1% Laktose 1,1 x 10’ ng ng ng
T + 05 % Trehdose +| 1,72x 10’ ng ng ng
0,5% L aktose

T + 1% Xylose 1,9 x 10’ ng ng ng
T + 1% Glukose 2,1x 10’ ng ng ng
T + 1% Galaktose 1,48 x 10’ ng ng ng
T + 1% Saccharose 1x 10’ ng ng ng
T + 1% Fruktose 2 x 10’ ng ng ng
T + 1% Mélibiose 2 x 10 ng ng ng
T + 1 % Arabinose 1,1x 10’ ng ng ng
T + 0,4 mg/l Aztreonam 2,2 x 10 ng ng ng
T + 1% Bromsuccinatsaure ng ng ng ng

1) ng: nicht gewachsen
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Insgesamt wurden 15 verschiedene Verbindungen als zusétzliche Kohlenstoffquelle zu
Tween B Uberprift (Tab. 4). Von dem Tween B-Medium wurden 100 ml Portionen ange-
setzt, autoklaviert und bel 55 °C zu jeder Portion die zusétzliche C-Quelle in 1%iger End-
konzentration nach Sterilfiltration hinzugefligt. In einigen Fallen wurden Verbindungen
miteinander kombiniert. Aul3er der Kolonienzahl wurden die Wachstumsgeschwindigkeit,
Koloniengrof3e und -farbe gepriift und mit denen von Tween B ohne zusétzliche C-Quelle
verglichen. Die Auswertung erfolgte nach 2, 5 und 7 Tagen Inkubation bei 30 °C.

Auf dem nur Tween 80 enthaltenden Medium wurden die Kolonien von X. pelargonii bis
maxima 2 mm im Durchmesser grof3. Durch die Zugabe von Cellobiose, Méelibiose,
Trehalose sowie Trehalose mit Laktose wurde das Wachstum (Koloniengrof3e) stark
beschleunigt, und die Kolonien waren 4 - 5 mm grol3. Sie erschienen auf den Petrischalen
konvex, rund, gelblich und waren durch die Lipaseaktivitdt von einem Hof umrandet.

Ein noch starkeres Wachstum, d. h. noch grofdere Kolonien, wurden durch Zugabe von
Fruktose, Galaktose oder Saccharose zu Tween B erreicht. Hier erreichten die Kolonien
einen Durchmesser von 6 - 9 mm und waren konvex, rundlich, weil3lich und besal3en nur
selten einen sehr schwachen Lipasehof. Durch den Laktosezusatz erreichten die Kolonien
einen Durchmesser von nur 2 - 3 mm und wuchsen relativ langsam. Sie waren weil3ich,
flach, schleimig und hatten einen ausgepragten Lipasehof, der bisin den Agar hineinreich-
te.

Schlussfolgerung: Der zusétzliche Zucker im Medium fihrte oft auch zu einer Verande-
rung der Farbe und Form der Kolonien von Xcp im Vergleich zum urspringlich Tween-
Medium. Eine gute Wachstumsforderung und eine gute Differenzierbarkeit von den Kon-

taminanten wurde durch die Zugabe von 1% Cellobiose erreicht.

3.3.2 Einflussder Borsaurekonzentration mit und ohne Cellobiose

Durch Veréanderung der Borsaurekonzentration in dem Tween-Medium sollte festgestellt
werden, ob Anderungen in Form, Farbe und GroRe der Kolonien von Xcp sowie in der
Wachstumsgeschwindigkeit stattfanden. Zum autoklavierten, auf 55 °C abgekihlten
Tween-Nahrmedium wurde nach Sterilfiltration Cellobiose in 1%iger Endkonzentration
sowie die Borsaurel ésung in verschiedenen Endkonzentrationen hinzugegeben. Beide Ver-
bindungen wurden in destilliertem Wasser gelost. Von Suspensionen der Bakterienarten
Xcp (Stamm 1955), P. syringae, P. fluorescens und E. herbicola wurden Verdinnungsrei-
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hen durchgefihrt und auf dem Medium verteilt. Nach 4 Tagen Inkubation bel 30 °C erfolg-
te die Zéhlung der Kolonien, nach 6 und 9 Tagen die Beschreibung der Kolonien. Aus den
gezahlten Kolonien wurde die Effizienz des jeweiligen Mediums berechnet, d. h. die rela
tive Kolonienzahl im Vergleich zu den Standardmedien (KB und NGA) in Prozent (T ab.
5).

Tab. 5: Effizienz (in Prozent) des Tween-Cellobiose-Mediums bei verschiedenen Borsau-

rekonzentrationen, ausgedrickt in Prozent zu Standard-Medien (KB und NGA)

Nahrmedium H3;BOs Xcp P. fluor. P. syr. E. herb.
g/l 1955 1714 1004 450

Tween+Cellobiose | - 88 32 0 0
Tween+Cellobiose | 0,1 85 0 0 0
Tween+Cellobiose | 0,15 77 0 0 0
Tween+Cellobiose | 0,2 95 0 0 0
Tween+Cellobiose | 0,3 105 0 0 0
Cellobiose  ohne | 0,3 116 0 0 0
Tween

Anzahl der Kolonien von Xcp auf dem Selektivmedium X 100

Effizienz (%) =
Anzahl der Kolonien von Xcp auf dem Standardmedium

Sechs Tage ate Xcp-Kulturen bildeten 2 mm grof3e Kolonien, die rund, glanzend, gelblich
und ohne Lipasehof waren. Die verschiedenen getesteten Borsdurekonzentrationen hatten
keinen Einfluss auf die Koloniengroéfe.

Auf dem gleichen Medium ohne Borsaure wuchsen die Xcp-Kolonien allerdings schneller
(ca. 4 mm Durchmesser) und bildeten nach 5 Tagen einen Lipasehof. Auf dem borsiu-
refreien Tween-Medium bildete auch P. fluorescens Kolonien, deren Wachstum aber be-
reits nach Zugabe von 0,1 g/l Borsaure zum Medium véllig ausblieb. Die anderen beiden
bakteriellen Kontaminanten konnten auf diesen Varianten nicht wachsen. Auf Grund dieser
Versuche wurde die Borsaurekonzentration in dem Tween-Medium zur Isolation von Xcp

gegenuber der originalen Zusammensetzung von 0,3 g/l nicht verandert.
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3.3.3 Wirkung verschiedener Antibiotika

Das entwickelte semiselektive Medium hatte jedoch den Nachteil, dass die Xcp-Kolonien
etwas langsam wuchsen. Deswegen wurde eine grof3e Zahl alternativer Antibiotikain Form
von Testpléttchen getestet, um das Wachstum der kontaminierenden Bakterien im Ver-

gleich mit den gesuchten Bakterien selektiv zu hemmen.
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Tab. 6: Wirkung diverser Antibiotika auf verschiedene Bakterienarten durch Bildung von

Hemmhofen auf dem Néhragar. 1) +: Bakterienhemmung, 2).n.u: nicht untersucht

Antibiotikum Xcp 2503 P. fluor.1714 |E. herb.450 |P. syr. 1004

Ampicillin 10 pg +7 - n "

Augmentan 30 pg + - +

Cephoral 10 pg ( Cefixim) - -

Ciprofloxacin 5 pg + +

Cefpirom 30 ug - -

Cefotaxim 30 pg + +

Cefuroxim 30 pg + -

c| ||+ +H]| ]+
1

Clindamycin 2 pg - - n. u.?

Clindamycin 10 pg - - - -

1
=+
+

Erythromycin 10 pg

Fusidinsaure 10 pg

+

Erythromycin 15 pg + - + +
+
+

Imipinem 10 ug

Lincomycin 15 ug - - - -

Meropenem 10 pg - - - -

Metronidazole 5 pg - - - -

Mezlocillin 30 pug

Neomycin 30 ug

Tobramycin 10 pg

+ + +
+ + +
Nalidixinsaure 30 pg + - + ¥
+ + +
+ + +

Tobramycin 30 pug

Oxacillin 1 pug - - - -

Oxacillin 5 pug - - - -

Penicillin 5 Units - - - _

Penicillin 10 |.E. - -

P30T10

Piperacillin 30 pug

Rifampicin 2 pug - +

+
+ +

Polymyxin 300 I.E. + - +
+ +

T

T

Sulfamethoxazol ( 23,75 jg) + +
+Trimethoprim ( 1,25 ug)

Tetracyclin 30 pg + + + +

Vancomycin 30 pug + - - -
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Der gepriufte Xcp Stamm 2503 verhielt sich gegentiber den Antibiotika unterschiedlich
(Tab. 6). Von fast allen eingesetzten Antibiotika wurde Xcp stark gehemmt. Nur Rifampi-
cin (2 pug) zeigte wie erwartet keine Hemmung, weil dieser Stamm gegen 100 ppm Rifam-
picin resistent ist. Die mitgetesteten Stdmme von Pseudomonas fluorescens, Erwinia her-
bicola und Pseudomonas syringe pv. syringae reagierten dagegen unempfindlicher gegen-
Uber den meisten Antibiotika. Die Xcp nicht hemmenden Verbindungen verursachten auch
keinen Hemmeffekt auf die mitgepriften Stdmme von P. fluorescens, E. herbicola und P.
syringae. Damit erwiesen sich diese Antibiotika als ungeeignet zur Verbesserung des Me-

diums.

In einem weiteren Versuch wurden die im Tween+Cellobiose-Medium bereits enthaltenen
Antibiotika und zwei andere Antibiotika (Cefazolin und Phosphomycin) separat in ver-
schiedenen Konzentrationen Uberprift. Dazu wurden 100 ml Portionen vom Tween-
Cellobiose-Medium angesetzt und nach dem Autoklavieren bel 55 °C die verschiedenen
Antibiotikakonzentrationen hinzugefigt (Tab. 7). Um die typischen Merkmale der Kolo-
nien genau zu erfassen, wurde in diesem Versuch auf Verdiunnungsausstriche verzichtet.
Statt dessen wurden die geeigneten Verdinnungsstufen einer Verdinnungsreihe ausge-
wahlt und ein aliquoter Teil davon in die Petrischalen verteilt. Zur Kontrolle wurde der
gleiche Versuch mit King-B und NGA-Medium sowie mit dem gleichen Tween-
Cellobiose-Medium ohne Antibiotika durchgeftihrt.
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Tab. 7: Einfluss unterschiedlicher Antibiotikakonzentrationen im Tween-Cellobiose-

Medium auf das Wachstum von Bakterien

Antibiotikum | Konzentration | Xcp 2503 |E. herb.450 |[P. syr. 1004 |P. fluor.1714
(mg /1)
Tobramycin 1 + ng ng (+)
1,2 + ng ng *)
14 + ng ng ng
1,6 (+) ng ng ng
3,0 ng ng ng ng
5-Fluorouracil 3 + ng ng (+)
6 + ng ng ()
12 + ng ng (+)
24 ) ng ng ng
Phosphomycin 0,4 + (+) (+) (&)
08 + (+) (+) (+)
1,2 + (+) () (+)
2,4 ng () *) )
Cefazolin 5 + + + +
10 + + + +
15 + + + +
30 + + + +
Ohne Antibio- + + (+) +
tika

+: gewachsen

(+): schwach gewachsen, Kolonien blieben klein

ng : nicht gewachsen

In diesem Versuch (Tab. 7) verhielt sich der Xcp-Stamm 2503 gegentiber den Antibiotika
unterschiedlich. Diese Unterschiede zeigten sich deutlich bei Tobramycin und 5-
Fluorouracil. Wahrend Xcp durch Tobramycin (1,6 und 3,0 mg/l) geghemmt wurde, zeigte
sich bei 5-Fluorouracil erst bei 24 mg/l eine schwache Hemmung. Tobramycin konnte
deswegen von 0,4 mg/l auf 1,4 mg/l erhéht werden, um P. fluorescens zu unterdriicken,
wahrend 5-Fluorouracil von 12 mg/l auf 3 mg/l reduziert wurde, weil dieses Antibiotikum
eine gewisse karzinogene Wirkung hat. Cefazolin zeigte bei Xcp keinen Hemmeffekt, hatte
aber bei hoheren Konzentrationen einen Einfluss auf die Koloniegréf3e, wahrend die Kon-
taminanten nicht beeinflusst wurden. Durch Phosphomycin wurde Xcp bei 2,4 mg/l ge-
hemmt.

E. herbicola und P. syringae wurden durch ale eingesetzten Konzentrationen von Tobra-

mycin und 5-Fluorouracil total gehemmt, wahrend P. fluorescens empfindlich gegenuber
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5-Fluorouracil reagierte, und erst durch 1,4 mg/l Tobramycin total unterdriickt wurde.
Phosphomycin hemmte die Begleitbakterien schwach, und erst bei 2,4 mg/l wurde Xcp ge-
hemmt. Cefazolin hemmte in den eingesetzten Konzentrationen die Begleitbakterien Uber-
haupt nicht.

Wegen dieser Versuchsergebnisse wurde fir das neue Tween+Cellobiose-Medium eine
Kombination von 3 mg/l 5-Fluorouracil und 1,4 mg/l Tobramycin gewahit. Das Medium

wird im Folgenden als TC-M edium bezeichnet.

34  Zusammensetzung des neuen semiselektiven TC-Mediumsfir Xcp

Zusammensetzung des verdnderten semiselektiven Nahrmediums fir Xanthomonas cam-

pestris pv. pelargonii (Angaben fir 1 Liter Medium)

Pepton 10,0 ¢
KBr 100 g
CaCl, 0,259
H3BOs3 0,309
Bacto-Agar 16.0 g
pH 7,4

Bidest. H,O 1000 ml

Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf 55 °C aseptisch hinzuf iigen:

Tween 80 10,0 ml
Cellobiose 100 ¢
Cycloheximid 50,0 mg
Cephalexin 65,0 mg
5-Fluorouracil 3,0 mg

Tobramycin 1,4 mg
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3.5  Wiederfindungsrate von Xcp im Pflanzenhomogenat

In diesem Versuch wurde die Nachwei sempfindlichkeit von Xcp durch Isolationen auf dem
neuen TC-Medium getestet. Als Kriterium wurde die Wiederfindungsrate (WR) herange-
zogen. Diese Grof3e gibt an, welcher Prozentsatz einer bestimmten Bakterienmenge, die
mit einer Pflanzenprobe vermischt wurde, mit Hilfe des TC-Mediums gefunden werden
konnte. Die Vorgehensweise war wie folgt:

Aus den Pelargoniensorten ,, Rosario” wurden Stengelstiicke enthommen, in 70% Ethanol
getaucht und kurz abgeflammt. Von einer frischen Kultur des Xcp-Stammes 2503 wurde
eine Suspension mit etwa 10° cfu/ml angesetzt. \Von der Suspension wurden 100 pl in die
Pflanze mit einer Injektionskantle inokuliert. Unmittelbar danach wurde diese Stengel par-
tie (0,5 g) in 4,5 ml MgSO,-L6sung homogenisiert und davon eine Verdinnungsreihe her-
gestellt. Alle Verdinnungen wurden auf TC-Medium und NGA-Medium ausplattiert. Nach
5 Tagen Inkubation wurden die aufgetretenen Kolonien ausgezahlt. Von jedem Ansatz
wurden mindestens 2 Petrischalen beimpft.

Die Verwendung von exakt definierten Bakterienmengen und das Verarbeiten des Inoku-
lums mit Pflanzengewebe des Wirtes erlaubten genaue Riickschllisse tber die Qualitét des
Mediums. Es sollte festgestellt werden, ob es zwischen Bakterien und Pflanzengewebe zu
Interaktionen kommt, die zu einer Beeintrachtigung der Nachwei sempfindlichkeit fihren.
Auf dem TC-Medium wuchsen insgesamt mehr Bakterien als auf dem NGA-
Standardmedium, und fast alle gehorten zu Xcp. Aulderdem erlaubte das TC-Medium eine
sehr gute Differenzierung der verschiedenen Bakterienarten.

Das TC-Medium zeichnete sich somit durch eine hohe Wiederfindungsrate der Bakterien
in Gegenwart von Pflanzengewebe aus. Die den Pflanzen zugefiigten Bakterien konnten in
der Grof3enordnung von 100% wiedergefunden werden (T ab. 8).

Tab. 8: Wiederfindungsrate von X. pelargonii im Pflanzenhomogenat

NGA- Medium TC-Medium
Zugegeben 1x 10’ 1x 10’
Gefunden 9x 10° 1x 10
Wiederfindungsrate 90 % 100 %

Gefundene X. pelargonii Bakterien X 100
Zugegebene X. pelargonii Bakterien

Wiederfindungsrate (WR %)
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3.6  Uberprufungder Selektivitat des neuen TC-Mediums

Die Versuche wurden mit einem Gemisch der Bakterienarten Xcp, P. fluorescens, P. syrin-
gae und E. herbicola durchgefihrt. Von jedem Bakterienstamm wurde jeweils eine Sus-
pension mit ca. 10° cfu/ml hergestellt. Der Stamm Xcp 2503 wurde zunéchst auf NGA vor-
kultiviert, um eine typische Kolonie zu erhalten, welche dann auf Rhodes-Nahragar zur
Herstellung der Suspension ausgestrichen wurde. Auf diesem Medium wachst Xcp nicht so
volumings, das gebildete Material enthélt wenig Schleim und I&sst sich leicht suspendie-
ren. Die Ubrigen Bakterien wurden auf King-B vorkultiviert. Aus den einzelnen Suspensi-
onen wurde eine Mischsuspension samtlicher Bakterienstdmme hergestellt und fir die Ino-
kulationen der Pelargonien (Sorte “Rosario*) benutzt. Die Inokulation der jungen Pflanzen
erfolgte durch Injektion des Inokulums in den zarten Stengel mit Hilfe einer feinen Injekti-
onskanule.

Die ersten sichtbaren Symptome traten bereits nach 6 Tagen am Stengel auf. Nun wurden
Stengelteile mit Symptomen entnommen und in 70% Ethanol getaucht, um oberflachlich
anhaftende Bakterien und Pilze abzutdten. Von jeder Probe wurde ein Stiickchen von 0,5 g
im sterilen Morser homogenisiert. Die verdinnten Homogenate wurden auf TC-Medium
sowie auf den Standardmedien NGA und King-B verteilt und die Petrischalen bei 28 °C
inkubiert. Zusétzlich wurden mit der bakteriellen Mischsuspension Petrischalen beimpft,
um die Selektivitat zu bestimmen. Die Selektivitét liefd sich as das Verhdtnis der Xcp-
Kolonien zur Gesamtkolonienzahl berechnen.

Tab. 9: Bestimmung der Selektivitdt des TC-Mediums fir Xcp nach Verwendung kiinst-
lich infizierter Pelargonien mit bakteriellen Mischkulturen (cfu / ml Mischinoku-

lum)
Medium Xcp Kolonien Selektivitéat (%) Differenzierbarkeit
TC 9x 10’ 100 sehr gut
Summe der Kolonien des Zielbakteriums auf Medium A X 100
Selektivitdt (%) =

Summe aller Bakterienkolonien auf Medium A.

Von den 4 gepruften Bakterienarten konnte auf dem TC-Medium nur der Xcp-Stamm

wachsen, wahrend P. fluorescens, P. syringae und E. herbicola kein Wachstum zeigten.
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Das Medium besal} also eine 100%ige Selektivitét (Tab. 9). Andererseits wurde auf NGA-
Medium das Wachstum von Xcp durch das Vorkommen von Saprophyten sehr stark ge-
hemmt (Abb. 1).

Neben der sehr hohen Selektivitét erlaubte das Nahrmedium eine sehr gute Differenzierung
der Kolonien. Die Xcp-Kolonien auf dem Medium waren leicht konvex, rundlich, gelblich
bis gelb, mit einem Durchmesser von 3 - 7 mm. Das Wachstum von Xcp auf dem TC-
Medium war schnell. Nach 4 Tagen bei 28 °C waren die Kolonien 3 mm grof3, und um die
Kolonien herum bildete sich ein leichter Lipasehof (Abb. 2).

Abb. 1: Wachstum einer Bakterienmischpopulation (aus einem Homogenat von Pelargo
nienstengeln mit Xcp, E. herbicola, P. fluorescens und P. syringae) auf dem NGA-Medium
(links) und dem neuen TC-Medium (rechts).



Kapitel 1 ERGEBNISSE 27

Abb. 2: Vergleich der Xcp-Kolonien auf dem modifizierten Tween-Cellobiose-Medium

(links) und dem originalen Tween-Medium (rechts)

Abb. 3: Wachstum von Xcp-Kolonien auf dem TC-Medium aus einem Homogenat von
Pelargonienstengeln mit einer Suspension von Xcp, E. herbicola, P. fluorescens und P. sy-

ringae. Nur Xcp wuchs auf diesem Medium.
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Abb. 4: Wachstum von Xcp-Kolonien auf dem MD5A-Medium in Bakterienreinkul turen

3.7  Wachstum verschiedener Xcp-Stamme auf dem neuen TC-Medium

Sechzehn verschiedene Xcp-Stamme aus der Gottinger Sammlung Phytopathogener Bakte-
rien (GSPB) wurden auf dem TC-Medium und dem NGA-Medium getestet. Durch Ver-
dinnungsreihen und Ausplattierungen wurden die cfu/ml ermittelt. Nach 5 - 6 Tagen Inku-
bation bei 30 °C wurden die Kolonien genau beschrieben und ihre Anzahl bestimmt.

Die Kolonien fast aler Stémme waren auf dem Medium sehr dhnlich, d. h. leicht konvexe,
gelbliche, rundliche bis runde Kolonien mit einem Durchmesser von 3 - 6 mm. Nur die
Stamme 191 und 2514 wuchsen sehr langsam und konnten erst nach 10 Tagen eindeutig
erkannt werden.

Alle getesteten Stamme konnten auf dem TC-Medium gut wachsen, und die Anzahl ihrer
Kolonien variierte nur geringfigig gegentiber dem NGA-Medium (Tab. 10).
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Tab. 10: Wachstumsvergleich verschiedener Xcp-Stdmme auf dem neuen TC-Medium und
dem NGA-Medium zum Vergleich (cfu/ml)

Stamm TC-Medium NGA-Medium
Xcp 191 9x 10° 8x 10°
Xcp 197 6,2 x 10’ 7 x 10’
Xcp 203 8,8 x 10’ 1x 10°
Xcp 1955 43x 10’ 4.4x 10’
Xcp 1957 4x 10’ 43x 10’
Xcp 2104 3,8x 10’ 4x 10’
Xcp 2105 1,6 x 10 2,5x 10
Xcp 2503 49x 10’ 3,2 x10’
Xcp 2513 3,5x 10’ 3x 10’
Xcp 2514 1,8 x 10’ 3,6x 10’
Xcp 2630 1,1 x 10° 1x 10°
Xcp 2632 6,3x 10 4,9 x 10
Xcp 2634 2,1x 10’ 2,6 x 10’
Xcp 2638 4,7 x 10’ 5,4 x 10’
Xcp 2640 6,9 x 10’ 5x 10’

Xcp 2642 5,2 x 10 7,2x 10
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4 DISKUSSION

In der Praxis werden seit vielen Jahren verschiedene serologische Techniken, vor allem der
ELISA- und Immunfluoreszenz-Test (IF-Test) (Kapitel 111), und in letzter Zeit die Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis phytopathogener Bakterien eingesetzt. Die
Nachweisempfindlichkeit dieser Verfahren reicht jedoch nicht aus, um geringe Bakterien-
konzentrationen (oft unter 10* cfu/ml) zu erfassen. Von den erwahnten Methoden besitzt
die PCR-Technik eine sehr gute Reproduzierbarkeit bei hoher Empfindlichkeit (siehe Ka-
pitel 1V).

Die klassische mikrobiologische M ethode, d. h. Herstellung von Verdinnungsreihen und
Ausplattieren auf Nahrmedien, besitzt normalerweise die hochste Nachweisempfindlich-
keit, ist aber gleichzeitig mit Nachteilen verbunden. Die meisten Nahrmedien besitzen
entweder keine oder nur eine geringe Selektivitét und erlauben nicht nur das Wachstum
des Zielbakteriums sondern auch zahlreicher anderer Bakterien und besonders vieler
Saprophyten. Die Saprophyten sind in der Regel schnellwtichsiger als die phytopathogenen
Bakterien und Uberwuchern sie, oder sie hemmen durch Ausscheidung von Stoffwechsal-
produkten den Zielorganismus und erschweren dadurch seinen Nachweis betrachtlich.
Deshalb wird seit Jahren versucht, durch die Entwicklung selektiv wirkender Medien fir
bestimmte Bakterien glinstige Wachstumsbedingungen zu schaffen (ROY and SASSER,
1990). Viele dieser Medien wurden priméar zur Isolierung anderer Xanthomonas Pathova
rietdten entwickelt, aber einige davon wurden auch fir die Isolation von Xcp erprobt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche bereits bekannte semiselektive Néhrmedien
auf ihre Eignung zur Isolierung von Xcp uberprift. Die erfolgversprechendsten wurden
dann modifiziert und ergéanzt, um eine moglichst hohe Selektivitét fur die Isolierung von
Xcp zu erzielen.

Zunéchst wurden die Medien KM-1 und XTS nach Zugabe von 10 mg/ml Vancomycin
Uberpruft. Dadurch wurde das Wachstum von Erwinia herbicola auf XTS gehemmt, und
auf KM-1 wuchs Pseudomonas syringae nur schwach. Jedoch wuchsen die Pseudomona-
den immer noch schneller als Xcp. Auf den Nahrmedien MXP und BSCAA konnte Xcp nur
sehr schwach wachsen. Deshalb schieden diese Medien fur weitere Versuche aus.

Ein relativ gutes Wachstum von Xcp wurde auf dem Nahrmedium CS beobachtet, wahrend
auf ET die gebildeten Kolonien relativ klein blieben. Allerdings konnten auf beiden Me-



Kapitel 1 DISKUSSION 31

dien auch die mitgetesteten Stdmme von E. herbicola, P. syringae und P. fluorescens
wachsen. Die Unterscheidung der X. pelargonii-Kolonien von den anderen Bakterien war
nur auf dem CS-Medium leicht. D. h. auf dem CS-Medium waren die Xcp-Kolonien cre-
mefarben mit einem roten Zentrum, wenn die Petrischalen einen relativ schwachen Kolo-
nienbesatz aufwiesen. P. fluorescens Kolonien waren nicht immer deutlich von Xcp zu un-
terscheiden, und P. syringae-Kolonien wuchsen auf dem CS-Medium sehr zahlreich, ver-
glichen zum Standard-Medium. Die Medien MSP und WBC erwiesen sich fir eine schnel-
le und sichere Isolation von X. pelargonii a's ungeeignet.

Alle oben erwahnten semiselektiven Nahrmedien erwiesen sich jedoch al's unbefriedigend
fUr die gezielte Isolierung von X. pelargonii. Obwohl mehrere Medien eine gute Differen-

zZierbarkeit der Kolonien ermdglichten, war die Selektivitat immer noch ungentigend.

Von alen getesteten Nahrmedien bot das Tween-Medium die beste Voraussetzung fur die
Entwicklung eines geeigneten Nahrmediums zur Isolierung von X. pelargonii. Dieses Me-
dium wurde als Tween-Medium urspringlich fur die Isolation von Xanthomonas cam+
pestris pv. vesicatoria entwickelt (McGUIRE et al., 1986). In diesem Medium ist Tween
als C-Quelle und als Substrat fur lipolytische Enzyme der Bakterien vorhanden. Xantho-
monas campestris pv. pelargonii wuchs auf diesem Medium nur sehr langsam und bildete
nach 10 Tagen Wachstum runde, gelbe, glénzende, schwach erhabene Kolonien mit einem
Durchmesser von maximal 2 mm. Auf Grund der Lipaseaktivitdt zeigten sich um die Ko-
lonien herum milchige Hofe, die durch die Ausfalung der nach Aufspaltung von Tween 80
freigewordenen Fettsduren mit den Kalziumionen entstehen.

Durch die Zugabe verschiedener organischer Verbindungen a's zusétzliche C-Quelle zum
Tween-Medium wurde versucht, seine Eigenschaften fir unser V orhaben zu optimieren. Es
wurde dabei neben der Kolonienzahl auch die Wachstumsgeschwindigkeit und
Differenzierbarkeit im Vergleich zum original Tween-Medium registriert.

Die Kombination des Tween-Mediums mit einer der Verbindungen Fruktose, Galaktose,
Saccharose und Glukose bewirkte eine deutliche Wachstumsverbesserung von X. pelargo-
nii. Die KolonienvergrofRerung durch die Zugabe der Zucker beruhte offensichtlich auf
stérkerer Schleimbildung, da die Bakterienzahl/ml nicht erhéht wurde. Auch die Zugabe
von Laktose, Xylose, Melibiose, Trehal ose sowie Trehalose mit Laktose kombiniert flhrte
zu einer, wenn auch schwécheren, Wachstumsstimulation. Diese Zucker fuhrten oft auch
zu einer Veranderung der Farbe und Form der Kolonien von Xcp im Vergleich zum ur-
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springlich Tween-Medium. Eine gute Wachstumsférderung und eine gute Differenzier-
barkeit wurde durch die Zugabe von 1% Cellobiose erreicht. Da diese Kohlenhydratquelle
nicht von allen Saprophyten ebenso gut wie von Xcp verwertet werden kann, wurde Cello-
biose dem Tween-Medium hinzugeflgt.

In einem umfangreichen Versuch wurde die Auswirkung verschiedener Borsiurekon-
zentrationen auf die Eigenschaften des Tween-Mediums Uberprift. Bei einem volligen
Verzicht wuchsen die Xcp-Kolonien schneller und besal3en nach 5 Tagen einen Durchmes-
ser von 4 mm. Das Fehlen der Borsdure in dem Medium ermdglichte aber das Wachstum
von P. fluorescens. Eine Borsaurekonzentration bis 0,3 g/l hatte keinen hemmenden Ein-
fluss auf X. pelargonii. Eine dartiber hinaus gehende Erhéhung des Borsauregehal tes wirk-
te sich nicht nur auf Kolonienzahl von Xcp negativ aus, sondern machte auch die Identifi-
zierung schwieriger. Dabel bildeten die Xcp-1solate flache und helle Kolonien, und die Bil-
dung des Lipasehofes blieb entweder aus oder setzte spéter ein. Aus diesem Versuch ging
hervor, dass eine Borsaurekonzentration von 0,3 g/l dem Tween-Medium eine ausgezeich-
nete Selektivitét verleiht und X. pelargonii ein gutes Wachstum erlaubt.

Durch weitere Modifizierungen des Tween-Cellobiose-Mediums wurde versucht, das
Wachstum der Xcp-Kolonien noch weiter zu verbessern; denn erst nach 7 Tagen Inkubati-
on bei 30 °C waren die Kolonien auf den Tween-Cellobiose-Medium gut zu identifizieren.
Deswegen wurde nach Antibiotika gesucht, welche in Kombination mit dem Tween-
Cellobiose-Medium ein selektives Wachstum von Xcp ermoglichten. Der Versuch wurde
mit fertigen getrénkten Testpl&ttchen in verschiedenen Konzentrationen durchgefihrt. Der
Xcp-Stamm 2503 wurde nicht von allen gepriften Antibiotika gehemmt, wie z. B. Cepho-
ral (10 pg) oder Oxacillin (1 oder 5 pg) (Tab. 2).

Allerdings konnten mit diesen Antibiotika auch P. fluorescens, P. syringae und E. herbico-
la wachsen. Deshalb konnte keines der gepriften Antibiotika fir das Medium herangezo-

gen werden.

Des weiteren wurden die im Tween-Medium enthalten Antibiotika 5-Fluorouracil, Tobra-
mycin und zwel weitere Antibiotika (Cefazolin und Phosphomycin) in verschiedenen Kon-
zentrationen getestet, um die optimale Kombination zu ermitteln. Durch die hochste
Cephalexinkonzentration (200 mg/l) wurden der Xcp-Stamm 203 und P. fluorescens ge-
hemmt, wéhrend P. syringae bei allen Konzentrationen inhibiert wurde. Cephalexin ist ge-
gen Gram-negative und Gram-positive Bakterien wirksam, aber weitgehend wirkungslos
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gegen Enterokokken (OTTEN, 1975). Das Antibiotikum 5-Fluorouracil wirkt in erster Li-
nie gegen fluoreszierende Pseudomonaden. P. fluorescens und P. syringae wurden bereits
mit 12 mg/l 5-Fluorouracil gehemmt, wahrend die Xcp-Isolate erst bei 24 mg/l 5-
Fluorouracil Wachstumsbeei ntrachtigungen aufwiesen. Tobramycin hatte bei 1,6 und 3,0
mg/| eine negative Wirkung auf die Xcp-Isolate. Das Antibiotikum Cefazolin hemmt in der
Regel Gram-negative Bakterien (KARIYONE et al., 1970). Bel den Untersuchungen mit
Cefazolin (10 mg/l) auf dem CCM-Medium wurde das Wachstum von Xanthomonas canm+
pestris pv. vignicola schwach gehemmt (KHATRI-CHHETRI, 1999), wéhrend Xcp bis zu
30 mg/l auf dem TC-Medium keine Hemmung zeigte. Das Antibiotikum Phosphomycin
hat eine umfassende antibakterielle Wirkung (KAHAN et al., 1974; WOODRUFF et al.,
1975). Durch Zugabe von Phosphomycin (2,5 mg/l) auf dem CTA-Medium (FESSEHAIE,
1997) wurden die von den Cassavapflanzen kommenden Kontaminanten unterdrickt, ohne
das Wachstum von Xanthomonas campestris pv. manihotis zu beeintrachtigen. Bel Zugabe
von Phosphomycin zum TC-Medium wuchs Xcp bel allen gepriften Konzentrationen gut.
Allerdings zeigten die Saprophyten noch ein schwaches Wachstum.

Auf Grund dieser Versuche wurde die Konzentration von 5-Fluorouracil von 12 mg/l auf
3 mg/l reduziert, wahrend Tobramycin von 0,4 mg auf 1,4 mg/l erhéht wurde. Die Redu-
zierung der Konzentration von 5-Fluorouracil war auch deswegen vorteilhaft, weil dieses
Antibiotikum eine gewisse karzinogene Wirkung hat. Auf dem so modifizierten Tween-
Cellobiose-Medium wuchs das Zielbakterium Xcp wesentlich schneller und bildete bereits
nach 4 Tagen Kolonien von 3 mm Durchmesser; die Bildung des Lipasehofes setzte spater

ein. Das so modifizierte neue Medium wird im Folgenden als TC-M edium bezeichnet.

Wegen des Gehalts der karzinogenen Verbindung 5-Fluorouracil im TC-Medium wurden
als Alternative verschiedene Variationen das M D5-Mediums geprift. Auf dem unveran-
derten, fur die Isolation von Xanthomonas campestris pv. carotae entwickelten Medium
(KUAN, 1985) wuchs Xcp auffallend langsam. Nach 7 Tagen Wachstum bei 30 °C betrug
der Koloniendurchmesser nur 1 bis 2 mm und nach 12 Tagen 4 - 8 mm. Auch E. herbicola,
und deutlich schwécher P. syringae und P. fluorescens, wuchsen auf diesem Medium.

Zugabe verschiedener Konzentrationen von Borsaure bewirkte keine Verbesserung. Weite-
re Versuche missten zeigen, ob durch die Zugabe von 1% Pepton nicht nur Xcp sondern

auch verschiedene Kontaminanten im Wachstum stark gefdrdert werden. Wenn Gram-
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positive Bakterien als Kontaminanten keine grof3e Rolle spielen, kdnnte das Antibiotikum

Bacitracin ganz weggel assen werden, um ein besseres Wachstum von Xcp zu ermdglichen.

Schliefdlich wurde dem MD5-Medium das relativ neue Antibiotikum Aztreonam in den
Konzentrationen 0,4 und 0,8 mg/ml beigemischt. Aztreonam hemmt Gram-positive Bakte-
rien und Anaerobier, zeigt aber auch eine gute Wirkung gegen Gram-negative, aerobe Bak-
terien (BENITZ und TATRO, 1988). Die Aztreonamzugabe beeinflusste das Wachstum
von X. pelargonii nicht wesentlich, obwohl die Kolonienzahl etwas reduziert wurde. Ande-
rerseits wurde das Wachstum von E. herbicola mit beiden Konzentrationen vollig unter-
drickt, und P. syringae wuchs dabei so schwach, dass die Kolonien nach 12 Tagen nur 0,5
mm grof3 waren. Auch P. fluorescens wurde etwas gehemmt und bildete typische sternfér-
mige Kolonien. Die Unterdriickung von E. herbicola auf dem neuen MD5A-Medium ist
sehr vorteilhaft, weil E. herbicola sehr hdufig auf Pelargonien a's Epiphyt vorkommt und
wegen der gelben Kolonien mit Xcp verwechselt werden kann. Deswegen bietet sich dieses
Medium as Alternativméglichkeit zur Isolierung von X. pelargonii an, wenn das TC-

M edium wegen des Gehalts von 5-Fluorouracil nicht eingesetzt werden soll.

Um die Eignung des neu zusammengesetzten TC-Mediums fir die Isolierung von Xcp
aus Pelargonien zu Uberprifen, wurde ein Vergleich mit dem Standard-Medium NGA
durchgefiihrt. Dabei wurden Pflanzenproben mit Bakteriensuspensionen homogenisiert und
auf den Nahrmedien aliquote Teile der Homogenate ausgestrichen. Durch Auszéhlung der
entstandenen Bakterienkolonien wurden die Selektivitét und die Wiederfindungsrate der
Nahrmedien ermittelt.

Es zeigte sich, dass das TC-Medium eine hohe Selektivitat besald und eine gute Differen-
zierung von Xcp erlaubte. Besitzt ein Nahrmedium eine hohe Selektivitét, so ist die Nach-
weisempfindlichkeit dieses Mediums sehr hoch, und auch bel starker Kontamination der
Pflanzenproben mit anderen Bakterien kann das gesuchte Bakterium ausfindig gemacht
werden. Dies beruht auf der Fahigkeit des Nahrmediums, die Begleitflorain der Pflanzen-
probe stark zu hemmen, d. h. die Anzahl der auf diesem Medium gewachsenen Kolonien
im Vergleich zum Standardmedium stark zu reduzieren.

Ein anderes wichtiges Merkmal fir die Qualitét eines selektiven Nahrmediums ist seine
Wiederfindungsrate (WR). Eine hohe WR bedeutet, dass das Nahrmedium eine hohe Se-
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lektivitdt und gute Wachstumseigenschaften fir das Zielbakterium besitzt. Das TC-
Medium zeichnet eine hohe WR auch bei niedriger Bakterienpopulation aus.

In einem praxisdhnlichen, langwierigen Versuch wurde die WR des TC-Mediums getestet.
Pelargonien wurden mit einem Mischinokulum bestehend aus P. fluorescens, P. syringae,
E. herbicola und X. pelargonii inokuliert und nach 7 Tagen die Bakterien reisoliert. Bei
der Ruckisolation ermdglichte das TC-Medium eine Wiederfindungsrate von 100%. Die
Identifikation der Bakterien war auf Grund von Farbe, Form der Kolonien sowie der Lipa
sehofbildung um die Kolonien und wegen der Wachstumsgeschwindigkeit unproblema-
tisch.

Alle getesteten Xcp-Stamme konnten auf dem TC-Medium gut wachsen, mit Ausnahme
der Stamme 191 und 2514. Eine Uberpriifung der Pathogenitét der Stamme 191 und 2514
ergab, dass typische Krankheitssymptome erst nach langerer Zeit auftraten. Es wird vermu-
tet, dass diese Stamme wegen der haufigen Uberimpfungen in verschiedenen Laboren eine
verminderte Vitalitdt besallen und deswegen auch auf dem TC-Medium nicht mehr sehr
gut wachsen konnten. Die Kolonien fast aller Xcp-Stamme waren auf dem Medium sehr
ahnlich, ndmlich leicht konvex, gelblich bis gelb und rundlich bis rund mit einem Durch-

messer von 3 - 6 mm.

Ein Vergleich der beiden neuen semiselektiven Medien fir Xcp ergibt:

Die Vorteile des TC-Mediums sind eine sehr hohe Selektivitdt und das schnelle Wachs-
tum von Xcp. Die gepriften anderen Bakterienarten konnten auf dem Medium Uberhaupt
nicht wachsen. Ein Nachtell ist, dass 5-Fluorouracil eine gewisse karzinogene Wirkung
hat. Bel der Medienbereitung sollte sehr vorsichtig gearbeitet werden. Es ist etwas mih-

sam, das Medium vorzubereiten.

Das MD5A-Medium ist leicht herzustellen und erlaubt eine gute Differenzierbarkeit von
Xcp-Kolonien. Es enthélt keine gefahrlichen Substanzen. Ein Nachteil ist das langsame
Wachstum von Xcp. Da die Selektivitdt nicht 100% betrégt, bilden die Saprophyten evitl.
eine Gefahr, die Xcp-Kolonien nicht immer zu erkennen.

Durch weitere Modifikationen des MD5A-Mediums konnte evtl. die Wachstumsgeschwin-
digkeit von Xcp gefordert werden, indem z. B. andere Antibiotika eingesetzt oder die Anti-

biotikakonzentrationen geéndert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

1. Die Eignung zahlreicher semiselektiver Nahrmedien fir den sicheren und schnellen
Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pelargonii (= Xcp) wurde untersucht, um la-
tent im Vermehrungsmaterial der Pelargonien in geringen Konzentrationen vorkommende
Bakterien nachweisen zu kénnen. Die meisten der getesteten Medien erwiesen sich fir die-
sen Zweck als untauglich.

2. Es wurden 2 neue semiselektive Medien fir Xcp entwickelt, das TC-Medium und das
MD5A-Medium.

3. Das TC-Medium (= Tween-Cellobiose-Medium) hat folgende Zusammensetzung
(g/liter): Pepton 10,0, KBr 10,0, CaCl, 0,25, H3BO3; 0,30, Bacto-Agar 16,0. Der pH-Wert
wird auf 7,4 vor dem Autoklavieren eingestellt. Bei 55 °C werden dem Liter Grundmedi-
um aseptisch hinzugefiigt: Cellobiose 10 g, Tween 80 10 ml, Cycloheximid 50 mg, Cepha

lexin 65 mg, 5-Fluorouracil 3,0 mg, Tobramycin 1,4 mg.

4. Die Vorteile des TC-Mediums sind eine hohe Selektivitat mit einer sehr guten Differen-
zierbarkeit der Kolonien von Xcp wegen des Gehaltes von Borsaure und der Antibiotika.
Die Wiederfindungsrate von Xcp nach Zugabe zum Pflanzenextrakt betrug um 100%. Die
Xcp-Kolonien sind leicht konvex, glanzend. Anfangs sind sie weifdlich, dann werden sie
gelblich. Spéter, je nach Isolat, andert sich die Farbe von gelblich bis gelb. Die Form ist
meist rund, umgeben von einem schwachen Hof, der durch die Lipaseaktivitdt verursacht
wird. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae pv. syringae und Erwinia herbi-
cola, die as Begleitflora bei Pelargonien vorkommen kénnen, vermochten auf dem neuen
Nahrmedium nicht zu wachsen. Ein Nachtell ist, dass 5-Fluorouracil eine gewisse karzi-

nogene Wirkung hat. Bel der Medienbereitung sollte sehr vorsichtig gearbeitet werden.

5. Das MD5A-Medium hat folgende Zusammensetzung (g/liter): Ko.HPO, 3,0, NaH,PO,
1,0, NH4CI 1,0, MgSO4 x 7H20 0,3, Bacto Agar 17,0, H,O bidest. 1000 ml. Der pH-Wert
wird auf 7,2 vor den Autoklavieren eingestellt. Bei 55 °C werden dem Liter Grundmedium
aseptisch hinzugefugt: Cellobiose 10,0 g, Cycloheximid 0,2 mg, L-Glutaminsaure 5,0 mg,
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L-Methionin 1,0 mg, Cephalexin 10,0 mg, Bacitracin 10,0 mg, Aztreonam 0,4 mg,
Bromthymolblau 30,0 mg.

6. Das MD5A-Medium wird als alter natives M edium zur Isolierung von Xcp empfohlen,
weil es kein 5-Fluorouracil enthélt. Obwohl auf dem MD5A-Medium P. syringae und P.
fluorescens wachsen konnten, war eine Differenzierung von Xcp auf Grund des unter-
schiedlichen Koloniephanotyps leicht mdglich. Durch die Zugabe von 0,4 mg/l Aztreonam
wurde das Wachstum von E. herbicola vollig unterdriickt. Ein Nachteil war das langsame

Wachstum von Xcp im Vergleich zum TC-Medium.
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KAPITEL 11

EPIDEMIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUM LATENTEN
BEFALL

1 EINLEITUNG

Innerhalb des Zierpflanzenbaus nimmt die Pelargonie mit Abstand den grofdten Markanteil
ein und verzeichnet gleichzeitig die hochste jahrliche Umsatzsteigerung. In der Bundesre-
publik werden jahrlich rund 120 Millionen, in der EU schétzt man zwischen 300 und 400
Millionen Pflanzen, vermehrt und verkauft. Diese im Wachstum begriffenen Produktions-
zahlen bekunden den Pelargonien ihre herausragende Stellung im deutschen Zierpflanzen-
bau und ihre grof®e Beliebtheit beim Verbraucher (GANNINGER-HAUCK, 1993;
GANSLMEIER, 1987; PHYTOTEST, 1993).

Pelargonien werden der Familie der Storchschnabelgewéchse (Geraniaceae) zugeordnet
und lassen sich in die Stammarten Pelargonium zonale-Hybriden und P. peltatum-
Hybriden einteilen. “Zonal€*-Pelargonien haben leicht verholzende Stengel und eine als
Gurtel sichtbare braune Zone auf der Blattspreite. Die schwach flaumigen Stengel der
“Peltatum”-Pelargonien sind dinn, niederliegend oder hangend. Sie werden daher auch
»Hange-Pelargonien oder -Geranien“ genannt. Beheimatet sind Pelargonien im siidlichen
Afrika, von wo aus erste Pflanzen der Gattung Pelargonium vermutlich 1632 nach Europa
eingefuhrt wurden (LAUGHNER, 1993). Heute sind etwa 250 Pelargonium-Arten be-
kannt. Rund 10.000 verschiedene Pelargoniensorten werden gehandelt, deren Sortiment
sténdig im Fluss ist. Neben der Erhaltung sortenspezifischer Eigenschaften ist die Bereit-
stellung von gesundem Ausgangsmaterial fur die Jungpflanzenproduktion entscheidend
(FISCHER-TOHL, 1992; ZIMMER, 1991; DUMMEN, 1991/92).

Neben abiotischen Faktoren wird die Pelargonie durch eine Vielzahl von Pathogenen ge-
fahrdet, wobei dem Bakterium Xanthomonas campestris pv. pelargonii (Xcp) eine heraus-
ragende Bedeutung zukommt (KREBS, 1992; BERKELMANN et al., 1994; NAMETH et
al., 1999). Die bakterielle Pelargonienwelke ist nahezu weltweit verbreitet. Sie tritt in A-
merika und Europa auf und wurde ebenso im Mittleren Osten und in Australien beobachtet
(BRADBURY, 1986). Der Erreger wird vor allem durch direkte Kontakte (Schnittwerk-

zeuge, Hande, Kulturflachen, Bewdasserung etc.) von kranken Pflanzen auf gesunde Uber-
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tragen. Beim Schneiden von Stecklingen gelangt das Bakterium leicht in offene Gefél3e, in
denen es sich schnell Uber den gesamten Spross ausbreiten kann. Mit Hilfe einer polaren
Geil3d ist es in Flussigkeitsfilmen beweglich und in der Lage, Uber Wurzeln und Bléatter
(Hydathoden, Stomata) aktiv in die Wirtspflanze einzudringen (DOUGHERTY et al.,
1974). Xcp kann besonders dann zu beachtlichen Verlusten (Uber 50%) fuhren, wenn der

Erreger Uber stecklingsvermehrte Pflanzen verbreitet wird.

Die Ubertragung und Eindringungsmoglichkeiten sowie die durch den Erreger hervorge-
rufenen Symptome sind sehr unterschiedlich. Ausfihrliche Beschreibungen der Symptome
lieferten HELLMERS (1952) und MUNNECKE (1954). Kleine, anfanglich wasserdurch-
trankte, spéter nekrotisierende Blattflecken entstehen im Bereich der Stomata, V-férmige
chlorotische Symptome vom Blattrand ausgehend charakterisieren das Eindringen des Er-
regers Uber Hydathoden und die sogenannte “Schirmwelke® (Abb. 1) befallener Blétter
und Braunverfarbung am Stengel seine systemische Ausbreitung. Insbesondere unter
feucht-warmen Bedingungen ist der Krankheitsverlauf sehr schnell und intensiv, so dass es
zum vollsténdigen Zusammenbruch einer Kultur kommen kann (Abb. 2). Um dies zu ver-
hindern, wurden Mdglichkeiten zur Unterbrechung der Infektionskette des Erregers unter-
sucht und seit den 70er Jahren sehr arbeitsaufwendige und kostenintensive Gesunderhal-
tungszyklen in Zichtungs- und Vermehrungsbetrieben etabliert, wodurch die bakterielle
Welke in Grenzen gehalten wurde (GRIESBACH et al., 1999).

Das Bakterium ist wirtsspezifisch fir Pelargonien (KLEINHEMPEL et al., 1989). Alle Pe-
largonien sind natirliche Wirtspflanzen fir Xcp. Sorten von P. graveolens, P. acerifolium,
P. x domesticum (PAGEL, 1993), P. tomentosum sowie P. scarborowiae (WHITE, 1993)
weisen Resistenz auf. Bei den am meisten im Zierpflanzenbau verbreiteten P. zonale-
Hybriden und P. peltatum-Hybriden gibt es zwar Unterschiede im Anfélligkeitsgrad, bisher
jedoch noch keine resistenten Sorten (MUNNECKE, 1954; STEPHENS & TUNIER 1989;
KREBS et al., 1993; TAYLOR et al., 1996). Von den etwa 250 Pelargonium-Arten wur-
den bisher ca. 50 auf Resistenz gegen Xcp untersucht und auch einige gefunden, die nur
wenig oder gar nicht befallen werden (KNAUSS & TAMMEN, 1967; WAINWRIGHT &
NELSON, 1972; DUNBAR & STEPHENS, 1989; TAYLOR et al., 1996; GRIESBACH
& TYRACH, 1998).
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Abb. 1. Anfangssymptome der Blattfleckenkrankheit, besonders typisch sind die Blétter
mit “ Schirmwelke" und gelb-braunen Flecken

Abb. 2: Totaler Zusammenbruch einer Pflanze, trotzdem sind die Triebspitzen noch griin
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In Jungpflanzenbetrieben werden umfangreiche Vorkehrungen getroffen, um das Kulturri-
siko zu minimieren. Durch Gewebekultur vermehrte Pflanzen werden auf vollige Befalls-
freitheit auch durch endophytisch lebende, nicht pathogene Organismen getestet. Diese
Pflanzen werden zum Aufbau eines ,,Nuclear-Stock* verwendet, der in insektensicheren
Gewéchshéausern aufgezogen wird. Aus dem ,,Nuclear-Stock® wird durch vegetative Ver-
mehrung ein , Mother-Stock" aufgezogen, wobel auf strenge Hygienemal3nahmen geachtet
wird. Aus diesem gehen mehrere Generationen eines ,, Propagation-Stock” hervor, von dem
Stecklinge fur die Weiterkultur oder den Verkauf geerntet werden. Die besten Pflanzen des
»Nuclear-Stock® werden jahrlich, nachdem umfangreiche Tests auf Virosen und Xcp

durchgefihrt wurden, zum Aufbau eines neuen ,, Nuclear-Stock” verwendet.

Die Bedeutung der bakteriellen Stengelfaule und Blattfleckenkrankheit der Pelargonie ist
unumstritten. Da der Erreger Xcp bei latentem Auftreten und durch leichte Verwechslung
mit Schadbildern anderer Erreger nicht immer einwandfrei anhand der von ihm verursach-
ter Symptome an den Pflanzen identifiziert werden kann, sind spezielle Diagnosemethoden
erforderlich, um einen Befall mdglichst friihzeitig aufdecken zu kénnen und durch Selekti-
on weitgehendst bakterienfreier Mutterpflanzen eine Ubertragung des Erregers bei der ve-
getativen Vermehrung zu vermeiden. Ein anderer Weg zu bakterienfreiem oder -armem
Pflanzenmaterial zu kommen, ist die Gewinnung von Pelargonien aus Samen. Aber auch
samenvermehrte Pelargonien sind nicht als vollig befallsfrei einzustufen, doch ist eine Er-
regeriibertragung durch Samen von geringer Bedeutung (HEIMANN, 1973; BROTHER
1979, 1981b). BROTHER (1981b) konnte nach Untersuchung von 500 Pelargoniensamen
nur in 0,2% der Samen Xcp nachweisen. KOUCHEKI (1973b) fand in 1,8% der Falle Xcp-
infizierte Pelargoniensamen.

Xcp kann auch heute noch zu einer starken Gefahrdung der Pelargonienproduktion fihren,
da der Erreger mangels wirksamer chemischer Bekémpfungsmittel nur prophylaktisch
durch entsprechende Kulturtechnik und Pflanzenhygiene bekampft werden kann und hau-
fig latentes Auftreten das Erkennen der Krankheit erschwert sowie eine unkontrollierte
Verbreitung des Erregers vor alem bel der vegetativen Vermehrung ermoglicht
(BACHTHALER, 1973; GRIESBACH et al., 1985).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb das Phéanomen der Latenz von Xcp in Pelargo-
nienpflanzen naher untersucht werden. Dazu wurden Pflanzen von zwei Pelargoniensorten

mit niedriger Inokulumskonzentration inokuliert und das Verhaten der Bakterien in den
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Pflanzen im Gewéchshaus und in der Klimakammer verfolgt. Zunéchst mussten dafir An-
tibiotika-resistente Bakterien im Labor selektiert und auf ihre genetische Stabilitét in plan-
ta und in vitro geprift werden. Die Ausbreitung der markierten Bakterien wurde in den
Stengeln, den Blattern, den Wurzeln, der Erde und im Sickerwasser verfolgt. Aul3erdem
wurde die Auswirkung niedriger und hoher Temperaturen auf den Erreger im Stengel ver-
folgt und in einem Langzeitversuch Uber 68 Monate untersucht, wie lange sich die Bakteri-

en unerkannt (latent) in der Pflanze aufhalten konnten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Medien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den
Firmen SIGMA (Deisenhofen), BOEHRINGER (Ingelheim), MERCK (Darmstadt), ROTH
(Karlsruhe) und SERVA (Heidelberg) bezogen.

2.2 Sterilisationstechniken

Alle Glaswaren, wie Glaspipetten, Erlenmeyerkolben und Reagenzgléser, die fur die Her-
stellung von Medien verwendet wurden, wurden fir 4 h bei 180 °C im Trockenschrank ste-
rilisiert. Ndhrmedien und Kunststoffmaterialien wurden im Autoklaven fir 20 min bei 121
°C und 1 bar sterilisiert. Empfindliche organische Verbindungen, wie Antibiotika und C-
Quéllen, wurden sterilfiltriert und dem Grundmedium nach dem Autoklavieren und Ab-
kihlen auf 47 °C zugeflgt. Die Sterilfiltration erfolgte durch einen Sterilfilter - bestiickt
mit einer Zellulose-Acetat-Membran, Porendurchmesser 0,22 um (Fa. SARTORIUS, Got-
tingen). Spatel, Osen und Pinzetten wurden in 70%igem EtOH gespiilt und tiber dem Bun-
senbrenner abgeflammt. Alle Arbeiten, die unter sterilen Bedingungen erfolgen mussten,
wurden unter Benutzung der sterilen Werkbank (GELAIRE HF 48) durchgefihrt.

23 Bakterienstamme

Fur die epidemiologischen Untersuchungen wurde der Stamm ,GSPB 2503 von
Xanthomonas campestris pv. pelargonii aus der Gottinger Sammlung Phytopathogener
Bakterien verwendet, der von uns auf Resistenz gegen 100 ppm Rifampicin selektiert
worden war (Kap. 2.5). AulRerdem wurden die Antibiotika-resistenten Stamme GSPB
2400 (resistent gegen 150 ppm Streptomycin) und GSPB 2401 (resistent gegen 100 ppm
Rifampicin und 150 ppm Streptomycin) eingesetzt. In Kontrollversuchen wurde der
zugehorige Wildstamm GSPB 1955 (Herkunft PAGEL, Fa. ENDISCH) verwendet.
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24 Nahr medien

Die resistenten Xcp-Stamme wurden in folgenden Nahrmedien selektiert:

24.1 Hefeextrakt-Pepton-Natriumchlorid (nach RHODES, 1959)

Hefeextrakt 30 g
NaCl 50 g
Pepton 100 g
dest. H,O 1000 ml
PH 7,2

Die gewonnenen Bakterienisolate wurden in Schragréhrchen mit folgendem Medium fir
die spateren Versuche aufbewahrt:

2.4.2 Hefeextrakt-Dextrose-Kalk-Agar (nach LELLIOTT & STEAD, 1987)

Hefeextrakt 100 g
Glukose 200 g
CaCOs 200 g
Agar 120 ¢
Bidest. H,O 1000 ml

pH nicht eingestel It

Fur die I solationen aus dem Pflanzenmaterial wurden das semisdl ektive Tween-Cellobiose-

Medium und ein generelles Medium verwendet:

24.3 Tween-Cellobiose-M edium (nach BATUR et al., 1994)

Pepton 10,0 g
KBr 100 g
CaCl, 025 ¢
HsBO3 030 g
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Bacto-Agar 16,0 g

Bidest. H,O 1000 ml

pH 74

Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf 45 - 50 °C wurden aseptisch hinzugeflgt:
Tween 80 10 ml

Cellobiose 10,0 ginHO

Cycloheximid 50,0 mginHO

Cephalexin 650 mginEtOH
5-Fluorouracil 120 mg

Tobramycin 040 mg

244 NGA-Medium (nach MAVRIDIYS)

Nutrient Broth (Difco oder Oxoid) 80 g
Glukose 100 g
Hefeextrakt 30 g
Agar 160 g
dest. H,O 1000 ml
pH 7,2

245 NGAR-Medium

Nutrient Broth (Difco oder Oxoid) 80 g
Glukose 100 g
Hefeextrakt 30 g
Agar 160 g
dest. H,O 1000 ml
pH 7,2

Zutaten autoklavieren und auf 45 °C abkuhlen, anschlief3end sterilflitrierte Zugabe von:
Rifampicin 100  ppm, in Methanol gel6st
Cycloheximid 100  ppm, in H,O gel6st
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246 NGAS-Medium

Nutrient Broth (Difco oder Oxoid) 80 ¢
Glukose 100 g
Hefeextrakt 30 g
Agar 16,0 g
dest. H,O 1000 ml
pH 7,2

Zutaten autoklavieren und auf 45 °C abkihlen, anschlief3end sterilfiltrierte Zugabe von:
Streptomycinsulfat 150  ppm, in H,O gel6st

247 NGARSMedium

Nutrient Broth (Difco oder Oxoid) 80 g

Glukose 100 g

Hefeextrakt 30 g

Agar 160 g

dest. H,O 1000 ml

pH 7,2

Zutaten autoklavieren, auf 45 °C abkuhlen, anschlief3end sterilfiltrierte Zugabe von:
Rifampicin 100  ppm, in Methanol gel6st
Streptomycinsulfat 150  ppm, in H,O gel6st

Alle Medien wurden nach dem Autoklavieren unter Benutzung der Werkbank in Petrischa-

len (@9 cm) ausgegossen.

25  Gewinnung von Antibiotika-resistenten M utanten

Um in unseren Untersuchungen das latent vorkommende Bakterium leicht isolieren zu
koénnen, wurde eine Antibiotika-resistente Mutante von Xcp hergestellt. Zur Herstellung
der Mutante wurde der Bakterienstamm Nr. 1955 aus der Gottinger Sammlung Phyto-
pathogener Bakterien (GSPB) in eine Vorkultur (30 ml Rhodes-Nahrldsung) mit einer ste-
rilen Impfose direkt von dem Schragréhrchen beimpft. Die Vorkultur wurde fur 1 d bei 25
- 28 °C und bei 110 U/min auf einem Rundschittler (Modell IRC-1-U, Fa. Kihner, Basel)
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inkubiert. Flr die Hauptkultur wurden 2 x 300 ml Rhodes-Nahrl6sung mit jeweils 5 ml aus
der Vorkultur beimpft und 1 d bei den gleichen Bedingungen auf dem Schiittler inkubiert.
Nachdem die Kulturen gut gewachsen waren, wurde einem Erlenmeyer-Kolben 20 ppm
(Endkonzentration) steril filtriertes Rifampicin zugefugt. Der zweite Erlenmeyer-Kolben
wurde zur Kontrolle ohne Antibiotikum belassen. Die Kulturen wurden dann 2 weitere Ta-
ge unter den oben genannten Bedingungen auf dem Schittler inkubiert. Danach wurden 2 x
300 ml Rhodes-Nahrldsung mit 5 ml aus der Hauptkultur beimpft. Der ersten Kultur wur-
den nun 40 ppm steril filtriertes Rifampicin zugeftigt. So wurden schliefdlich Rifampicin-
Mutanten gewonnen, die gegen 60, 80 und schliefdlich 100 ppm Rifampicin (GSPB 2503)
resistent waren. Genauso wurde eine gegen 150 ppm Streptomycin (GSPB 2400) resisten-
te Mutante gewonnen. Bel dem ersten Vorgang wurden 25 ppm Streptomycin hinzugefgt,
und bei den darauf folgenden Schritten wurden die Dosen des Antibiotikums auf 50, 75,
100 und 150 ppm erhoht.

In einem weiteren Versuch wurde eine Doppelmutante, mit Toleranz gegen 150 ppm
Streptomycin und 100 ppm Rifampicin (GSPB 2401) gewonnen. Um die Bakterien ge-
gen die Antibiotika zu selektieren, wurden 2 x 300 ml Rhodes-Nahrl6sung mit jeweils 5 ml
aus der Vorkultur beimpft. Nach Bewachsen der Kultur wurden 20 ppm sterilfiltriertes Ri-
fampicin plus 20 ppm Streptomycin zugegeben. Durch graduelle Erhéhung der Antibioti-
kakonzentrationen wurde schliefdlich eine gegen 100 ppm Rifampicin und 150 ppm Strep-
tomycin resistente Mutante hergestellt.

Nach jedem Schritt wurde eine Verdinnungsreihe hergestellt und in Petrischalen mit
NGA-Agar, der die gleiche Antibiotikakonzentration wie das Flissigmedium enthielt, und
auf NGA-Medium ausplattiert. Nach 2 - 3 d bei 25 °C im Brutschrank wurden typische
einzelne Kolonien ausgesucht und auf Schragrohrchen mit Hefeextrakt-Dextrose-Kalk-
Agar bel 10 °C kuhl aufbewahrt. Gleichzeitig wurde der Antibiotika-resistente Xcp-Stamm
lyophilisiert.

25.1 Stabilitat des Antibiotika-resistenten Stammesin planta
Die Mutante (GSPB 2503) wurde in planta gepruft, um eine eventuelle Riuckmutation des

Antibiotika-resistenten Stammes und / oder einen Verlust seiner Pathogenitét zu Uberpri-
fen (RUSSELL, 1975). Je 2 Pelargonienpflanzen der Sorten “Isabell und “Rosario* wur-
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den mit dem Antibiotika-resistenten Stamm inokuliert. Zur Kontrolle wurden zwei Pflan-
zen mit dem Wildstamm (GSPB 1955) inokuliert. Zur Inokulation der Pflanzen wurde eine
Glasspritze (Hero Injektionskanile, Nr. G 18) verwendet. Zwischen jeder Injektion wurde
die Injektionskantle mit 70% EtOH sterilisiert und dann mit Leitungswasser gespullt. Die
behandelten Pflanzen wurden im Gewéchshaus bei 25 °C und einer relativen Luftfeuchte
von 60 - 70% aufgestellt. Nach zwel Wochen wurden die Bakterien aus dem Stengel zu-
rickisoliert. Die Pflanzenproben wurden in 0,01 M MgSO,-L 6sung zermdrsert, und vom
Homogenat wurden Verdinnungsreihen hergestellt. Aus jeder Verdinnungsstufe wurden
jeweils 0,1 ml auf das NGA-Medium und das NGAR-Medium ausplattiert und 3 d bei 25
°C im Brutschrank inkubiert. Nach dem Auszéhlen der Kolonien wurde die Lebendkeim-

zahl pro Gramm Frischstengel gewicht berechnet.

26  Herkunft und Anzucht der Pelargonien

Die Versuchspflanzen wurden von Herrn Dr. Pagel (Fa. Geranien Endisch, Hagenbach) als
bewurzelte Stecklinge zur Verfligung gestellt und in Plastiktopfe (& 15 cm) mit Einheits-
erde-Sand-Kompost im Verhdltnis 2:1:2 gepflanzt. Es wurden zwei Pelargoniensorten
eingesetzt: “Rosario” (anfélig) und “Isabell” (etwas weniger anféllig).

2.7 Anzucht der Bakterien

Zur Anzucht der Bakterien wurde der Stamm GSPB 2503 mit einer sterilen Impfése direkt
vom Schragréhrchen auf das NGA-Medium geimpft und im Brutschrank 2 - 3 d bei 25 °C
inkubiert. Von einer typischen Kolonie wurde mit einer halbvollen Impfdse ein Erlenmey-
er-Kolben mit 25 ml Rhodes-Medium beimpft und fir 1 d bel 25 °C und 110 U/min auf
einem Rundschittler inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei ca. 3000 g wurde
das Pellet in 5 ml 0,01 M MgSO, aufgenommen. Nach weiterer Verdinnung in 0,01 M
MgSO, wurde die optische Dichte (OD) der Bakteriensuspension in einer 1 cm Klvette
spektralphotometrisch (BAUSCH & LOMB, Spectronic 20) bei 660 nm auf 0,06 einge-

stellt. In dieser Suspension waren ca. 10° cfu/ml enthalten.
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2.8 Einflussder Temperatur auf die Vermehrung und Latenz von Xcp in planta

Diese Versuche wurden in Kooperation mit Frau Dr. Brielmaier-Liebetanz, Biologische
Bundesanstalt fur Land- und Forstwirtschaft (Braunschweig) durchgeftihrt, wo die Pflan-
zen in Temperatur-konstanten Gewéchshauskabinen (25 °C und 15 °C) aufgestellt wurden.
Die Lichtintensitét betrug 6000 lux in Pflanzenhthe.

2.8.1 Inokulation von zwei Pelargoniensorten mit dem Antibiotika-resistenten

Stamm

Zur Inokulation wurden am 08. 01. 1996 10 ul einer frischen Suspension der Antibiotika-
resistenten Mutante (siehe 2.7) in Konzentrationen von 10° 10* oder 10° cfu/ml (genaue
Konzentrationsbestimmung in Kap. 3.2) in die Stengel mit einer sehr feinen Injektionsna-
del (Unimetrics coorporation 1-TP9050R) inokuliert. Von den beiden Pelargoniensorten
“Rosario” und “Isabell* wurden jeweils 40 Pflanzen mit jeder der drei Konzentrationen
inokuliert. Zum Zeitpunkt der Inokulation waren die Pflanzen etwa 15 - 20 cm hoch, und
etwa 20% besal}en Seitentriebe. Die Inokulationsstelle befand sich ca. 10 cm Uber dem
Erdboden. Vor der Inokulation wurden von jeder Bakteriensuspension 100 ul auf NGA
und NGAR-Medium viermal ausplattiert, um die Antibiotikaresistenz des Isolats zu Uber-
prifen. Nach jeder Injektion wurde die I njektionskanile zweimal mit 70% EtOH sterilisiert
und anschlief3end mit Leitungswasser gespult. Die Inokulationsstellen wurden zuerst mit
einem Etikett beklebt und dann mit Parafilm umwickelt. Als Kontrolle wurden jewelils 15
Pflanzen mit H,O inokuliert. Anschlief3end wurden die Pflanzen im Gewéachshaus bel 25
°C und einer relativen Luftfeuchte von 60 - 70% aufgestellt. Die gleiche Zahl &hnlich ino-
kulierter Pelargonienpflanzen wurde im Gewéchshaus bel 15 °C und 50 - 60% relativer
L uftfeuchte aufgestellt. Die Entwicklung typischer Krankheitssymptome wurde regelméaldig
registriert und die Vermehrung und Ausbreitung der Bakterien innerhalb der Pflanzen
durch I'solationen zu bestimmten Terminen bestimmt.
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2.8.2 Versuchsaufbau

Der Versuch bestand zundchst aus 12 inokulierten Versuchsgliedern (Tab. 1) von jewells
40 Pflanzen:

Tab. 1: Ubersicht tiber die Versuchsglieder

Nr.

Inokulum-

Konzentration

“|sabel

“Rosario”

25°C

15°C

25°C

15°C

10°

X

10°

10°

10°

10*

10*

10*

10*

O] 0| N| O O &~ Wl N

10°

=
o

10°

[EEY
=

10°

[EEN
N

10°

[EEN
w

Wasser-Kontr.

[HEN
~

Wasser-Kontr.

[EEN
a1

Wasser-Kontr.

[ERN
(e}

Wasser-K ontr.

X) = jeweils 40 Pflanzen

Sechs Monate nach der Inokulation, d. h. am 03. 07. 1996, wurde jeweils die Halfte der
noch verbliebenen Pflanzen von jedem Versuchsglied in die Kabine mit der jeweils ande-
ren Temperatur transferiert, d. h von 25 °C nach 15 °C, und von 15°C nach 25 °C. Am 15.
12. 1997 wurden die restlichen V ersuchspflanzen nach Gottingen gebracht und dort wieder
bei 25 °C und 15 °C aufgestellt.

Dungung: Bis zum August 1998 wurden die Pflanzen nach Bedarf (etwa alle 2 Monate)
mit 1% Hakaphos gediingt. Danach wurden die Pflanzen wdchentlich gediingt.



Kapitel 1 MATERIAL UND METHODEN 51

Das folgende Schema zeigt den Versuchsaufbau, der in gleicher Weise fir die beiden Ver-
suchssorten “Isabell“ und “Rosario” und die 3 Inokulumskonzentrationen durchgefihrt
wurde.

Inokulation: 08. 01. 1996: Biologische Bundesanstalt fur Land- und Forstwirtschaft,

Braunschweig
25°C 15°C
Probenahmen: 23. Januar 1996
15. uar 1996
3 Marz 1
5. April 1996
13. Mai 19
3. Juli 1996
Anderung der Temperatur fir jewéils 50% der verbliebenen Pflanzen: 03. 07. 19
25°C 15/25 °C 15°C 25/15 °C
Probenahmen: 14. August 1996

10. September 1996
7. Oktober 1996
5. November 1996
10. Dezember 1996
7. Oktober 1997
12. November 1997
9. Dezember 1997

Transfer nach Gottingen: 15. 12. 1997

25 °C: Schwankungen im Sommer 15 °C: Sehr konstante
zeitweise deutlich hoher als 25 °C Temperatur

25°C 15/25 °C 15°C 25/15°C
Probenahmen: 22. Mai 1999

14. Oktober 1999
11. November 1999

9. April 2000
15. Mai 2000
22. Juni 2000

9. Juli 2000

29. September 2000
29. Oktober 2000
10. September 2001
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2.8.3 Gewinnung von Pflanzenextrakten zum Nachweis der Bakterien

Bei diesen Versuchen wurden die gesamten Pflanzen segmentiert, um festzustellen, wo die
Bakterien in der Pflanze waren, und wie hoch die Bakterien sich in der Pflanze ausgebrei-
tet hatten.

Die Pflanzen ohne Wur zeln wurden in Teilen von 2 cm segmentiert. Jedes Segment wur-
de numeriert und das Frischgewicht bestimmt. Die Proben wurden oberflachlich mit
70%igem EtOH sterilisiert, kurz abgeflammt und dann mit einem sterilen Skalpell in klei-
nere Stlicke zerschnitten. Die Proben wurden je nach Grof3e in 1 - 2 ml MgSO.-L6sung
zermorsert. Aus Verdinnungsreithen wurden 0,1 ml auf NGA und auf NGAR- Medium
ausplattiert und 2 d bei 25 °C inkubiert. Nach dem Auszéhlen der Kolonien wurde die Le-
bendkeimzahl pro Gramm Frischgewicht Pflanzengewebe berechnet.

Zur Isolation der Bakterien aus den Wur zeln wurde die gesamte Pflanze aus dem Plastik-
topf herausgenommen und mit Leitungswasser die Erde von den Wurzeln entfernt. Je nach
Lange wurden die Wurzeln etwas gekirzt. Anschlief3end wurde das Frischgewicht be-
stimmt. Die Wurzeln wurden kurz in 70%iges EtOH getaucht, mit einem sterilen Skalpell
in kurze Sticke geschnitten und in 1 - 5 ml MgSO4-L 6sung zermdrsert. Aus Verdinnungs-
reihen wurden 0,1 ml auf NGA und auf NGAR- Medium ausplattiert und 2 d bei 25° Cim
Brutschrank inkubiert.

Zur Isolation aus dem Kultursubstrat wurden 5 g Erde ohne Wurzelreste aus verschiede-
nen Stellen des Topfes entnommen, gemischt und mit steriler 0,01 M MgSO.-L6sung
durch eine mehrschichtige Baumwollgaze gefiltert. Das in einem Becherglas gesammelte
Wasserfiltrat wurde durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, Fa. Sigma 3-1) bei 6000 x g fur
15 min pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml steriler 0,01 MgSO,4-L6sung aufgenommen,
1:10 verdunnt und auf NGA und NGAR-Medium ausplattiert.

2.8.4 Auswertung des Krankheitsbefalls

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums (4,5 Jahre) wurde zu verschiedenen Terminen
bonitiert und jewells der prozentuale Anteil der erkrankten Pflanzen ausgerechnet. Im Ver-
laufe dieses Langzeitversuches wurden mehrfach gesunde Versuchspflanzen entnommen,
um das Vorkommen latent vorhandener Bakterien zu Uberprifen. Dadurch wurden dem

Versuch sehr frih Pflanzen ohne Symptome entzogen. Wenn danach zusétzliche Pflanzen
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erkrankten, musste deren Anteil auf die zum letzten Termin noch vorhandenen gesunden
Pflanzen hochgerechnet werden. Nach diesem Verfahren wurde zu jedem Boniturtermin,
gestutzt auf die gezadhiten kranken Pflanzen, ein entsprechender Anteil kranker Pflanzen
fUr die bis dahin ausgeschiedenen gesunden Pflanzen ermittelt und zu den aktuell erkrank-

ten Pflanzen addiert.
2.9  Untersuchungen zu moglichen I nfektionswegen

Als hauptsachliche Quelle einer Xcp-Infektion werden infizierte Mutterpflanzenbestande,
bakterienkontaminierte Stecklingsmesser und verseuchtes Kultursubstrat angesehen
(BROTHER, 19814). Hier sollte tiberpriift werden, tiber welche Eintrittspforten die Bakte-

rien in das Innere der Pflanzen gelangen und dadurch Symptome hervorrufen konnen.
2.9.1 Infektion tUber das Blatt

Bel anderen pflanzenpathogenen Bakterien ist schon lange eine epiphytische Vermehrung
auf gesunden Pflanzen bekannt (CROSSE, 1959).

In diesem Versuch wurden 100 pl von einer Xcp-Suspension (10° cfu/ml) an 10 Pelargo-
nienpflanzen der Sorte ,,Rosario” auf die Blétter getropft. Die Pflanzen wurden in der Kli-
makammer bei 20 °C und 80% Luftfeuchtigkeit aufgestellt. Es sollte festgestellt werden,
wie lange die Bakterien epiphytisch auf dem Blatt Ieben kdnnen, und ob sie Uber das Blatt
durch den Blattstiel die Pflanze systemisch befallen und eine Stengelfaule verursachen
konnen.

Fur den Nachweis der Bakterien wurden Blétter und Blattstiele getrennt in 10 ml 0,01 M
MgSO, geschiittelt. In der Uberstehenden Waschfllissigkeit sowie in den Homogenaten von
Bléattern und Blattstielen, die zum Schluss hergestellt wurden, wurde die Bakterienkonzent-

ration durch Verdiinnungsreihen und Ausplattieren bestimmt.
2.9.2 Infektion Uber die Schnittstelle

Das Auftreten der durch Xcp verursachten bakteriellen Pelargonienwelke wird stark durch
vegetative Vermehrungsmethoden begiinstigt. Zur Uberprifung dieses Infektionsweges
wurden von gesunden Mutterpflanzen 10 cm grof3e Stecklinge gewonnen. Auf die Schnitt-

stellen wurden 10 pl der Bakteriensuspension (10° oder 10* cfu/ml) getropft. Nachdem die



Kapitel 1 MATERIAL UND METHODEN 54

Bakteriensuspension eingezogen war, wurden die Stecklinge in Tépfe mit Komposterde
eingetopft und in der Klimakammer bei 20 °C und 80% L uftfeuchtigkeit aufgestellt. Dieser
Versuch wurde am 09. 08. 1998 angesetzt.

2.9.3 Infektion Uber dieWurzeln

Hier wurden bel 6 Pelargonienpflanzen der Sorte “ Rosario” die Wurzeln an der Spitze kurz
abgeschnitten, 5 min in eine Bakteriensuspension mit 10°, 10* oder 10° cfu/ml getaucht und
wieder eingetopft. Die inokulierten Pflanzen wurden bei 25 °C im Gewachshaus aufgestel It

und fast ein Jahr lang einmal in der Woche bonitiert.

2.9.4 Untersuchungen mit Stecklingen aus latent infizierten Mutter pflanzen

Aus den Pflanzen, die Uber das Blatt (2.9.1) oder die Schnittstelle (2.9.2) inokuliert worden
waren, wurden am 25. 06. 1999 neue, 10 - 20 cm grof3e Tochterstecklinge gewonnen. Vor
dem Einpflanzen der Tochterstecklinge wurden von der Basis mit einem sterilen Skalpell 2
- 3 mm dinne Scheibchen abgeschnitten. Die diunnen Scheibchen wurden in 70% EtOH
sterilisiert, kurz abgeflammt und dann in 2 - 3 ml TC-L6sung fir 24 h bei 25 °C und 110
U/min geschiittelt. Anschlieend wurden direkt vom Uberstand 0,1 ml auf NGAR und
NGA-Medium mehrfach ausplattiert und 2 - 3 d bei 25 °C inkubiert. Die Ergebnisse sind
in Kapitel 3.4.3, Tabelle 22 beschrieben.

Die Stecklinge wurden in Jiffy Topfe (0 5,5 x 5 cm) mit Komposterde gepflanzt und in der

Klimakammer bei 20 °C aufgestellt. Nach der Wurzelbildung wurden sie umgetopft.

Mit diesen Versuchen sollte festgestellt werden, ob eine Bakterieniibertragung von einer
latent befallenen Mutterpflanze auf die von ihr gewonnenen Stecklinge erfolgen kann. Die-
ser Versuch verlief Uber einen Zeitraum von mehr als 16 Monaten.

Ein zweiter Tell der Proben wurde in TC-Ldsung bel 25 °C und 110 U/min fir 24 - 48 h
inkubiert. Mit dem Uberstand wurden Petrischalen mit NGA-, NGAR-Medium und TC-
Medium beimpft, die anschliefRend fir 2 - 3 d bei 25 °C im Brutschrank inkubiert wurden.

295 Infektion Uber das Giel’- und Sicker wasser

Zur Bestimmung der Bakterienkonzentration im Sickerwasser wurden stark befallene Pe-

largonienpflanzen von oben etwas Ubermaldig gegossen. Das durchsickernde Gief3wasser
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wurde unten in einem Becherglas aufgefangen. Aus dem gesammelten Sickerwasser wur-
den 0,1 ml auf NGA und NGAR-Medium 4 mal ausplattiert. Die Inkubation erfolgte wie
oben beschrieben. Nach Auszahlung der Xcp-Kolonien wurde die Bakterienkonzentration

je ml Sickerwasser bestimmt (siehe Kapitel 3.8).

Bodenwasser: Die markierten Bakterien wurden auf NGAR-Medium im Brutschrank
frisch (24 h) angezogen, in 0,01 M MgSO,-L6sung suspendiert, auf eine optische Dichte
von 0,6 (ca. 10° cfu/ml) eingestellt und anschliefend 1:100 (ca. 10°) und noch mal 1:1000
(ca. 10%) verduinnt. Von jeder Bakterienkonzentration wurde 1 Liter in jeweils eine Plastik-
schale (29 x 9,5 cm) gegossen. In jede Schale wurden 6 junge eingetopfte Pelargo-
nienpflanzen (ca. 15 cm grof?) der Sorte “Rosario” gestellt. Die Pflanzen wurden in der
Klimakammer bel 22 °C und einer relativen Luftfeuchte von 60 - 70% aufgestellt. Die
Versorgung der Pflanzen mit Wasser erfolgte nur tber die Schale, um die Wahrscheinlich-
keit zu erhGhen, dass die Bakterien aus dem Wasser in der Schale in die Pflanzen eindran-

gen.

Gief3wasser: Die markierten Bakterien wurden wie oben beschrieben angezogen und auf
eine optische Dichte von 0,06 (ca. 10° cfu/ml) eingestelIt.

In eine Plastikschale (29 x 9,5 cm) wurden 5 Tontdpfe mit je einer kleinen Pflanze gestellt.
Nur die in der Mitte der Schale befindliche Pflanze erhielt durch Gief3en 4 ml von der
frisch angesetzten Bakteriensuspension. Dadurch sollte Gberprift werden, ob die direkt be-
handelte Pflanze erkrankte, und ob spéter von ihr aus die benachbarten Pflanzen tber das
Giefdwasser von Bakterien befallen wurden. Die Pflanzen wurden in der Klimakammer bei
22 °C und einer relativen Luftfeuchte von 60 - 70% aufgestellt und regelméaldig bonitiert.

2.10 Besedlung verwandter Unkrauter durch Xcp

Es sollte bestimmt werden, inwiewelit die Bakterien durch Unkréuter Gbertragbar sind oder
auf Unkréutern in einer epiphytischen Phase léngere Zeit Uberdauern konnen. Deswegen
wurden nur mit den Pelargonien verwandte Unkrauter untersucht und die Arten Erodium
cicutorium (Reiherschnabel), Geranium dissectum (Schlitzbléttriger Storchschnabel) und
Geranium pisillum (Kleiner Storchschnabel) aus der Familie Geraniaceae mit den markier-

ten Bakterien inokuliert.
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Die Samen wurden von Herrn Dr. Steinmann (Zentrum fur Umwelt und Landwirtschaft,
Universitat Gottingen) zur Verfigung gestellt. Die Samen wurden in Kunststofftopfen (18
x 18) mit einem Einheitserde / Sand-Gemisch (1:1) vorgezogen. Die Pflanzen wurden im
Gewéchshaus bel 25 °C und einer relativen Luftfeuchte von 60 - 70% kultiviert.

2.10.1 Pikieren und Inokulation der Unkrautkeimlinge

Die Keimlinge wurden 20 Tage nach der Aussaat pikiert und vereinzelt. Von jedem Un-
kraut wurden insgesamt 8 Pflanzen in Kunststofftopfe (13 x 13 x 13) mit einem Einheitser-
de/Sand-Gemisch gepflanzt. Mit einer Bakteriensuspension von 10® cfu/ml (GSPB 2503)
wurden die Stengel (durch Impfkantle) und Bléatter (durch Spriher) inokuliert. Die Pflan-
zen wurden im Gewéchshaus bei 25 °C und einer relativen Luftfeuchte von 60 - 70% auf-
gestellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1  Stabilitat und Virulenz des Antibiotika-resistenten Xcp-Stammesin planta

Die Pelargoniensorten “Isabell® und “Rosario” wurden mit 3 selektierten Antibiotika-
resistenten Xcp-Stammen (GSPB 2503, 2400 und 2401) und dem Wildstamm (GSPB
1955) im Gewéachshaus inokuliert. Vierzehn Tage nach der Inokulation zeigten sich bereits
deutliche Symptome, und nach zwanzig Tagen wurden die resistenten Xcp-Stamme aus
inokulierten Stengeln zurtickisoliert. Die Versuchsergebnisse deuteten nicht auf ein Riick-
mutieren der markierten Bakterien zum Antibiotika-sensitiven Wildstamm hin (Tab. 2), da
auf dem NGA-Medium nicht deutlich mehr Bakterien gefunden wurden als auf den Anti-
biotika-haltigen Medien.

Tab. 2: Uberpriifung der Stabilitdt von 3 Antibiotika-resistenten Xcp-Stammen nach 20-
tagigem Verbleib im Pelargonienstengel durch Bestimmung der Konzentration im Stengel
nach Ausplattierung auf Antibiotika-haltigen Nahrmedien im Vergleich mit dem NGA-
Medium ohne Antibiotikum-Zusatz

Mutante NGA NGAR- NGAS- NGASR-
Medium Medium Medium

a) GSPB Nr. 2503 2,5x 10’ 2x 10’
b) GSPB Nr. 2400 5 x 10° 2 x 10°
c) GSPB Nr. 2401 1,1x 10’ 8,8 x 10°

Kontrolle GSPB 1955 | 2,1 x 10’

a) = Mutante mit Resistenz gegen 100 ppm Rifampicin
b) = Mutante mit Resistenz gegen 150 ppm Streptomycin
C) = Mutante mit Resistenz gegen 100 ppm Rifampicin und 150 ppm Streptomycin

Fast in allen Versuchsgliedern wurden auf den N&hrbdden ohne Antibiotika dhnlich viele
Bakterienkolonien gezahlt, wie auf den Antibiotika-haltigen Nahrmedien. Allerdings zeigte
die gegen 150 ppm Streptomycin und 100 ppm Rifampicin resistente Mutante auf dem Se-

| ektivmedium Kolonien mit unterschiedlicher GrofRe und mit uneinheitlichem Aussehen.
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Der untersuchte resistente Xcp-Stamm GSPB 2503 zeigte in den Pelargonienpflanzen im
Vergleich zum Wildstamm keine unter schiedliche Virulenz. Die ersten Symptome traten
7 - 10 Tage nach der Inokulation auf. Die Symptome der Blattflecken erschienen zuerst al's
wasserdurchsogene, 6lig durchscheinende Punkte auf der Blattunterseite. Spéter zeigten
diese Flecken ein braunrotes Zentrum.

Am haufigsten traten Symptome am Stengel auf. Die Stengelfaule ging von der Basis wie
auch von oberen Stengelteilen aus. Zuerst bildeten sich glasige, grinliche Stellen aus, die
in trockene, braune bis schwarze L asionen tbergingen.

Nach diesen Ergebnissen wurde der gegen 100 ppm Rifampicin resistente Xcp-Stamm
2503 wegen seiner Stabilitét und der Einheitlichkeit bei den gesamten Versuchen fir die

weiteren Versuche ausgewahlt.

3.2 Bestimmung der Inokulumskonzentrationen mit der Antibiotika-resistenten

Xcp-Mutante

Die Bakterien wurden wie in 2.7 beschrieben angezogen. Unmittelbar vor der Inokulation
der Pflanzen wurden aus der hergestellten Inokulums-Suspension 10 pl von jeder Konzent-
ration auf dem Antibiotika-haltigen NGAR-Medium vierfach ausplattiert. Nach 2 - 3d In-
kubation bei 25 °C wurden die Bakterienkolonien ausgezahlt (Tab. 3).

Tab. 3: Ermittelte Bakterienkonzentration in der Inokulums-Suspension, die pro Pflanze
eingesetzt wurde (cfu / 10 ), in 4 Wiederholungen

Bakterien- Volumen der ausplattierten | Anzahl der auf NGAR ge- ]
konzentration | Bakteriensuspension bildeten Xcp-Kolonien

10° 10 pl 2 5 6 1 4
10* 10 ul 89 92 75 70 8l
10° 10 pl 408 380 352 488 407

Es stellte sich heraus, dass die ermittelten Konzentrationen bei allen Verdinnungsreihen
deutlich niedriger waren als sie erfahrungsgemald erwartet wurden. Dies kénnte an dem
relativ niedrigen verwendeten Volumen (10 pl) gelegen haben, bel dem ein geringer FlUs-
sigkeitsverlust das Ergebnis stark verfé schen kann.



Kapitel 1 ERGEBNISSE 59

3.3 Einfluss der Temperatur auf die Vermehrung und Latenz von Xcp in planta
bei ver schiedenen Inokulumskonzentrationen

Symptome und Krankheitsverlauf: Die ersten Krankheitssymptome waren immer Wel-
keerscheinungen. Anfanglich welkten nur einzelne Blattbereiche, spater wurde der
gesamte Blattrand schlaff. Das Blatt ahnelte in seiner Form einem Regenschirm (siehe
auch BROTHER, 1981b und KREBS, 1992). Wenn diese typischen Symptome auftraten
(Abb. 3), wurden die Pflanzen als krank bezeichnet. Der Anteil dieser kranken Pflanzen

wird fur jedes Versuchsglied in den folgenden Tabellen und Abbildungen wiedergegeben.

Etwa 2 - 3 Wochen spéter, am friihesten bei den Jungpflanzen, entwickelten sich die lang-
lichen, zunéchst glasig aussehenden Stengelflecken, die sich schnell vergrofRerten, erst
dunkelgriin, dann schwarzlich wurden und schliefdlich in eine Trockenféule Ubergingen
(Abb. 4). Ausgehend von dem Inokulationspunkt wurde haufig ein einseitiger Befall fest-
gestellt (Abb. 5). Gelegentlich traten an dem fast abgestorbenen Stengelstumpf noch
Sprosse auf, die sich oft noch erstaunlich lange halten konnten, ehe sie einschrumpften und
abstarben.

AulRerdem traten an den Pflanzen Blattflecken auf (Abb. 6). Die Symptome der Blattfle-
cken erschienen zuerst as kleine, rundliche, dunkelgriine bis gelbgriine wasserdurchsoge-
ne, 6lig durchscheinende Punkte auf der Blattunterseite. Spéater konnen diese Flecken ein
braunrotes Zentrum zeigen. In diesem Entwicklungsabschnitt werden sie auch auf der
Blattoberseite erkennbar. Das erkrankte Gewebe farbt sich weiter dunkelbraun und nekro-
tisiert. Im durchfallenden Licht sind die dunklen Flecken von einem gelbgriinen Ring um-
geben (sogenannte Vogelaugenflecke) und dadurch deutlich zu erkennen; diese Flecken
koénnen auch zusammenflieRen (BROTHER, 1979). Abgestorbene Pflanzenteile oder Bl é&t-
ter fallen lange nicht ab, sondern kdnnen mehrere Monate an der Pflanze héngen bleiben.

Eventuell neu gebildete Blétter bleiben klein und sind graugriin verfarbt.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind im Folgenden vollstandig
nur fUr die Bakterienzahlen in symptomlosen Stengeln, d. h. bei Latenz, wiedergegeben
(Tab. 5, 7,9, 11, 13 und 15). Im kranken Pflanzengewebe wurden immer sehr hohe Bakte-
rienkonzentrationen gefunden (10 bis 10° cfu/g Frischgewicht), die exemplarisch in Ab-

bildungen 10 und 14 wiedergegeben sind.
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Abb. 4: Dunkelbraune Stengelflecken, diein Trockenfaule Gibergehen
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Abb. 5: Fortgeschrittener einseitiger Befall mit Trockenfaule, die verdorrten Blétter fallen
nicht ab

Abb. 6: Typische Blattflecken, z. T. V-formig oder eine Blatthélfte ist rétlich, einige Blét-

ter ganz verdorrt, die noch griinen Bléatter sind schlaff
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3.3.1 25°C und 10°cfu/ml

Zwei Wochen nach der Inokulation (23. 01. 1996): Die Pflanzen zeigten an der Inokulati-
onsstelle leichte Welke. Von jeder untersuchten Pflanze wurden 5 Proben enthnommen (ei-
ne Probe aus dem Inokulationspunkt, je zwel Proben mit 2 cm Abstand unter und tGber dem
Inokul ationpunkt). Xcp konnte in den Pflanzen beider Sorten nachgewiesen werden

(Tab. 5).

Einen Monat nach der Inokulation erfolgte eine relative starke systemische Ausbreitung
von Xcp. Zu diesem Zeitpunkt verwelkten die Blatter nicht nur am inokulierten Stengel
sondern auch an benachbarten, nicht inokulierten Stengeln. Die Vermehrung und Ausbrei-
tung von Xcp verlief in “Rosario” schneller alsin “Isabell* und fuhrte zu stérkerer Welke.
Dies wurde durch die Bakterienkonzentrationen an der Inokulationsstelle bel “Rosario*
(8,2 x 10% und bei “Isabell“ (nur 3,1 x 10" cfu/g Frischgewicht) bestétigt. Auch der Anteil
der erkrankten Pflanzen war bei “Rosario” (35%) deutlich héher als bei “Isabell (18%)
(Tab. 4). In den untersuchten Proben wurden die Bakterien bis zu den Wur zeln gefunden.
Um genau nachweisen zu konnen, wie weit die Bakterien sich in der Pflanze systemisch
ausbreiteten, wurde wie zu Abb. 10 beschrieben verfahren.

Die Untersuchungen ergaben somit, dass sich die Bakterien in der Pflanze sowohl akrope-
tal als auch basipetal ausbreiteten. Eine Bevorzugung der einen oder anderen Richtung
konnte nicht festgestellt werden.

Ein halbes Jahr nach der Inokulation (03. 07. 1996) waren 70% der Pflanzen von “Isa-
bell“ und 83% von “Rosario” krank (Tab. 4). Nun wurden die restlichen noch gesund aus-
sehenden Pflanzen aufgeteilt. Die eine Halfte wurde bel 25 °C welter kultiviert und die an-
dere bel 15 °C aufgestellt, um zu Gberprifen, ob durch die Temperaturumstellung die Aus-
breitung von Xcp in der Pflanze beeinflusst wurde.

Erste weitere Symptome wurden im September 1997 an Isabell bei 25 °C festgestellt. Zum
Nachweis der Bakterien wurden Proben diesmal nicht nur an den Pflanzenteilen mit Welke
entnommen, sondern auch von gesund aussehenden Nachbar stengeln. Diese Isolationen
aus symptomlosen Pflanzen (Latenz) ergaben bel Isabell Bakterienkonzentrationen von 8,2
x 10°cfu/g Frischgewicht. Bei Rosario wurden die markierten Bakterien nur an der Inoku-
|lationsstelle (5,6 x 10° cfu/g Frischgewicht) gefunden.

Am 12. 11. 1997 wurden zur mikrobiologischen Untersuchung der vollig gesund ausse-
henden Pflanzen die Proben nicht in 2 cm sondern in 4 cm Abstanden, vom Inokulations-
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punkt ausgehend, entnommen. Die markierten Bakterien wurden nur an der Inokulations-
stelle (3,4 x 10% und 9,1 x 10° cfu/g Frischgewicht) gefunden (Tab. 5).

Im dritten Jahr (1998) wurden keine Symptome beobachtet, und ab August 1998 wurden
die Pflanzen wochentlich mit 1% Hakaphos gediingt. Durch die Nahrstoffzugabe kam es
zu einer Wachstumsstimulation, die wahrscheinlich die Latenzphase des Befalls bel der 15
°C Variante unterbrach und zur Befall szunahme mit sichtbaren Symptomen sehr spét fuhr-
te (Isabell auf 88%, Rosario auf 97%). Die Pflanzen zeigten am Anfang einseitigen Befall,
im Laufe der Zeit wurden die Pflanzen total befallen.

Tab. 4 und Abb. 7: Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Reaktion von Pelargo-
nienpflanzen der Sorten “Rosario* und “Isabell* nach Stengelinokulation mit 10° cfu/ml.
Die Zahlen geben die erkrankten Pflanzen in Prozent aler inokulierten Pflanzen an. Die
Pflanzen wurden am 08. 01. 1996 inokuliert.

Datum der Pro- |Isabell 25°C | sabell Rosario 25°C Rosario
benahme Umstellung von Umstellung von
25°C auf 15°C 25°C auf 15°C

08.01.96 0 0

02.02.96 18 35

03.03.96 25 50

05.04.96 45 70

13.05.96 63 83

03.06.96 70 83

03.07.96 70 70 83 83
14.08.96 70 70 83 86
10.09.96 74 70 83 86
07.10.96 74 76 83 90
12.11.97| 83 76 83 90
14.10.99 83 82 83 90
11.11.99 83 82 83 90
22.05.00 83 88 83 93
22.06.00 83 88 83 93
21.07.00 83 88 83 93
07.10.00 83 88 83 97
21.07. 01 83 88 83 97
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Sorten- und Temperaturvergleich
100 I PR — "
-AAA
90 1 A------m-- I AA - "7
AL ,000 - @ -------- -©
go | ke - PN POPP .
& | ] e o-voTTT
£ 704 °
2 60 - 3.7.199
2
_u% 50 - Temperaturumstellung
ey
© 40 -
e
<3 i
2 30
20 -
10 A
0 \4
© © © ©~N~NMINMO®® N O DD Do O O O o o of o o Zeit
D OO OO 000 OO OO OO OO O o O o
E 535 E 5 535EK5 5355 5838565838 553K
<770~ <70 <70 <700 <™O0
- - 4- - ‘Rosario 25 /15 °C —=A——Rosario 25°C —e— Isabell 25°C - - - - ‘Isabell 25/15 °C

Tab. 5: Mikrobiologischer Nachweis von Xcp (in cfu/g Stengel) in latent befallenen Pe-

largonienpflanzen nach Stengelinokulation mit 10° cfu/ml und Aufstellung bei 25 °C oder

25/15 °C
25°C
| sabell Rosario
Probenahme | a b C a b c
23.01.1996 |35x10° [56x10° |15x10* |38x10° | ng
10.09.199 |23x10° |9 ng 5,6 X 10°
3.11.1996 |29x10° |9 ng 7x10° | N9 ng
10. 12. 1996 19x10° | 4x 107
12.11.1997 |34x10* |9 ng 16x10° |9 ng
9,1x10° | N9 ng
25 °C/15 °C
14.08.1996 |2,4x10* |9 ng 41x10° | N9 ng

a: Inokulationsstelle

b: 2-5 cm Uber Inokulationsstelle
c. 2-5 cm unter Inokulationsstelle
ng: untersucht, aber nicht gefunden
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3.3.2 25°C und 10*cfu/ml

Zwei Wochen nach der Inokulation wurden die ersten Pflanzen beider Sorten mikrobiolo-
gisch untersucht. Bei “Isabell“ wurden an der Inokulationsstelle (Tab. 7) und am Nach-
barstengel Bakterien gefunden, obwohl die Pflanzen von aul3en gesund aussahen. Dagegen
waren die Pflanzen von “Rosario” z. T. stark befallen, und die Ausbreitung von Xcp erfolg-
te akropetal und basipetal.

Einen Monat nach der Inokulation wurden bei “Rosario* an der Inokulationsstelle 4,4 x 10°
cfu/g Frischgewicht Bakterien gefunden, und 13% der Pflanzen waren krank (Tab. 6).
Zum gleichen Termin wurden bei Isabell 5,3 x 108 cfu/g Frischgewicht markierte Bakteri-
en gefunden, und nur 3% der Pflanzen waren krank. Die befallenen Pflanzen wurden eben-
falls, wiein Abb. 10 beschrieben, auf Bakteriengehalt untersucht. Es wurde auch hier fest-
gestellt, dass bei “Rosario” die Ausbreitung von Xcp viel schneller als bei “Isabell* erfolg-
te. Biszum 03. 07. 1996 waren 15% von Isabell und 33% von Rosario befallen (Tab. 6).
Nach der Temperaturumstellung am 03. 07. 1996 lief die Krankheitsentwicklung an den
bis dahin noch gesund aussehenden Pflanzen weiter, wenn auch in unterschiedlicher Stér-
ke. Biszum 11. 11. 1999, d. h. mehr als 3 Jahre nach Inokulation, wurden an beiden Sorten
mehr Pflanzen bei der hoheren Kulturtemperatur (25 °C) as bel 15 °C krank (Tab. 6 und
Abb. 8). Danach erkrankten weitere Pflanzen nur noch bei der niedrigeren Temperatur (15
°C) aber nicht mehr bei 25 °C, so dass am Ende des Versuches mehr Pflanzen bel 15 °C
erkrankt waren (Isabell: 74%, Rosario: 100%) als bei 25 °C (Isabell 60%, Rosario 73%).
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Tab. 6 und Abb. 8: Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Reaktion von Pelargo-
nienpflanzen der Sorten “Rosario“ und “Isabell* nach Stengelinokulation mit 10* cfu/ml.
Die Zahlen geben die erkrankten Pflanzen in Prozent aller inokulierten Pflanzen an. Die

Pflanzen wurden am 08. 01. 1996 inokuliert.

Datum der Pro- |lsabell 25°C | sabell Rosario 25°C Rosario
bennahme Umstellung von Umstellung von
25°Cauf 15°C 25°Cauf 15°C

08.01.96 0 0

02.02.96 3 13

03.03.96 3 23

05.04.96 5 28

13.05.96 8 33

03.07.96 15 15 33 33
14.08.96 15 20 33 33
10.09.96 28 26 41 38
07.10.96 41 43 50 38
07.11.96 41 43 54 38
01.12.96 46 43 68 38
12.11.97 60 43 73 38
17.12.97 60 43 73 38
14.10.99 60 54 73 38
11.11.99 60 54 73 49
22.05.00 60 72 73 60
22.06.00 60 72 73 89
21.07.00 60 72 73 100
21.07.01 60 74 73 100
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Sorten- und Temperaturvergleich

3.7.1996
Temperaturumstellung

Befallshaufigkeit in %

Zeit

Jul. 96 ¢
Jul. 97 -

Okt. 97 -
Jul. 98 -

Okt. 98 -
Jul. 99 -

Okt. 99 -
Jul. 00 -

Okt. 00 -
Jan. 01 -
Apr.01 -
Jul. 01 -

Apr. 00 -

Jan. 00 -

Jan. 99 -
Apr. 99 -

Apr. 98 -

Jan. 98 -

—— Rosario 25°C —e—|sabell 25°C - - - - ‘|sabell 25/15 °C - - 4- - -Rosario 25/15 °C

Tab. 7: Mikrobiologischer Nachweis von Xcp (in cfu/g Stengel) in latent befallenen Pe-
largonienpflanzen nach Stengelinokulation mit 10* cfu/ml und Aufstellung bei 25 °C oder
25/15°C

25°C
| sabdll Rosario

Probenahme | a b c a b c
23.01.1996 | 25x 10> | M9 ng
04.03.1996 |3x10%2 | ng

1,4x10° | N9 ng
05. 04. 1996 81x10® |38x10° |
13. 05.1996 38x10° | MY ng
3.07.1996 |44x10* |13x10° |95x10® |3x10° | ng
10.09.1996 |34x10° | M9 ng 63x10° |9 ng

11x 10> |9 ng 12x 10 |9 ng
05.12.1996 |34x10° | ng ng 6,3x10° |ng ng
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25°C
| sabell Rosario
22x10° | ng ng 1,2x 10° | ng ng
11.11.1997 |3,7x10° |ng 37x10° [45x10" |ng 3,7x 10°
1x10* ng ng 3x 10° ng ng
09. 12. 1997 1,3x10* | ng ng
1x 10° ng ng
25°C/15°C
03. 03. 1996 33x10° |ng ng
07. 10. 1996 3x 10° ng ng
07. 10. 1996 1,8x 10°
12.11.1997 |3x 10* ng ng 1,3x10® | ng ng
9 x 107 ng ng

ng: untersucht, aber nicht gefunden

3.3.3 25°C und 10%cfu/ml

Zwei Wochen nach der Inokulation wurden bei “Isabell“ 4,4 x 107 cfu/g Frischgewicht und
bei “Rosario* 8,8 x 10® cfu/g Frischgewicht an der Inokulationsstelle festgestellt (Tab. 9),
aber nicht im benachbarten Gewebe. Bel “Rosario” traten die ersten Symptome einen Mo-
nat nach der Inokulation und bel “Isabell” erst vier Monate nach der Inokulation auf (Tab.
8). Die Pflanzen, die konstant bei 25 °C gehalten wurden, waren am 01.12.1996 zu 42%
(Isabell) bzw. 65% (Rosario) krank, wahrend bei 15 °C nur 5% bzw. 13% erkrankten.

Im Jahr 1997 wurden mehrere gesunde Pflanzen von “Isabell“ und “Rosario* untersucht,
und nur einmal bei “Rosario® am 12. 11. 1997 sehr wenige Bakterien (1 x 10 cfu/ml) ge-
funden (Tab. 9).

Bel den Pflanzen, die am 03. 07. 1996 zur kihleren Temperatur transferiert wurden, ging
ab Ende 1999 bei beiden Sorten die Latenz in akute Krankheit Gber. Danach erkrankten
ale Isabell-Pflanzen Mitte Februar 2000 und ale Pflanzen von Rosario Anfang Oktober
2000 (Tab. 8). Am Anfang war ein einseitiger Befall zu erkennen, spéter waren die gesam-

ten Pflanzen stark befallen. Auch in dieser Versuchsvariante kam sehr deutlich heraus, dass
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bei den Pflanzen, die ein halbes Jahr nach der Inokulation zur niedrigeren Temperatur (15
°C) transferiert worden waren, die Ausbreitung der Bakterien in der Pflanze viel langsamer
aber kontinuierlich erfolgte. Offenbar verlangsamte die niedrige Temperatur die Krank-
heitsentwicklung, jedoch blieben die Bakterien in der Latenzphase am Leben und konnten

nach langerer Zeit die gesamten Pflanzen besiedeln und dadurch stark schédigen.

Tab. 8 und Abb. 9: Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Reaktion von Pelargo-
nienpflanzen der Sorten “Rosario“ und “Isabell“ nach Stengelinokulation mit 10% cfu/ml.
Die Zahlen geben die erkrankten Pflanzen in Prozent aller inokulierten Pflanzen an. Die

Pflanzen wurden am 08. 01. 1996 inokuliert.

Datum der Pro- |Isabell 25°C Isabell Um- |Rosario 25°C Rosario Um-
benahme stellung von 25 stellung von 25
°Cauf 15°C °Cauf 15°C

08.01.96 0 0

02.02.96 0 3

03.03.96 0 3

05.04.96 0 3

13.05.96 5 13

03.07.96 5 5 13 13
14.08.96 14 5 13 13
10.09.96 14 5 13 13
07.10.96 18 5 32 13
07.11.96 32 5 51 13
01.12.96 42 5 65 13
12.11.97 42 5 65 13
17.12.97 42 5 65 13
14.10.99 42 5 65 13
11.11.99 42 55 65 13
16.02.00 42 100 65 27
22.05.00 42 100 65 56
22.06.00 42 100 65 83
21.07.00 42 100 65 83
07.10.00 42 100 65 100
21.07.01 42 100 65 100
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Sorten- und Temperaturvergleich
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Befallshaufigkeit in %

Zeit

Jan. 96
Apr. 96
Jul. 96
Jan. 00 -
Apr. 00 -
Jul. 00 ~
Okt. 00 -
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—— Rosario 25°C —e—|sabell 25 °C - - »- - [sabell 25/15 °C - - 4- - Rosario 25/15 °C

In Abb. 10 wird die Ausbreitung von Xcp innerhalb einer Pflanze von , Rosario” darge-
stellt.

Die Inokulation erfolgte an der Stelle ,,Mitte 1* mit ca. 100 Bakterien. Nach drei Monaten
Kultivierung bei 25 °C wurden Isolationen aus verschiedenen Stellen der Pflanze rechts
(R) und links (L) des Inokulationspunktes, Dolden und Blutenknospen, sowie aus den
Wurzeln durchgefihrt. Auf3erdem wurden die Bakterien im Boden und im Sickerwasser
(siehe Kap. 2.9.5) gesucht. Fast in allen Proben wurden die markierten Bakterien nachge-
wiesen. Die recht hohen Konzentrationen der Bakterien in den Wurzeln (bis zu 10°
cfu/ml) erkldren, dass auch in der Erde und im Sickerwasser die markierten Bakterien vor-
kamen.
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Abb. 10: Ausbreitung von Xcp in einer Pelargonienpflanze der Sorte ,Rosario” und im
Sickerwasser 3 M onate nach Inokulation mit ca. 100 Bakterienzellen an der mit M1 be-
zeichneten Stelle, Inkubation bei 25 °C und 70% relativer Luftfeuchtigkeit.

Pflanzenprobe Dichte cfu/g
Rechts 1 8,2 x 10’
R 2 1,5x 10°
R 3 1,7 x 10°
R 4 58x 10°
R 5 2,3x 10°
R 6 6,8 x 10°
Rechts Dolde > 108
Mitte 1 7,2 x 10’
Mitte 2 1,1x 10°
Mitte* 3 8,6 x 10°
Bliitenknospen > 10°
Links 1 5,2 x 10°
Links 2 > 10°

L. Blatt u. Stiel n.gefunden
Wurzel 1 1,3x 108
Wurzel 2 54 x 10’
Wurzel 3 1,4 x 108
Erde 1 2,3x 10°
Erde 2 5x 10°
Sickerwasser 2x10°

*: |nokul ationsstelle

Erde G NS Wi

Erde AN | 77
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Tab. 9: Mikrobiologischer Nachweis von Xcp (in cfu/g Stengel) in latent befallenen Pe-
largonienpflanzen nach Stengelinokulation mit 10% cfu/ml und Aufstellung bei 25 °C oder
25/15°C

25°C
| sabell Rosario
Probenahme | a b C a b c
23.01.1996 | 4,4x10*° |ng ng 88x10° | ng ng
03.03.1996 | 2x 10? ng ng
22x10° | ng ng
11.10.1996 |1,1x10° |ng ng 2,7 x 10° ng ng
1,6x10* | ng ng
12. 11 1997 1 x 10° ng ng
25/15°C
07.10.1996 |1,2x10*> |ng ng 52x10° | ng ng
07.11.1996 25x10° | ng ng
16. 02. 1996 42x10* | ng ng

3.3.4 15°C und 10°cfu/ml

Die ersten Krankheitssymptome traten nach 2 Monaten bel wenigen Pflanzen auf (Tab.
10). Nach drei Wochen wurden die ersten Proben mikrobiologisch untersucht und nur in
“Rosario” in gesund aussehenden Stengelteilen Bakterien gefunden (Tab. 11). Bei “Isa-
bell“ wurden zum ersten Ma nach 5 Wochen Bakterien im symptomlosen Stengel gefun-
den, sowohl an der Inokulationsstelle (1,2 x 10° cfu/g Stengel-Frischgewicht) al's auch tiber
der Inokulationsstelle (2,8 x 10? cfu/g Stengel-Frischgewicht). Die Bakterien breiteten sich
bei “Rosario” sowohl akropetal als auch basipetal aus. Bei “Isabell“ wurden die Bakterien
in symptomlosen Stengeln nur Gber der Inokulationsstelle gefunden.

Zum Zeitpunkt der Temperaturumstellung am 03. 07. 1996 waren nur 18% der Pflanzen
von Isabell und 63% von Rosario durch Xcp befallen (Tab. 10 und Abb. 11), aber Ende
1996 waren bei 15 °C von “Isabell* schon 50% und von “Rosario” sogar 85% der Pflanzen

erkrankt.
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Von den Pflanzen, die bel 15/25 °C standen, waren bis Ende 1996 67% bei “Isabell* und
bei “Rosario” 78% krank. Die Temperaturerhéhung auf 25 °C bewirkte in der Anfangspha
se eine Beschleunigung der Pathogenese, vor allem bei Isabell (Tab. 10). In den folgenden
Jahren nahm dagegen der Krankheitsbefall bei den bei 15 °C gehalten Pflanzen stérker zu
alsbel den nach 25 °C transferierten Pflanzen, insbesondere bel “Rosario”.

So stieg der Befall von “Isabell bei 15 °C bis zum 07. 10. 2000 auf 86%, und bei “Rosa
rio* sogar auf 100%, wahrend die warmer gehaltenen Pflanzen von “Rosario* nur zu 85%
erkrankten.

Tab. 10 und Abb. 11: Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Reaktion von Pelargo-
nienpflanzen der Sorten “Rosario® und “Isabell“ nach Stengelinokulation mit 10° cfu/ml.
Die Zahlen geben die erkrankten Pflanzen in Prozent aller inokulierten Pflanzen an. Die

Pflanzen wurden am 08. 01. 1996 inokuliert.

Datum der Pro- |Isabell 15°C Isabell Um-  |Rosario 15°C Rosario
bennahme stellung von 15 Umstellung von
°Cauf 25°C 15°Cauf 25°C
08.01.96 0 0
01.02.96 0 0
03.03.96 8 20
05.04.96 13 40
13.05.96 18 48
03.07.96 18 18 63 63
14.08.96 18 40 63 70
10.09.96 45 40 70 70
07.10.96 50 67 85 78
12.11.97| 50 84 85 85
14.10.99 59 84 85 85
11.11.99 59 84 100 85
22.05.00 68 84 100 85
09.07.00 77 84 100 85
07.10.00 86 84 100 85
21.07.01 86 84 100 85
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Befallshaufigkeit in %

3.7.1996
Temperaturumstellung

Sorten-und Temperaturvergleich

Apr 96

Zeit

Jul 96
Okt 96

Jan 97 7
Apr 97 7

—a— Rosario 15°C - - e- -

Jul 97 7
Okt 97 1
Jan 98 7

Isabell 15/25°C - - 4-

Apr 98

Jul 98 7
Okt 98 7
Jan 99
Apr 99

Jul 99
Okt 99 1
Jan 00 7

Apr 00 T
Jul 00 7
Okt 00 T
Jan 01

Apr 01 7

- ‘Rosario 15/25 °C —e— |sabell 15°C

Jul 01 1

Tab. 11: Mikrobiologischer Nachweis von Xcp (in cfu/g Stengdl) in latent befallenen

Pel argonienpflanzen nach Stengelinokulation mit 10° cfu/ml und Aufstellung bei

15 °C oder 15/25 °C
15°C
| sabell Rosario
Probenahme | a b C a b c
31.01.1996 | ng ng ng 2x10° |ng ng
5x10° |26x10° |2,8x10°

15.02.1996 | 1,2x10° |28x10° |ng 26x10° | 5x10° 1,5x 10°

6,3x10° | 1,7x10° | ng
05. 04. 1996 1,2x10° | ng 2,2 x 10°
03. 07. 1996 6,4x 10° | ng ng
07.10.1996 | 1,6x10° | ng ng
13.11.1996 | 2,4x 10* |1x10° ng
10.11.1997 | 1,4x10" |ng ng

15 °C/25°C

12.11.1997 | 2,4x10* |ng ng

1,8x10* | ng ng
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3.35 15°C und 10*cfu/ml

Einen Monat nach der Inokulation konnten die markierten Bakterien in symptomlosen
Pflanzen nur einmal an der Inokulationsstelle von “Isabell“ (6,4 x 10° cfu/g) isoliert wer-
den. Bei zwei untersuchten Pflanzen von “Rosario* wurden bereits 7,8 x 10° und 1,3 x 10°
cfu/g Stengelfrischgewicht gefunden. Starke Symptome traten erst drei Monate nach der
Inokulation auf. Die Bakterien breiteten sich in der Pflanze systemisch aus (dhnlich wie in
Abb. 10 dargestellt). Bei alen untersuchten Proben war die Bakterienkonzentration in den
Pflanzen von “Rosario* hoher als in denjenigen von “Isabell*, und die Rosario-Pflanzen
zeigten starkere Symptome.

Sechs Monate nach der Inokulation waren 13% der Pflanzen von “Isabell* und 30% von
“Rosario” erkrankt.

Ende 1997 konnten bei symptomlosen Pflanzen die Bakterien nur an der Inokulationsstelle
nachgewiesen werden. Die maximalen Bakterienkonzentrationen bei beiden Temperaturen
(15 °C und 25 °C) waren fast gleich (“1sabell“ 1,8 x 10°bzw. 2,1 x 10° ,“Rosario* 2,8 x 10°
bzw. 5,7 x 10° cfu/g Frischstengelgewicht).

In den Jahren 1999 und vor alem 2000 wurde eine Befallszunahme nur bei den Pflanzen
beider Sorten, die durchgehend bei 15 °C gehalten wurden, festgestellt. So waren im Okto-
ber 2000 83% der Isabell-Pflanzen und 91% von Rosario befalen, wahrend die
Befallswerte fir die Temperatur 15/25 °C bei 47% bzw. 65% lagen (Tab. 12 und Abb.
12).
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Tab. 12 und Abb. 12 Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Reaktion von
Pelargonienpflanzen der Sorten “Rosario® und “Isabell* nach Stengelinokulation mit 10*
cfu/ml. Die Zahlen geben die erkrankten Pflanzen in Prozent aller inokulierten Pflanzen

an. Die Pflanzen wurden am 08. 01. 1996 inokuliert.

Datum der Pro- |lsabell 15°C Isabell Um-|Rosario 15°C Rosario Um-
benahme stellung von stellung von
15°C auf 25°C 15°C auf 25°C
08.01.96 0 0
06.02.96 0 0
03.03.96 3 5
05.04.96 8 25
13.05.96 13 25
03.07.96 13 13 30 30
14.08.96 13 36 30 42
10.09.96 22 42 43 59
01.11.96 32 42 43 59
01.12.96 32 42 43 59
12.11.97| 32 47 43 59
09.12.97 32 47 43 65
11.11.99 55 47 51 65
22.05.00 68 47 74 65
07.10.00 83 47 91 65
21.07.01 83 47 91 65

Sorten-und Temperaturvergleich

100
90 |4 3.7.1996 3
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Tab. 13: Mikrobiologischer Nachweis von Xcp (in cfu/g Stengel) in latent befallenen Pe-

largonienpflanzen nach Stengelinokulation mit 10* cfu/ml und Aufstellung bei 15 °C oder

15/25 °C
15°C
| sabell Rosario
Probenahme | a b c a b C
31.01.1996 |6,4x10° |ng ng 78x10° | ng ng
1,3x10° | ng ng

06.02.1996 | ng ng ng 3x10° [35x10° |ng
03. 03. 1996 1x 10’ 15x10® |23x10°
03. 07. 1996 76x10" | 1x10° 1x10°
14.08.1996 | 1,5x10° |ng ng
09. 09. 1996 74x 10" | ng ng
11. 11. 1996 22x10° |ng ng-
12.11.1997 | 24x10*> |ng ng 52x10° |ng ng

1,8x10° | ng ng 28x10° |ng ng

15 °C/25 °C

10.09.1996 | 1,8x10° | ng ng 1,4x10® | ng ng

5x 10° ng ng
01.12.1996 |26x10° |ng ng
12.11.1997 |2,1x10®° |ng ng 57x10® |ng 1x10°
09. 12.1997 92x10° |ng ng

3.3.6 15°C und 10°cfu/ml

Die ersten Krankheitssymptome traten bei “Rosario* 2 Monate und bei “Isabell“ 4 Monate

nach Inokulation auf (Tab. 14 und Abb. 13). In einer erkrankten Pflanze von “Rosario*

wurden die markierten Bakterien 3 Monate nach Inokulation tberall gefunden (&hnlich wie

in Abb. 10 dargestellt). Ganz ahnliche Ergebnisse wurden flr eine erkrankte Pflanze von
“Isabell* gewonnen (Abb. 14).
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In gesunden Pflanzen (Tab. 13) wurden zum ersten Ma 2 Monate nach Inokulation bei
“Isabell“ (1,2 x 10® cfulg Frischgewicht) und 4 Monate nach Inokulation bei “Rosario*
(5,4 x 10° cfulg Frischgewicht) die Bakterien gefunden. Nur bei Rosario waren in sym-
ptomlosen Pflanzen auch zweimal oberhalb und einmal unterhalb der Inokulationsstelle
gesunder Pflanzen die Bakterien nachweisbar (Tab. 15).

Nach der Temperaturumstellung waren bei Isabell 3% und Rosario 5% der Pflanzen er-
krankt, wahrend Ende 1996 der Befall bei Isabell auf 13% und bei Rosario auf 11% anstieg
(Tab. 14 und Abb. 13).

In den Jahren 1997 und 1998 zeigten die restlichen Pflanzen von “Isabell* keine neuen
Symptome. Dagegen nahm bei “Rosario” der Befall Ende 1997 etwa um das Doppelte auf
24% zu. Erst im Jahr 2000 nahm die Krankheit an beiden Sorten bei der kiihlen Tempera-
tur in relativ kurzer Zeit wesentlich zu und erreichte am 07. 10. 2000 Werte von 80% fiir
Isabell und 100% bel Rosario-Pflanzen, wahrend bei den warm gehaltenen Pflanzen
(15/25) sowohl Isabell as auch Rosario keine weiteren Krankheitsfalle auftraten (Tab. 14).
Die Pflanzen zeigten erst einseitige Welke und innerhalb von einem Monat wurden die
ganzen Pflanzen befallen. Auch diese Versuchsvariante zeigte wieder, dass die Gefahr ei-
nes latenten Befalls bei der niedrigen Inkubationstemperatur von 15 °C besonders hoch ist.
Es stellt sich die Frage, warum die Latenzphase nicht bei den Pflanzen durchbrochen wur-
de, die bel 25 °C standen, obwohl im Jahr 1996 in etwa der gleichen Zahl von Féllen latent
vorkommende Bakterien festgestellt wurden (Tab. 15). Bei 15 °C war die Ausbreitung von
Xcp in der Pflanze viel langsamer und Symptome traten erst ab einer Bakterienpopulation

von 107 cfu/g Frischgewicht auf.
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Tab. 14 und Abb. 13: Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Reaktion von Pelargo-
nienpflanzen der Sorten “Rosario“ und “Isabell“ nach Stengelinokulation mit 10° cfu/mil.
Die Zahlen geben die erkrankten Pflanzen in Prozent aller inokulierten Pflanzen an. Die
Pflanzen wurden am 08. 01. 1996 inokuliert.

Datum der Pro- |lsabell 15°C | sabel Rosario 15°C Rosario Um-
bennahme Umstellung von stellung von 15
15 °C auf 25°C °Cauf 25°C
08.01.96 0 0
06.02.96 0 0
03.03.96 0 3
05.04.96 0 3
13.05.96 3 3
03.07.96 3 3 5 5
14.08.96 3 8 11 15
10.09.96 3 8 11 15
07.10.96 13 19 11 19
07.11.96 13 19 11 19
12.11.97 13 19 24 38
17.12.97 13 19 24 38
17.11.97 13 19 24 38
14.10.99 13 19 24 38
11.11.99 13 19 37 38
22.05.00 44 19 49 38
22.06.00 44 19 75 38
21.07.00 54 19 75 38
07.10.00 80 19 94 38
10.07.01 80 19 100 38
100
90 + 3.7.1996
80 Temperaturumstellung Sorten-und Temperaturvergleich L
X
é L Y
@ E ]

Zeit

Jul. 96 -
Okt. 96 -
Jan. 97 -
Apr. 97 -
Jul. 97 -
Okt. 97 -
Jan. 98 -
Apr. 98 -
Jul. 98 -
Okt. 98 -
Jan. 99 -
Apr. 99 -
Jul. 99 -
Okt. 99 -
Jan. 00 -
Jul. 00 -
Okt. 00 -
Jan. 01 -
Apr. 01 -
Jul. 01

- - 4- - ‘Rosario 15/25 °C —=&——Rosario 15°C ——e——|sabell 15°C - - @- - ‘Isabell 15/25 °C
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Abb. 14: Ausbreitung von Xcp in einer Pelargonienpflanze der Sorte ,,1sabell* und im Si-
ckerwasser 3 Monate nach Inokulation mit ca. 100 Bakterienzellen an der mit Links* 1
bezeichneten Stelle, Inkubation bei 15 °C und 60% relativer L uftfeuchtigkeit.

Pflanzenprobe Dichte cfu/g
Rechts 1 1,5x 10°
R 2 6,4 x 10
R 3 8,8 x 10’
R 4 > 10°
Links* 1 1,5x 10°
L 2 2,3x 108
L 3 2x 10’
L 4 2,3x 108
L 5 2,1x 108
Bliitenstengel 1 3,2 x 107
Bliitenstengel 2 1x 10
Dolden 4x10°
Trockene Blitenstengel > 10°
Wurzeln 1 5,6 x 10°
Wurzeln 3 1,2 x 10°
Wurzeln 2 4x 10’
gemischte Erde 7.4x 10*
ungemischte Erde 1x10°
Sickerwasser 2x 10!
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Tab. 15. Mikrobiologischer Nachweis von Xcp (in cfu/g Stengel) in latent befallenen Pe-
largonienpflanzen nach Stengelinokulation mit 10% cfu/ml und Aufstellung bei 15 °C oder
15/25°C

15°C
| sabell Rosario
Probenahme | 5 b c a b c
03.03.1996 | 1x 10° ng ng
13.05.1996 | 1x 10° ng ng 54x10° | 63x10° | 1,2x 10°
07.10.1996 | 1,7 x 10° ng ng 3,6 x 10° ng ng
07.11.1996 | 3,8x 10* ng ng ng ng ng
14.08.1996 | 1x 10° ng 4x 107
15 °C/25°C
14.08.1996 | 4,4x 10° ng ng 1,4x10° | 2,3x 10° ng
07.09.1996 | 1,7 x 10° ng ng 1,2 x 10° ng ng

3.3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse des L angzeitver suches

Zusammengefasst lassen sich die Ergebnisse des Langzeitversuches von Kapitel 3.3 wie

folgt beschreiben:
3.3.7.1 Inokulumskonzentration

In fast allen Versuchsgliedern entwickelte sich die Krankheit am schnellsten bel der héchs-
ten Inokulumkonzentration von 10° cfu/ml und am langsamsten bei der niedrigsten von 10°
cfu/ml.

Bemerkenswert ist, dass die Krankheit bei dem niedrigen Inokulum Uberhaupt ausgel Ost
wurde; denn die infiltrierten 10 pl enthielten nur zwischen 1 - 6 Bakterienzellen (Kap.
3.2). Deswegen trat eine lang andauernde, unerkannte Latenz bel diesem &uf3erst niedrigen

Inokulum besonders haufig auf (Tab. 17).
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3.3.7.2 Sortenver gleich

Die Sorte “Rosario” reagierte anféliger als “Isabell“. D. h. in alen Versuchsgliedern er-
krankten zu den verschiedenen Terminen jewells mehr Pflanzen von Rosario as von Isa-
bell. AufRerdem erkrankten die Pflanzen von “Rosario” schneller as digenigen von ,Isa-
bel“. Diese Unterschiede wurden besonders deutlich bei der mittleren Inokulumskonzentra-
tion von 10* cfu/ml und nach 6 Monaten (Tab. 16). In beiden Sorten breiteten sich die
Bakterien akropetal und basipetal in der Pflanze aus.

3.3.7.3 Einflussder Temperatur

a) Bel Temperaturkonstanz: Bei 25 °C erkrankten die Pflanzen zunéchst viel schneller
alsbel 15 °C. Bei 15 °C erfolgte die Erkrankung dagegen langsamer, war aber kontunier -
licher. Dieser unterschiedliche Einfluss der Temperatur zeigt sich besonders deutlich,
wenn man die Zahl der erkrankten Pflanzen 6 Monate und 66 Monate nach Inokulation
vergleicht (Tab. 16). Sechs Monate nach Inokulation waren in allen Versuchsgliedern
deutlich mehr Pflanzen bei 25 °C erkrankt als bel 15 °C, aber 66 Monate nach Inokulation
war es immer umgekehrt. Die Zunahme der Erkrankungen der bei 15 °C gehaltenen Pflan-
zen erfolgte erst recht spét, namlich 4 Jahre nach Inokulation, wie die Abb. 4, 5, 6, 8, 9
und 10 eindrucksvoll belegen.

Tab. 16: Zahl der erkrankten Pelargonienpflanzen in Prozent 6 und 66 Monate nach Inoku-
lation (Zusammenfassung aus Tabellen 4, 6, 8, 10, 11, 12 und 14).

| sabell Rosario
Inokulums- Monate nach | 25 °C 15°C 25°C 15°C
konzentration | Inokulation
10° 6 70 18 83 63
66 83 86 83 100
10* 6 15 13 33 30
66 60 83 73 91
103 6 5 3 13 5
66 42 80 65 100
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b) Bel Temperaturwechsel 6 Monate nach Inokulation: In den Versuchen mit Tempera-
turumstellung (entweder von 15 °C nach 25 °C oder von 25 °C nach 15 °C) wurden im we-
sentlichen die gleichen Ergebnisse erzielt wie bei Temperatur-Konstanz. D. h. in der An-
fangsphase mit 25 °C wurde eine Beschleunigung der Pathogenese festgestellt, welche
durch die Umstellung auf 15 °C zunéchst abgebremst wurde. Nach 4 Jahren kam es auch
hier zu weiteren Krankheitsausbrtichen. Umgekehrt verlief die Pathogenese bei 6 Monaten
15 °C zunéchst langsam und wurde durch die folgende Umstellung auf 25 °C stark be-
schleunigt. Aber hier gab es nicht die zusétzlichen Krankheitsausbriiche nach 4 Jahren La-

tenz.

3.3.7.4 Einflussder Duingung

Ab August 1998 wurden die Pflanzen wdchentlich mit 1% Hakaphos gediingt, nachdem
die Pflanzen vorher (1996 - 1998) nur ale 2 Monate mit 1% Hakaphos gediingt worden
waren. Durch die Nahrstoffzugabe kann es zu einer Wachstumsstimulation, die wahr-
scheinlich die Latenzphase des Befalls bei der 15 °C-Variante unterbrach und spéter (aller-
dings erst im Jahre 2000) zur Befallszunahme mit sichtbaren Symptomen fuhrte.

3.3.7.5 Dauer der maximalen L atenz

Wie Tab. 17 zeigt, hatte die Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf die Dauer der
Latenz. Bel der kihleren Temperatur (15 °C oder 25/15 °C) betrug die maximale Latenz-
periode 45 - 57 Monate, dagegen bel der hoheren Temperatur (25 °C oder 15/25 °C) nur 3
- 11 Monate (nur in einem Fall 22 Monate). Wenn die Pflanzen in der Anfangsphase von 6
Monaten zunéchst bel einer anderen Temperatur gehalten wurden, hatte diese nur einen
geringen Einfluss auf die maximale Latenz, wie sich bei einem Vergleich der Versuchs-
glieder 25 °C mit 15/25 °C und 15 °C mit 25/15 °C zeigt. Zwischen den beiden Sorten “I-
sabell“ und “Rosario* konnten keine deutlichen Unterschiede in der Dauer der Latenz fest-
gestellt werden.
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Tab. 17: Maximale Latenzperiodein Monaten

Sorte Inokulum 25°C 15/25°C 15°C 25/15°C
Issbell | 10° 9 9 54 46
10 11 11 53 54
10° 10 8 54 46
Rosario | 10° 3 9 45 54
10 11 22 53 54
10° 10 10 57 54

3.3.7.6 Schwelle der Bakterienkonzentration in der Pflanze, die zu Symptomen fihrte

In Tab. 18 ist zusammengestellt, wie oft in gesunden Pelargonienstengeln verschiedene
Bakterienkonzentrationen festgestellt wurden. In der weitaus Uberwiegenden Zahl der Fél-
le, d. h. in 76%, wurden in diesen latent befallenen Stengeln nur zwischen 10 und 10°
cfulg Frischgewicht gefunden. Die wenigen héheren Werte, insbesondere 10° und 10’
cfu/g Frischgewicht, stammten wahrscheinlich aus Pflanzen, bei denen die Bakterien schon
die Latenzphase durchbrochen hatten, ohne dass bereits deutliche Krankheitssymptome
auftraten. Bei 10°- 10’ cfu/g war z. T. an der Blattfarbung zu erkennen, dass die Pflanzen

bald deutliche Symptome zeigen wiirden. Erst ab 10° cfu/g entwickelten sich starke

Symptome.
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Tab. 18: Bakterienkonzentrationen in latent befallenen Pelargonienstengeln. Die Tabelle
zeigt, wie oft die verschiedenen Bakterienkonzentrationen (nach Zehnerpotenzen geordnet)
bei den einzelnen Versuchsgliedern festgestellt wurden (zusammengefasst aus Tabellen 5,
7,9, 11, 13 und 15).

25°C 15°C Summe
Bakterien-l nokulumkonzentration | 15 10* 10° 10° 10° 10° absolut %
konzentration im Steng
10° 3 2 - 2 3 | 1 11 1
10° 1 _ N Z - - 5 =
10’ . . - - 1 - -

X): ausgedrickt in cfu/g Stengelfrischgewicht

3.3.7.7 Bakterienvor kommen in erkrankten Pflanzen

Diein latent befallenen, &ulerlich gesund erscheinenden Pflanzen nachgewiesenen Bakte-
rienzahlen fur ale Versuchsglieder zeigen die Tab. 5, 7, 9, 13 und 15. Eine Zusammenfas-
sung dieser Zahlen ergibt sich aus Tab. 18.

Auch in Pflanzen mit typischen Krankheitssymptomen wurden die Bakterienkonzentrati-
onen haufig und in verschiedenen Pflanzenteilen bestimmt. Exemplarisch sind die Befunde
fur 2 Versuchsglieder in den Abb. 7 und 11 dargestellt. Hier wurden recht hohe Bakterien-
konzentrationen bestimmt, z. B. bei “Rosario* im Stengell maximal 5,8 x 10° cfu/g, bei
“Isabell“ nur 2,3 x 108 cfu/g. Hohe Bakterienkonzentrationen (>108 cfu/g) wurden bei bei-
den Sorten auch in anderen Pflanzenorganen gefunden, d. h. in den Blitenknospen, den

vertrockneten Bltendolden und sogar in den Wurzeln.
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Tab. 19: Gefundene maximale Bakterienkonzentrationen (cfu/g Stengelfrischgewicht) in
deutlich erkrankten Pflanzen aus A: Stengeln mit starken Krankheitssymptomen oder B:

Stengeln noch ohne Krankheitssymptome

| sabell Rosario
Monate nach | Inokulums-
Inokulation | konzentration A B A B
0.5 10° 80x10° | 75x10°
10* 43x 10 7,1x 10’ 3,7x10° 8,0 x 10°
10° 2,8 x 10° >10° 83x10° | 92x10°
1 10° 29x10° | 20x107
2 10° 16x10° | 6,1x10°
10* 2,0x10® 1,3x10° | 31x10®
10° 3,0x10° 5,0 x 10’ 5,6 x 10° 3,0x10°
3 10* 1,5x 10° 2,0x 10’ 6,3x 10° 8,0 x 10’
10° 9,5x 10° 3,3x10° 83x10° | 47x10®
4 10° 1,5x 10 49x10° 1,8x 10 1,4 x 10°?
10* 3,4 x 10° 1,5x 10’
10° 1,0x 10° 2,1x10’ 1,2 x 10° 3,1x10’
6 10° 7,5x 10 1,7 x 10° 1,3x 10 42 x10’
10° 2,2 x 10° 7,6 x 10
! 10° 34x10" | 50x10° 53x10° | 43x10°
10* 2,5x 10° 4,0x 10" 1,4x 10° 8,0 x 10’
8 10° 12x10° | 1,6x10°
10* 35x 10° 6,6 x 10’ 32x10° 2,5x10°
10° 1,9x 10° 2,7 x10°
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| sabell Rosario
Monate nach | Inokulums-
Inokulation | konzentration A B A B
9 10° 8,3x 10 45x 10’ 5,5 x 10°
10* 3,5x 10 2,5x10’ 3,0x 10° 1,5x 10°
10° 1,9x 10 48x10° 5,0 x 10’
10 10* 5,6 x 10’ 3,0x10°
22 10° 5,3x 10’ 1,5x 10°
46 10° 1,0x 10° 3,0x 10 5,2 x 10° 5,0 x 10
10* 1,5x 10° 8,0x 10° 36x 10°
10° 2,1 x 10’ 1,0 x 10° 3,1x10’
52 10° 4,2x 10’ 1,6 x 10°
10* 1,4 x 10° 41x10° 3,8x 10°
10° 8,8x 10° 9,4 x 10° 3,7x 10’
53 10° 2,0x 10’ 1,1x 10° 4,9 x10°
10* 1,7 x 10 2,3x10° 5,4 x 10’
57 10° 6,0 x 10° 7,9 x 10’ 2,2x10°
68 10° 7,5 x 10* 7,4x10°

Die Ergebnisse aller tbrigen Bakterienbestimmungen in deutlich erkrankten Pflanzen sind
in Tab. 19 in soweit zusammengefasst, dass nur die jewells gefundenen maximalen Bakte-
rienzahlen fir die verschiedenen Versuchsglieder im Zeitraum von 0,5 bis 68 Monate nach
Inokulation wiedergegeben werden. Dabei wurde bei den beiden Sorten jeweils unter-
schieden zwischen Stengelproben mit starken Krankheitssymptomen (A) und Stengelpro-
ben derselben Pflanzen, aber noch ohne deutliche Symptome (B). Aus Tab. 19 geht her-

vor, dass:

- bei “Rosario” innerhalb der ersten 3 - 4 Monate etwa 10-fach hohere Bakterienkonzentra-

tionen vorkamen (maximal 8,3 x 10" cfu/g Frischgewicht) al's bei “Isabell*
(maximal 9,5 x 10%),
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- auch in den noch symptomlosen Stengeln hohe Bakterienkonzentrationen vorhanden wa-
ren (Rosario: 9,2 x 10°, 1sabell: 5 x 10°),
- im Verlaufe des Versuches die maximalen Bakterienzahlen im kranken Gewebe abnah-

men (nach 68 Monaten bei Isabell nur noch 7,5 x 10* cfu/g Frischgewicht).

Aulierdem wurde in mehreren Féllen untersucht, ob die Bakterienbesiedlung der Stengel
unterschiedlich war, wenn das VVorkommen in Nodien und I nter nodien verglichen wurde.
Abb. 15 zeigt exemplarisch die Ergebnisse fir eine Pelargonienpflanze ohne Krankheits-
symptome, die am 08. 01. 1996 mit 10* cfu/ml inokuliert und bei 15 °C aufgestellt wurde.
Am 01. 11. 1999, d. h. nach 46 Monaten, waren in allen drei Nodien mit Bakterienbefall
die Konzentrationen um eine Zehnerpotenz héher als in den Internodien dartiber oder

darunter.

MNodium

<3,1x10°
~50x10*
N20x 10

Nodium

keine Bakterien
gefunden

Nodium

Abb. 15: Bakterienkonzentrationen (in cfu/g) in Nodien (dicker schwarzer Strich) und In-
ternodien einer Pelargonienpflanze (“ Rosario*), die am 08. 01. 1996 mit 10* cfu/ml inoku-
liert und seitdem 46 Monate bei 15 °C aufgestellt wurde.



Kapitel 1 ERGEBNISSE

34  Untersuchungen zu moglichen I nfektionswegen

3.4.1 Uber dasBlatt

Der Versuchsaufbau ist in 2.9.1 beschrieben. Die Blétter, auf welche die Bakteriensuspen-
sion getropft wurde, verférbten sich innerhalb von drei Wochen rétlich-gelblich und waren

nach 6 Wochen ganz vertrocknet.

Tab. 20: Nachweis der markierten Bakterien (Xcp) im Blatt und Blattstiel nach oberflach-
lichem Auftropfen am 09. 08. 1998 (ausgedriickt in cfu pro 0,1 /ml Homogenat oder
WaschflUssigkeit).

Homogenat WaschflUssigkeit
Datum Blatt Blattstiel Blatt Blattstiel
12.10.1998 85x 10° 45x 10° 3x 10* n. zshlbar
24.10.1998 1,1x 10* 3x 10* n. gefunden 1,5 x 10*

Die WaschflUssigkeit gibt die Konzentration der epiphytischen Bakterien wieder, das Ho-
mogenat enthielt im wesentlichen die in das Gewebe eingedrungenen Bakterien.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die auf die Blattoberfléche aufgetropften Bakterien
dort epiphytisch unter Gewachsbedingungen 2 bis 2,5 Monate Uberlebten. Innerhalb von 2
Monaten waren sie in das Blatt und den Blattstiel eingedrungen (Tab. 20). Spéter (nach
150 und nach 315 Tagen) wurden die Bakterien auch im Stengel, aber noch nicht in unbe-

handelten Bl&ttern, nachgewiesen, ohne dass sich zunachst Symptome zeigten (Tab. 21).

Tab. 21: Nachweis der markierten Bakterien (Xcp) im Blatt und Stengel nach oberflachli-
chem Auftropfen am 09. 08. 1998 (ausgedriickt in cfu/g Frischstengel-Homogenat oder
WaschflUssigkeit).

Tag der Probenahme Blatt Stengel
07. 01.1999 n.gefunden 2,8 x 10° cfulg
07. 01. 1999 n.gefunden 3,2x 103 cfu
25. 06. 1999 1,4 x 10* cfu/g
25. 06. 1999 2,7 x 10° cfulg
14. 01. 2000 n.gefunden
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3.4.2 Uber dieWurzen

An den Uber die Wurzeln kontaminierten Pelargonienpflanzen (Methode bei 2.9.3) wurden
fast 1 Jahr lang die Entstehung von Krankheitssymptomen und die Etablierung der Bakte-
rien in den Wurzeln und im Stengel untersucht. Die Bildung von Symptomen blieb aus und
die Bakterien konnten weder in den Wurzeln noch im Stengel der inokulierten Pflanzen
nachgewiesen werden.

Den negativen Ergebnissen dieses Versuches steht entgegen, dass das Begielien einer Pe-
largonienpflanze mit 4 ml Bakteriensuspension von 10° cfu/ml innerhalb von 2 Monaten zu
deutlichen Krankheitssymptomen und hohen Bakterienkonzentrationen in den Wurzeln
fuhrte (Kap. 3.7).

3.4.3 Uber die Schnittstelle

Bis zum 02. 02. 1999 wurde wiederholt durch Isolation versucht, das Bakterium in den am
09. 08. 1998 inokulierten (Methode bei 2.9.2) und bis dahin symptomlos gebliebenen
Pflanzen nachzuweisen, aber ohne Erfolg. Erst am 25. 06. 1999, d. h. nach 315 Tagen,
wurden zum ersten Mal Xcp-Kolonien nachgewiesen (Tab. 22). Dies war nur mdoglich,
weil der Test durch Einschaltung einer Zwischenvermehrung empfindlicher gemacht wer-
den konnte. Bei der Zwischenvermehrung wurden die Scheibchen in einer TC-L6sung 24 h
bei 28 °C kultiviert.

Tab. 22: Vorkommen von Xcp in Pelargonienpflanzen, deren Stecklinge am 09. 08. 1998
an der Schnittstelle mit Xcp-Suspension betropft worden waren

Tag der Probenahme Befund
01. 10. 1998 Negativ
08. 12. 1998 Negativ
07. 01. 1999 Negativ
02. 02. 1999 Negativ
25. 06. 1999 Positiv

Dieser Versuch wurde wie in Kap. 3.5 beschrieben fortgefthrt, indem aus den aul3erlich
gesunden Pflanzen neue Stecklinge gewonnen wurden.
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3.4.4 Durch den Samen

Mit Pelargonien wurden hier keine Versuche zum Vorkommen der Bakterien in den Samen
durchgefuihrt. Es wurde jedoch festgestellt, dass bel der ebenfalls fir Xcp anfélligen Art
Geranium pusillum nach Inokulation tber das Blatt oder den Stengel die Bakterien in der
erkrankten Pflanzen im Samen vorkamen (Kap. 3.9). Da die Bakterien in unseren Versu-
chen haufig in Bliitenknospen, Dolden und im Bliitenstengel in K onzentrationen bis zu 10°
cfu/g nachgewiesen wurden (Abb. 10 und 14), ist sehr wahrscheinlich, dass die Bakterien

auch die Samen von Pelargonien besiedeln konnen.

3.5  Untersuchungen an auslatent infizierten Pflanzen gewonnenen Stecklingen
Von 10 latent infizierten Pflanzen aus Versuch 3.4.3 wurden 18 Stecklinge gewonnen. Vor
dem Einpflanzen wurde die Basis der Stecklinge auf Bakterienbefall untersucht (Methode

siehe 2.9.4), und in 6 Proben wurden die Bakterien gefunden (T ab. 23).

Tab. 23: Nachweis der markierten Bakterien in der Basis von “Rosario”-Stecklingen am
25. 06. 1999 aus auf¥erlich gesunden Pflanzen, die am 09. 08. 1998 inokuliert worden wa-

ren.
Proben Nr. Inokulumskonzentration cfu/g im Stengel
am 09. 08. 1998
1 10° 3,3x 10°
2 10° 8,0x 10°
3 10° 2,5x 10°
4 10° 5,0 x 10°
5 10* 1,7 x 10°
6 10* 1,1x 10*

Die von den Stecklingen gewonnenen Tochterpflanzen wurden regelmafdig bonitiert und
untersucht. Trotz vielfacher Isolationsversuche sowohl mit dem direkten Verfahren als
auch nach einer Zwischenvermehrung konnte das eingesetzte Bakterium in den ersten 6

Monaten nicht nachgewiesen werden. Erst am 14. 01. 2000 wurden die ersten Krankheits-
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symptome bel der Variante mit dem niedrigen Inokulum (siehe 2.9.2) registriert, und das
Bakterium konnte isoliert werden (Tab. 24). Von den Ubrigen Pflanzen zeigten einige nach

18 Monaten starke Welkesymptome und wiesen hohe Bakteriendichten auf.

Tab. 24: Nachweis von Bakterien in Pelargonien, deren Stecklinge aus latent infizierten

Mutterpflanzen gewonnen wurden

Tag der Probenahme Versuchsvariante Stengel
09. 10. 1999 10° Rosario negativ
09. 10. 1999 10* Rosario negativ
14. 01. 2000 10° Rosario 2,1 x 10° cfulg

3.6  Ubertragungvon Xcpin der Erde

Im Langzeitversuch nach Inokulation der Pelargonien am Stengel (Kap. 3.3) wurde wie-
derholt das VVorkommen der Bakterien in der Topferde untersucht. Die Ergebnisse sind ex-
emplarisch in Abb. 10 und 14 wiedergegeben. So wurden bel einer Pelargonienpflanze der
Sorte “Rosario” 3 Monate nach Stengelinokulation bei 25 °C mit ca. 100 Bakterienzellen
in 2 Bodenproben 2,3 x 10° und 5 x 10° cfu/g nachgewiesen, und bei der Sorte “Isabell
wurden unter gleichen Versuchsbedienungen, aber Inkubation bei 15 °C, sogar 1 x 10°
cfu/g Erde gefunden (Abb. 14). Offenbar diffundierten die Bakterien von den erkrankten
Pflanzen in die Erde. Dieser Befund wurde durch den Nachweis der Bakterien im Sicker-
wasser, das nach Ubermalligen Wassern im Auslass der Blumentdpfe aufgefangen wurde,
bestétigt. Im Sickerwasser wurden bis zu 2 x 10* cfu/ml gefunden (T ab. 26).

In den hier durchgefiihrten Versuchen fand eine Infektion der Pelargonienpflanzen durch
die im Stauwasser vorkommenden Bakterien bei allen drei Konzentrationen (10°, 10" und
10* cfu/ml) tiber die Erde nicht statt. Nach knapp 9 Monaten konnten Xcp-Zellen weder in
der Erde noch in den Wurzeln oder im Stengel nachgewiesen werden. Wenn das bakterien-
kontaminierte Wasser von unten durch die Blumentdpfe aufgenommen wurde, konnten die
Bakterien in diesem Versuch die Pelargonien nicht infizieren. Andererseits wurde durch
ein Begiellen der Topfe mit Bakteriensuspension (10° cfu/ml) innerhalb kurzer Zeit die
Krankheit ausgel 6st (Kap. 3.7).
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Die Mdglichkeit, dass die Bakterien Uber das Bodenwasser zu Nachbarpflanzen Ubertragen
werden, kann deswegen nicht ausgeschlossen werden. Der hierzu angelegte Versuch (Me-
thode in Kap. 2.9.5) lasst diese Mdglichkeit offen, da das Begiel3en einer Pelargo-
nienpflanze mit 4 ml Bakteriensuspension von 10° cfu/ml innerhalb von 2 Monaten zu
starken Krankheitssymptomen fuhrte (Kap. 3.7).

3.7  Ubertragung durch GielRwasser

Der Versuchsaufbau ist im Kapitel 2.9.5, Gief3wasser, beschrieben. Von den 5 untersuchten
Pel argonienpflanzen zeigte nur die mit 4 ml Inokulum (10® cfu /ml) begossene Pflanze in-
nerhalb von 2 Monaten typische Krankheitssymptome. Die Ausbreitung der Bakterien in
dieser Pflanze wurde durch Isolationen aus den verschiedenen Teilen untersucht. Der gan-
ze Stengel wurde von seiner Basis ausgehend mit 1, 2, 3, 4 und 5 numeriert und ebenso wie
Erde und Wurzeln untersucht. Durch das Begief3en mit bakterien-kontaminiertem Wasser
erkrankte die ganze Pflanze innerhalb von 2 Monaten. Die Bakterien hatten die Pflanze
systemisch befallen (Tab. 25) und wurden in der héchsten Konzentration (>10° cfu/g) in
den Wur zeln und an der Stengelbasis gefunden. Aber auch in der Triebspitze wurden noch
2 x 10° cfu/g Bakterien nachgewiesen.

Die Nachbarpflanzen zeigten im Versuchszeitraum keine Symptome, und in der mikrobio-

logischen Untersuchung am 31. 03. 2000 wurden ebenfalls keine Xcp-Kolonien gefunden.

Tab. 25: Uberprifung der Infektion von Pelargonienpflanzen durch Xcp Uber das Giefz-
wasser (Inokulationstag: 22. 08. 1999; Tag der Auswertung: 24. 10. 1999)

Bakteriendichte in der Topferde | Bakteriendichte im Stengel | Bakteriendichte  in
Erde cfu/g Stengelabschnitt cfu/g den Wurzeln (cfu/g)
Oben 5x 107 19 14x 10° | >10°
Mitte 3,2x 10° 2 1,2x 10°
Unten 2x10° 3 1x 10

4 3,2x 10°

5 2x 10°

x) 1 = Stengelbasis, 5 = Triebspitze
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3.8 Vorkommen der Bakterien im Sickerwasser von Pelar gonien

Wenn infizierte Pelargonienpflanzen stark gegossen und das durch die Blumentdpfe hin-
durchlaufende Wasser aufgefangen wurde, konnten in diesem “Sickerwasser beachtliche
Bakterienmengen nachgewiesen werden (Tab. 26). Dies war schon 3 Monate nach Inoku-
lation mit einem Inokulum vor ca. 2 x 10° Bakterienzellen pro Pflanze der Fall. Bei der
weniger anfalligen Sorte “Isabell“ wurden auch deutlich weniger Bakterien im Sickerwas-

ser gefunden.

Tab. 26: Vorkommen der Bakterien im Sickerwasser von Pelargonienpflanzen, die am 08.

01. 1996 mit den angegebenen Konzentrationen von Xcp im Stengel inokuliert worden wa-

ren.
Tag der Probenahme Versuchsvariante cfu/ml
5. 4. 1996 10° Rosario 2,0x 10°
5. 4. 1996 10° I sabell 2,0 x 10"
5. 4. 1996 10" Rosario 2,1x 10
3.7.199 10° Rosario 2,7x10°
11. 11. 1999 10" Rosario 2,4x 10°

3.9 Anfélligkeit anderer Arten der Familie Geraniaceae fir Xcp

Durch diesen Versuch sollte Uberpriift werden, ob in der Praxis eine Infektion von den Pe-
largonien nahe verwandten Pflanzenarten ausgehen kann. Deshalb wurden Pflanzen von
Erodium cicutorium, Geranium dissectum und Geranium pusillum mit der Xcp-Mutante
(GSPB Nr. 2503) am 09. 06. 1996 inokuliert (Methode bei 2.10.1). Innerhalb von 12 Tagen
zeigten die Pflanzen starke Symptome am Stengel und an den Bléattern, und Xcp erreichte
in den Stengeln hohe Konzentrationen (Tab. 27).

Tab. 27: Vermehrung von Xcp im Stengel verwandter Unkréuter 12 Tage nach kinstlicher
Infektion im Gewdachshaus (cfu/ml Stengel Frischgewicht)

Pflanzenart Bakterienkonzentration
Erodium cicutorium >10°
Geranium dissectum >10°
Geranium pusillum >10°
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Bel Geranium pusillum wurde eine deutliche Welke verursacht, die Blétter blieben klein,
vertrockneten schnell und fielen anschlief3end ab. Das Bakterium konnte in den Samen
nachgewiesen werden. Erodium cicutorium zeigte braune Flecken am Stengel und an den
Blattern, wahrend bei Geranium dissectumm der Stengel Risse, vor alem an den Inokulati-
onsstellen, aufwies und die Blé&tter normal aussahen.
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4 DISKUSSION

Der bakterielle Erreger der Stengelfaule und Blattfleckenkrankheit an Pelargonien,
Xanthomonas campestris pv. pelargonii, wurde bereits 1898 von STONE und SMITH de-
tektiert und 1923 von BROWN detailliert beschrieben. Trotzdem ist das Bakterium auch
heute noch einer der haufigsten und gefahrlichsten Krankheitserreger dieser Kulturpflanze.
Eine der Ursachen fir das Misslingen einer erfolgreichen Eliminierung des Bakteriums aus
dem Zuchtmaterial ist die Fahigkeit des Pathogens, in seiner Wirtspflanze latent zu exis-
tieren, d. h. es gelingt ihm, in geringen Populationen ohne sichtbare Symptome Uber lange-
re Zeiten in den Pelargonien prasent zu sein. Die Bedingungen, die zu einem langen, laten-
ten Uberleben der Bakterien in Pelargonien fiihren, wurden bisher noch nicht aufgeklart.
So weisen NAMETH et al. (1999) darauf hin, dass noch zu wenig dartiber bekannt ist, wie
die Bakterien wahrend latenter Infektion in den Pelargonien verteilt sind, und unter wel-
chen Umweltbedienungen sich die Bakterien in symptomlosen Pelargonien vermehren und
ausbreiten.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war deswegen, weitere Erkenntnisse Uber das Zustande-
kommen der Latenz zu gewinnen. In dem daftr durchgefiihrten Langzeitversuch mussten
auch noch sehr geringe Bakterienmengen im befallenen Gewebe nachweisbar sein. Des-

wegen wurde mit einer Rifampicin-resistenten Selektante von Xcp gearbeitet.

4.1  Verwendung eines Rifampicin-resistenten Xcp-Stammes

Um die Ausbreitung phytopathogener Bakterien in der Natur leichter verfolgen zu kénnen,
werden haufig Antibiotika-resistente Stdmme eingesetzt. Inzwischen hat sich wegen des
haufigen natlrlichen Vorkommens von Streptomycin-resistenten phytopathogenen Bakte-
rien die Verwendung von Rifampicin-resistenten Stdmmen durchgesetzt (CAFATI &
SAETTLER, 1980; LINDOW et al., 1988; HIRANO & UPPER, 1993; MILUS & MIR-
LOHI, 1993). Auch WOLK und SARKAR (1994) benutzten eine Xcp-Mutante mit Resis-
tenz gegen 120 ppm Rifampicin zum Nachweis des Bakteriums im Boden.

Durch die Hemmung der RNA-Synthese besitzt Rifampicin ein weites antibakterielles
Spektrum und wird deswegen in epidemiologischen Untersuchungen immer héufiger ein-
gesetzt (WELLER & SAETTLER, 1978; ROTT et al., 1994).
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Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde zunéchst eine Spontanmutante von Xcp ge-
wonnen, die resistent gegen 100 ppm Rifampicin war. Zusétzlich zur Rifampicinresistenz
wurde eine zweite Resistenz gegen 150 ppm Streptomycin selektiert. Diese Doppel mutante
zeigte jedoch ein verlangsamtes und uneinheitliches Wachstum und wurde deshalb bel den
Hauptuntersuchungen nicht eingesetzt.

Vor dem grol3en Einsatz fur die Pflanzeninokulationen wurde der Rifampicin-resistente
Stamm Xcp-2503 auf Virulenz Uberprift. Dabei ergab sich, dass der markierte Stamm noch
die gleiche Virulenz wie der Wildstamm besal3, d. h. Welke und Stengelfaule wurden in
gleichem Ausmal3 hervorgerufen. Auch eine Ruckmutation der Mutante zum sensitiven
Wildstamm wurde nach léngerer Bakterienvermehrung in planta nicht festgestellt und die
Resistenz als stabil betrachtet.

4.2  Einflussder Kulturtemperatur auf das Verhalten von Xanthomonas campestris

pv. pelargonii in der Pflanze

Fast alle Xanthomonas campestris-Pathovaritéten verursachen starkere Krankheitssym-
ptome in tropischen und subtropischen als in gemaliigten Regionen (RUDOLPH, 1993).
Die optimale Temperaturspanne fur Xcp liegt bei 27 - 30 °C, das Wachstumsmaximum bei
35 °C (MUNNECKE, 1954; BRADBURY, 1986). BROWN stellte schon 1923 fest, dass
sich auf Pelargonium-Blé&ttern innerhalb von 4 Tagen nach Inokulation typische Blattfle-
cken entwickelten, wenn die Pflanzen bei 27 °C gehaten wurden. Wenn dagegen die
Pflanzen bel 12 - 15 °C gehalten wurden, traten nur sehr geringfligige Krankheitssympto-
me auf. Auch KIVILAAN und SCHEFFER (1958) fanden, dass die Krankheit durch hohe
Temperaturen (21 - 27 °C) gefordert und durch niedrige (10 °C) verlangsamt wurde.
BUGBEE und ANDERSON (1963) beobachteten, dass sich die Blattpusteln (“Blisters’)
bei niedrigen Temperaturen (18 - 21 °C) in 4 Monaten nicht veranderten oder vergroferten,
wahrend sie sich weiterentwickelten, wenn die Pflanzen zu einer héheren Temperatur
transferiert wurden. Auch andere Autoren fanden, dass Temperaturen zwischen 25 °C und
30 °C den Krankheitsverlauf beschleunigten, wahrend Temperaturen unter 15 °C eine
hemmende Wirkung ausiibten (HENSELER, 1970; SAUTHOFF, 1975; MILLER et al.,
1978). Symptome der Xanthomonas-Welke traten bel 10 °C erst nach 6 - 8 Wochen und
dann auch nur bei einem Tell der Pflanzen auf (SAUTHOFF, 1974). Unterhalb von 4 °C
und oberhalb von 35 °C wachsen die Xcp-Zellen nicht (SWINGS und CIVEROLO, 1993).
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In den vorliegenden Untersuchungen wurde der Einfluss der Temperatur auf die Vermeh-
rung und die systemische Ausbreitung des Erregers in Pelargonienpflanzen in einem
Langzeitversuch von 68 Monaten Uberprift, wie er unseres Wissens bisher noch nie
durchgefuihrt wurde. Im Verlaufe des ersten Jahres verlief der Befall der Pelargonienpflan-
zen bel der 15 °C Variante erwartungsgemal? langsamer als bei der 25 °C Variante. Beson-
ders deutlich war dieser Unterschied bei den niedrigen Inokulumskonzentrationen von 10*
und 10% cfu/ml. Bei 15 °C erfolgte die Erkrankung zwar langsamer, aber kontinuierlicher,
so dass am Ende des Versuches (nach 68 Monaten) von den bei 15 °C gehaltenen Pflan-
zen deutlich mehr erkrankt waren. Bei den warmer gehaltenen Pflanzen starben die ino-
kulierten Bakterien in denjenigen Pflanzen, in denen sie nicht innerhalb von 11 Monaten
eine Erkrankung ausgel 6st hatten, ganz ab.

Als Ursache fur das Absterben der Bakterien werden starke Temperaturschwankungen im
Sommer angenommen. So wurde festgestellt, dass in der warmeren Gewachshauskabine
die Temperatur im Sommer der Jahre 1998, 1999 und 2000 extrem hohe Werte erreichte.
Dies fihrte offenbar dazu, dass geringe Bakterienkonzentrationen im Stengel stark redu-
ziert oder die Bakterien sdmtlich abgetttet wurden, so dass nur wenige oder gar keine
Pflanzen spéter starken Befall zeigten.

In der kihleren Kabine war die Temperaturregulation wesentlich besser, obwohl auch hier
eine geringe Temperaturerhthung im Sommer stattfand. Die wenigen noch lebenden Bak-
terien konnten sich dann in der Endphase, auch begunstigt durch das starke Wachstum der
Pelargonien nach der intensiveren Diingung, stark vermehren und von der bis dahin laten-
ten in die aktive und virulente Phase Ubergehen.

Aus diesen Versuchsergebnissen ergab sich als eine Empfehlung fur die erfolgreiche Eli-
minierung latent befallener Pelargonienpflanzen, dass Mutterpflanzen fur die Stecklings-
gewinnung fir einen bestimmten Zeitraum (6 - 9 Monate) bei relativ hoher Temperatur (z.
B. 25 °C) gehalten und gleichzeitig gut gediingt werden sollten, da dann latent in der
Pflanze vorkommende Bakterien die Krankheit ausldsen kdnnen und eine Elimination die-
ser Pflanzen mdglich ist. Auch NAMETH et al. (1999) weisen auf die grof3e Gefahr hin,
dass Xcp besonders dann die Pflanzen latent besiedelt, wenn sie bei niedrigen Temperatu-
ren gehalten werden.

Die Versuche mit Temperaturwechsel nach 6 Monaten (d. h. von 15 nach 25 °C oder um-
gekehrt) bestétigten die bei konstanten Temperaturen gewonnenen Erkenntnisse (siehe
Kapitel 3.3.7.3b). Auch hier wurde mit alen drei Inokulumskonzentrationen (10°, 10* und
10° cfu/ml) in der Endphase der Versuche eine deutliche Erhthung der Befalsrate
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cfu/ml) in der Endphase der Versuche eine deutliche Erhéhung der Befallsrate festgestellt,
wenn die Pflanzen nach der Temperaturumstellung bei 15 °C statt 25 °C gehalten wurden.

4.3 Charakterisierung der Latenz

Durch den hier durchgefiihrten Langzeitversuch mit einem markierten Bakterienstamm
wurde u. W. erstmalig belegt, wie lange die Bakterien sich im latenten Stadium ohne Aus-
|6sung von Krankheitssymptomen in der Pflanze aufhalten kdnnen. In diesen Versuchen
wurde eine maximale Latenzperiode von 57 Monaten festgestellt, bei Pelargonien der
Sorte “Rosario”, die nach Inokulation mit 10" cfu/ml in den Stengel bei 15 °C gehalten
wurden (Tabelle 17).

Die Bakterien vermehrten sich nach der Inokulation im Stengel nur wenig. In der weitaus
Uberwiegenden Zahl der Félle (76%) schwankte die Bakterienkonzentration im Stengel
wahrend der Latenzphase zwischen 107 - 10° cfu/g Stengelfrischgewicht (Tabelle 18). In
den meisten Féllen befanden sich die Bakterien nur nahe der Inokulationsstelle in niedriger
Konzentration. Wahrscheinlich lagen sie dort eingekapselt. Offenbar hatte sich ein Gleich-
gewicht zwischen bakteriellem Wachstum und pflanzlichen Abwehrreaktionen, wie z. B.
der Phytoal exinproduktion, eingestellt (RUISSEN et al., 1993). Als Hauptursachen im Zu-
sammenwirken verschiedener latenzbestimmender Faktoren wurden von BERKELMANN
et al. (1994) die Saison, der Entwicklungszustand der Pflanze und deren physiologische
Konstitution genannt.

Ahnlich wie wahrend der friihen Infektionsphase von Xanthomonaden (RUDOL PH, 1993)
kommen die Bakterien wahrscheinlich wéhrend der Latenzphase in Mikrokolonien im Ge-
webe vor. In den Mikrokolonien sind die Bakterienzellen in extrazellulare Polysaccharide
(Xanthan und Lipopolysacharide) eingeschlossen oder eingekapselt und dadurch vor Aus-
trocknung oder vor pflanzlichen Abwehrstoffen, wie den Phytoalexinen, geschitzt (RU-
DOLPH, 1993).

Unsere Versuche zeigten, dass die Bakterien inhomogen im Stengel verteilt waren; dennin
den Nodien war die Bakterienkonzentration immer hoher alsin den Internodien (Abb. 15).
Eine weitere Charakterisierung der bakteriellen Mikrokolonien oder “ Bakterientaschen®
konnte deswegen durch eine histologische Untersuchung der Nodien erfolgen. Die gerin-
gen Bakterienpopulationen wahrend des latenten Befalls sind in planta jedoch sehr schwer
histologisch nachweisbar. Durch die inhomogene Verteilung der Bakterien in der Pflanze

und saisonale Schwankungen in der Pathogendichte ist es generell sehr schwierig, die Bak-
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terien bel der Pathogen-Diagnose Uberhaupt nachzuweisen. Wenn das Gleichgewicht der
verschiedenen Faktoren, die die Latenz bedingen, gestort wird, kann es dazu kommen, dass
entweder die Bakterien ganz absterben und die Pflanze gesundet, oder dass von den Bakte-

rien die Latenzphase durchbrochen wird und die Krankheit ausbricht.

4.4 Faktoren, welche die Latenz beainflussen

Der entscheidende Faktor nach den hier beschriebenen Versuchen war die Temperatur
wahrend der Pelargonienkultur (Kapitel 4.2). Niedrige Temperaturen (15 °C) fuhrten zu
einer langen Latenz, hohere Temperaturen (25 °C) zu einer wesentlich kirzeren Latenz-
phase, und extrem hohe Temperaturen zur Abtotung der Bakterien.

Auch die Nahrstoffversorgung der Pflanze beeinflusst die Latenz. Die Anfélligkeit der
Pflanzen gegeniiber Xcp wird durch erhdhte Stickstoffgaben gesteigert (DIGAT, 1977,
SAUTHOFF, 1978). Dagegen fordert eine Kali-betonte Dingung die pflanzlichen Ab-
wehrkrafte (HEIMANN, 1973; GIBONI, 1985). Auch KREBS et al. (1993) konnten bei
Pelargonien nachweisen, dass bel niedrigem Befall sdruck von Xcp eine N-Unterversorgung
den Krankheitsverlauf verzogerte. In den hier beschriebenen Versuchen wurden ab August
1998 die Pflanzen wdchentlich mit 1% Hakaphos gediingt. Durch diese regelmaliige, in-
tensive Dingung durchbrachen die Bakterien die Latenzphase offenbar schneller als bei
geringer DUngung.

Wenn das Wachstum der Pelargonien nicht durch Dungung sondern durch Anreicherung
der CO,-Konzentration gefordert wurde, wurde ebenfalls eine Erhdhung der Krankheit
festgestellt (JAO et al., 1999).

COOKE et al. (1992) beschrieben den pH-Wert im Boden als einen wichtigen Faktor fur
die Latenzerscheinung bei Bakterieninfektionen. Lag dieser unter 4,5, wurde das Wachs-
tum u. a. von Xanthomonas campestris pv. pelargonii unterdriickt. Ein deutlicher Einfluss
der Pelargonien-Sorte auf die Dauer der Latenz konnte in den hier durchgefihrten Versu-
chen mit nur 2 Sorten nicht festgestellt werden (Tab. 17), ist aber anzunehmen.

Wenn immer durch Forderung der Bakterien eine bestimmte Bakterienkonzentration in
planta Uberschritten wird, kommt es zum Durchbrechen der Latenz. Die dafir notwendige
Schwelle der Bakterienkonzentration lag in unseren Versuchen bei etwa 10° cfulg
Frischgewicht. Aber erst ab 10° cfu/g entwickelten sich starke Symptome, und es kam zu
einer systemischen Ausbreitung der Bakterien im Gewebe.
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45  Systemische Ausbreitung der Bakterien in Pelar gonienpflanzen

Wenn die Latenz einmal durchbrochen war, breiteten die Bakterien sich vom Inokulations-
punkt im Stengel akropetal und basipetal systemisch in der ganzen Pflanze aus. Bei “Rosa
rio* wurden die Bakterien z. B. 3 Monate nach Inokulation bereits Uberall im Stengel, in
der Dolde, den Blitenknospen, Blattstielen, Blattern, Wurzeln und sogar in der Erde und
im Sickerwasser nachgewiesen (Abb. 10). Auch andere Autoren beschrieben den systemi-
schen Charakter der Krankheit. Schon MUNNECKE (1954) wies auf die systemische Aus-
breitung des Pathogens, ausgehend von Blattflecken, Uber die ganze Pflanze hin. Ebenso
zeigten DOUGHERTY et al. (1974), dass eine systemische Verbreitung des Erregers von
Blattflecken aus Uber die Blattstiele bis in den Stengel erfolgte, wo vollstandige Welke-
und Faulniserscheinungen hervorgerufen wurden. Auch BROTHER (1981 b) konnte nach
kinstlicher Stengelinokulation aus Stengelteilen und Bléttern Uber und unter der Infekti-
onsstelle Bakterien reisolieren.

Die Besiedlung der Pelargonienwur zeln durch Xcp, vom Stengel ausgehend, wurde bisher
nicht beschrieben, ist aber von anderen Xanthomonaden bekannt, wie X. oryzae pv. oryzae
(ZARAGOZA and MEW, 1979) oder X. c. pv. graminis (LEYNS et al., 1988). Auf infi-
zierte Wurzeln, die sich im Verlaufe der Erkrankung teilweise zersetzen, ist wahrscheinlich
auch das von uns festgestellte Vorkommen der Bakterien im Boden und im Sickerwasser

zuriickzufihren.

Diein dem hier beschriebenen Langzeitversuch bestimmten Bakterienkonzentrationen in
planta wurden in dieser Ausfuhrlichkeit bisher noch nie erfasst (z. B. Abb. 10, Abb. 14,
Tabelle 19). Beeindruckend sind die hohen Bakterienkonzentrationen in stark befallenen
Stengeln, wie 8.3 x 10" cfu/g Stengelfrischgewicht bei “Rosario® und 9,5 x 10° cfu/g bei
“Isabell“. In alten Pflanzen am Ende des Langzeitversuches waren trotz starker Symptome
die maximalen Bakterienkonzentrationen im Stengel deutlich niedriger (Tabelle 19).
Wahrscheinlich war die Anfalligkeit durch die zunehmende Verholzung und Anreicherung
sekundérer Pflanzenmetabolite etwas reduziert.

Um weitere Einblicke in das Vorkommen der Bakterien im Stengel zu gewinnen, wurden
in mehreren Fallen Nodien und Internodien getrennt untersucht. Dabel ergab sich, dassin
latent befallenen Pelargonien die Nodien meistens 10-fach mehr Bakterien enthielten als
die Internodien. Weitere Versuche zur histologischen Charakterisierung der bakteriellen

Mikrokolonien bei Latenz sollten deswegen mit den Nodien durchgefihrt werden.
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4.6 Symptome

Im Verlaufe der systemischen Besiedlung der Pelargonien entwickelten sich bald die typi-
schen Krankheitssymptome. Am auffalligsten waren die Blattsymptome mit verschiede-
nen Formen der Welke (Schirmwelke). Anfanglich welkten nur einzelne Blattbereiche,
spater wurde der gesamte Blattrand schlaff. Das Blatt ahnelte in seiner Form einem Regen-
schirm. Schirmwelken traten grundsétzlich an Orten mit massiver Bakterienvermehrung
auf. Auch DIGAT (1977), BROTHER (1979) und KREBS (1992) beschrieben die vom
Blattrand ausgehenden, sektorenférmigen Vergilbungen, die sich spéter braunlich verféarb-
ten und vertrockneten. Als Begleitsymptome der Blattflecken traten manchmal an der
Blattunterseite kleine, wassrige Pusteln, als ,, Odeme* bezeichnet auf, die spater aufplatzten
und verkorkten. BUGBEE & ANDERSON (1963) halten diese Korkflecken fur ein von
Xcp verursachtes Symptom, die ein Anzeichen fur den Beginn einer bakteriellen Blattin-
fektion sein konnen. HEIMANN (1973) gelang es, aus jungen Pusteln pathogene Xcp-
Stdmme zu isolieren. Er schloss daraus, dass die Symptome dieser Korkfleckenkrankheit
bis zu einem gewissen Grad mit der Bakteriose zusammenhangen.

Die Stengelfaule oder Trockenféule kann von der Basis des Stengels wie auch von oberen
Stengelteilen ausgehen. Es bildeten sich zuerst glasige, griinliche Stellen, die in trockene,
schwarze L &sionen Ubergingen. Benachbarte Sprosse und Blatter schrumpften und verdorr-
ten. Aus den Faulstellen kann Bakterienschleim austreten (siehe auch: HEIMANN, 1973;
BURKI, 1972; GIBONI, 1985). Eine ausfihrliche Beschreibung der gesamten Krankheits-
symptome lieferten schon frih HELLMERS (1952) und MUNNECKE (1954). Histologi-
sche Untersuchungen von WAINWRIGHT und NELSON (1973) zeigten, dass Xcp ein
typischer Xylembesiedler ist. Zunéchst besiedeln die Bakterien die Pflanzen durch das Xy-
lem systemisch und dringen dann lateral in das benachbarte Parenchymgewebe ein. Dann
kommt es zur Auspragung der sogenannten Bakterientaschen um die befallenen Protoxy-
lemgefalde herum, welche sich vergréf3ern und schliefflich Teile des Kambiums, Phloems,
der Cortex und Epidermis umfassen. Die Bakterienmassen zusammen mit bakteriellem
Schleim (Xanthan und Lipopolysaccharide) und zersetztem pflanzlichen Gewebe ver-
schlief3en das Gefal3system und |6sen die Pelargonienwel ke aus.
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4.7  Sortenvergleich

Resistenz gegentiber Xcp wurde bei verschiedenen Wildarten gefunden (PAGEL 1993,
OLBRICHT und GRIESBACH, 2002). Von KNAUSS und TAMMEN (1967) wurde P. x
domesticum als hochresistent eingestuft, P. graveolens als maldig resistent und die Hange-
pelargonie P. peltatum als sehr anfallig. Aber auch in Wurzel-inokulierten Pflanzen von P.
x domesticum blieb das Pathogen 66 Tage aktiv, so dass diese Pelargonienart nicht mehr
als immun eingestuft werden kann. In den resistenten Pelargonium-Arten kann sich das
Bakterium nicht so stark vermehren (NELSON und WAINWRIGHT, 1973). Die Resistenz
konnte in der Struktur der pflanzlichen Zellwénde begrindet sein. WAINWRIGHT &
NELSON (1973) erwdhnen das Fehlen von Zellulosewanden und Pektinverbindungen in
den Bakterientaschen anfalliger Pelargonien, was ein Zeichen fir die Auflésung von
Wirtszellwénden wahrend der Pathogenese bei nicht-resistenten Pelargoniumarten ist.

Bel den heute auf dem Markt verbreiteten Kultur-Hybriden ist keinerlei Resistenz festzu-
stellen (BACHTHALLER und KREBS, 1987).

Fruhere Versuche zur Resistenzziichtung bei P. x hortorumwaren erfolglos (NELSON und
WAINWRIGHT, 1973), da zwar signifikante Resistenz bei verschiedenen Pelargonium-
Arten vorkommt, jedoch bel Sorten der sehr bedeutenden Hybride P. X hortorum fehlt.
Nachteilig wirkt sich dabei auch aus, dass sich die Elterntypen dieser Hybride (P. zonale
(L.) L Her ex Ait., P. inquinans (L) L Her ex Ait., und P. scanders (Ehrh.)) a's hoch anfél-
lig erwiesen (KNAUSS und TAMMEN, 1967).

In den vorliegenden Untersuchungen wurde im Vergleich der beiden Pelargonien-Sorten
eine deutlich niedrigere Anfaligkeit bei “Isabell* festgestellt. Dies zeigte sich vor allemin
einem schnelleren Verlauf der Erkrankung bel “Rosario” und darin, dass mehr Versuchs-
pflanzen von “Rosario” as von “Isabell“ erkrankten. Aul3erdem waren die maximalen
Bakterienpopulationen in “Rosario” 10-fach hoher alsin “Isabell”. Dieser Befund stimmte
mit den Beobachtungen der Zichter Gberein, wonach “Rosario” anfélliger gegentber Xcp
ist. Die etwas geringere Anfalligkeit von “Isabell“ reicht jedoch fur eine wirksame Unter-
drickung der Krankheit bei weitem nicht aus. Die hthere Anfaligkeit von “Rosario” zeig-

te sich in unseren Versuchen schon wenige Monate nach Inokulation der Stengel mit 10 pl
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einer Bakteriensuspension von 10* cfu/ml. Wenn geniigend Gewéchshausplatz zur Verfi-

gung steht, kdnnte dies ein einfacher Resistenztest sein.

4.8 Infektions-und Ubertragungswege

Die haufigste Ubertragung des Bakteriums von einer Saison zur nachsten passiert nach
MUNNECKE (1954) durch symptomlose Pflanzen, welche die Bakterien latent beherber-
gen. Die Krankheitsiibertragung durch Stecklinge dieser Mutterpflanzen ist damit der
wichtigste Ubertragungsweg.

Da die Bakterien nicht fahig sind, tber die intakte Epidermis in die Pflanze einzudringen,
sind sie auf Wunden, nicht-kutinisierte Stellen wie z. B. Wurzelhaare oder natiirliche Off-
nungen, wie Stomata und Hydathoden, angewiesen (RUDOLPH, 1993). Die I nfektion der
Pelargonien erfolgt daher Gber Spaltoffnungen der Blétter, Wunden an Bléttern und Sten-
geln oder verletzte Wurzeln. Besonders gefahrlich sind die beim Stecklingsschnitt oder
durch Entfernen von Bliiten und Blétter entstehenden offenen Wunden (BROTHER, 1979).
Bel histologischen Untersuchungen von Pelargonium zeigte sich, dass eine Invasion der
Bakterien nur tber natirliche Offnungen (Stomata, Interzellulare) oder verletztes Gewebe
erfolgt (HAMACHER et al., 1996; KURZE, 1997).

481 Infektion Uber das Blatt

Von einigen pflanzenpathogenen Bakterien ist schon seit langen bekannt, dass sie auch auf
gesunden Pflanzenoberflachen langere Zeit Uberleben (CROSSE, 1959). Auch LEBEN
(1970) beschrieb bel pflanzenpathogenen Bakterien die Fahigkeit zum epiphytischen
Wachstum. Dort stellen sie das Inokulum dar, das bei glinstigen Bedingungen zur Infektion
fuhren kann (HIRANO und UPPER, 1983). Epiphytische Popul ationen wurden inzwischen
bei vielen Pseudomonas-, Xanthomonas-, und Erwinia- Arten (BLAKEMAN 1993) sowie
Clavibacter (GLEASON et al., 1991) beobachtet. HATTINGH et al. (1989) berichteten
Uber epiphytisch vorkommende Populationen von Pseudomonas syringae an Obstbaumen,
welche zu einer systemischen Infektion durch natiirliche Offnungen fuhrten. Die Bakterien
vermehrten sich dort zunéchst symptomlos auf der Blattoberflache und drangen dann durch
die Stomata Uber die Parenchymzellen in das Gefél3system der Pflanze ein. Es ist schon
lange bekannt, dass die Bakterien, vor allem die phytopathogenen an Obstbaumen, durch
Blattnarben, Blattverletzungen (CROSSE et al., 1972) und Blattstiele (GOODMAN und
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WHITE, 1981) in die Xylemgefélie gelangen und sich in diesen Gefél3en systemisch aus-
breiten kbnnen.

DIGAT (1978a) wies in diesem Zusammenhang auf eine erhebliche Geféhrdung durch e-
piphytische Xcp-Populationen hin, die sich fur mindestens 2 Monate auf Blattoberflachen
aufhielten, bevor Krankheitssymptome auftraten. Diese Epiphyten stellen ein standiges In-
fektionspotenzial dar; bei giinstigen Bedingungen kénnen sie in die Bléatter eindringen. Sie
werden Uber Spritzwasser bei der Bewasserung verbreitet. Nach MILLER et al. (1978)
kann sich Xcp Uber das Blatt durch den Blattstiel ausbreiten und am Stengel eine dunkel-
braune bis schwarze Stengelféule verursachen.

KIVILAAN und SCHEFFER (1958) vermuteten, dass das Pathogen von Blattflecken aus
nicht systemisch werden kdnne. Dagegen stellte MUNNECKE (1954) fest, dass eine Aus-
breitung des Erregers von Blattflecken ausgehend Uber die Blattstiele auf die ganze Pflanze
stattfand.

Zur Quantifizierung epiphytischer Bakterienpopulation auf Pflanzen werden meist Ver-
dunnungsreihen auf Agarplatten mit Antibiotika ausplattiert. Bel der Wasch-Homogenat-
Methode werden die Blétter 5 - 7 min (O'BRIEN & LINDOW, 1989) oder 60 - 120 min
(HIRANO et al., 1983) in Waschpuffer kraftig geschittelt und dann im Puffer homogeni-
siert (LEBEN et al., 1968; CAFATI & SAETTLER, 1980). VON KIETZELL (1995) be-
richtete, dass Pseudomonas syringae pv. atrofaciens relativ fest an den Bléattern hafteten
und erst nach 8 h Waschdauer Ubertraten. Bel dieser hdufig verwendeten Methode sind je-
doch keine Ruckschliisse auf die Lokalisation der Bakterien moglich. Die Bakterien kon-
nen nach langerem Waschen von den Oberflachen, aus den substomatéren Visikeln oder
sogar aus dem Interzellularraum stammen. Nach kurzer Waschdauer wird jedoch nur ein
kleiner Teil der Epiphyten erfasst.

Deswegen wurden in den vorliegenden Untersuchungen Pelargonienblétter 10 - 15 min
geschiittelt, um die Kontaminantenzahlen zu reduzieren, und dann in frischer Ldsung ho-
mogenisiert. Die Bakteriendichten im Waschwasser und Homogenat wurden getrennt be-
stimmt. Dabei wurde festgestellt, dass die Bakterien epiphytisch auf dem Blatt 2 Monate
leben und von dort Uber den Blattstiel in den Stengel eindringen konnten. Allerdings verur-
sachten sie hier zundchst keine Stengelfaule sondern Uberlebten dort 11 Monate lang latent,
ohne Symptome hervorzurufen (Tab. 20 und 21). Die behandelten Blatter waren entweder
total vertrocknet oder abgefallen. Es hangt immer von der Bakterienkonzentration und den
Umweltbedingungen ab, wie schnell und wie weit sich die Bakterien in der Pflanze ver-
mehren (Kapitel 3.3). RUDOLPH (1995) nimmt an, dass die Bakterien nach natlrlicher
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Infektion im Schleim aus extrazellularen Polysachariden (EPS und LPS) eingebettet und

vor Austrocknung geschiitzt sind.

4.8.2 Infektion Uber die Schnittstelle

Das Auftreten der durch Xcp verursachten bakteriellen Pelargonienwelke wird stark durch
vegetative Vermehrungsmethoden beginstigt. Beim Schneiden von Stecklingen gelangt
das Bakterium leicht in offene Gefél3e, in denen es sich tiber den gesamten Spross ausbrei -
ten kann (GRIESBACH et al., 1999). Stengelinfektionen erfolgen haufig an den Schnitt-
wunden von Stecklingen. Die Bakterien dringen in das Gefél3system ein und erreichen von
hier aus das umliegende Stengelgewebe. Diese Infektionen fuhren nicht immer zu einer
apparenten Symptomauspragung, sondern kénnen mitunter fir lange Zeit latent bleiben.
Beim Schneiden von Stecklingen aus infizierten, &uf3erlich jedoch gesund erscheinenden
Mutterpflanzen kann das Messer kontaminiert werden und der Erreger auf gesunde Mut-
terpflanzen und Stecklinge Ubertragen werden (REUTHER, 1975). Aus diesem Grund
stellt die Desinfektion der Stecklingsmesser in Vermehrungsbetrieben eine unerlassliche
Mal3nahme dar. BURKI (1974) berichtete, dass nach jeder Verwendung das Messer desin-
fiziert werden muss. Die Messerdesinfektion ist aber nur dann sinnvoll, wenn gleichzeitig
auch andere hygienische Mal3nahmen befolgt werden, wie Desinfektion der Hande, von
Bdoden, Kasten, Topfen, Stellflachen usw..

In den vorliegenden Untersuchungen wurden Stecklinge von “Rosario* an der Schnittstelle
mit 10 pl 10° oder 10* cfu/ml betropft. Nach 315 Tagen wurden zum ersten Mal Xcp nach-
gewiesen (Tab. 22). Dies war nur mdglich, weil der Test durch Einschaltung einer Zwi-
schenvermehrung empfindlicher gemacht werden konnte. Von diesen latent infizierten
Pflanzen wurden Stecklinge gewonnen, in deren Basis mehrfach Xcp detektiert wurde
(Tab. 22). Damit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die Stecklingsspender latent
befalen waren. Die meisten davon stammten aus Mutterpflanzen, die mit dem geringeren
Inokulum (10® cfu/ml) behandelt worden waren. Dieser Befund verdeutlicht das grofe Ri-
siko der Verschleppung und Verbreitung des Bakteriums in der Praxis bei der Vermehrung

von latent befallenen Mutterpflanzen.
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4.8.3 Infektion Uber die Wurzeln

In den vorliegenden Untersuchungen wurden durch das Begief3en einer Pelargonienpflanze
mit 4 ml Bakteriensuspension von 10° cfu/ml innerhalb von 2 Monaten deutliche Sympto-
me hervorgerufen (Kap. 3.7). Damit wurden &ltere Berichte Uber diesen Infektionsweg bes-
tatigt. Nach MUNNECKE (1954) und MOORMAN (1999) treten bei nattrlicher Infektion
von Wurzeln die Symptome unter Umstanden erst spat und uneinheitlich auf, und auch
KIVILAAN und SCHEFFER (1958) konnten die Pflanzen Uber die Wurzeln infizieren.
Ebenso berichtet BOSSHARD (1978), dass das Bakterium Pelargonien Uber die Blétter,
Blattnarben oder Wurzel infizieren und sich in den Leitungsbahnen der Pflanze fortbewe-
gen und vermehren kann. Dagegen konnte KURZE (1997) durch Wurzelinokulation von
Pelargonien mit Xcp trotz hoher Bakterienkonzentration (>10%) keine eindeutigen Sym-

ptome erzeugen.

4.8.4 Ubertragung durch Erde

Der Boden ist als Infektionsquelle fur phytopathogene Bakterien bereits lange bekannt
(KLEINHEMPEL et al., 1989). Nach MUNNECKE (1954) konnte Xcp in Kalifornien bis
zu drei Monate in feuchtem Ackerboden Uberleben. KENNEDY et al. (1987) berichten,
dass Xcp in Pflanzenteilen im Boden nur 11 Tage, aber in einem trockenen Pelargo-
nienblatt 221 Tage Uberlebte. BOSSHARD et al. (1979) stellten fest, dass Xcp durch Bo-
denmikroorganismen gehemmt wurde, aber bei totaler Ausschaltung der Konkurrenz fahig
war, im Substrat zu leben und sich zu vermehren. Im infizierten Pflanzenmaterial waren
die Bakterien relativ geschutzt, bis das Gewebe verfault war. Mit infiziertem Pflanzenma-
terial verseuchtes Substrat ist deshalb eine geféhrliche Infektionsguelle.

Das Uberleben von Xcp im Kompost wurde von WOLK und SARKAR (1994) untersucht.
Wenn Komposterde mit hochkonzentrierter Bakteriensuspension vermischt wurde, konnten
die Bakterien noch nach 14 Monaten nachgewiesen werden. Wurden zusétzlich infizierte
Pelargonienstengel in den Kompost eingebracht, Gberlebten die Bakterien sogar 26 Mona-
te. Diese Befunde widersprechen etwas der Meinung, dass Xcp nicht fahig ist, fir langere
Zeit im Boden saprophytisch zu Uberleben, wie z. B. Agrobacterium tumefaciens (LEBEN,
1973).

In der Klimakammer gelang es in unseren Versuchen nicht, tber mit Xcp verseuchte Erde

Pelargonien zu infizieren (Kap. 3.6). Fir das Misslingen konnen diverse Grinde ange-
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nommen werden. Wahrscheinlich wurden die phytopathogenen Bakterien durch Boden-
mikroorganismen so stark gehemmt, dass eine Infektion der unverletzten Wurzeln im Ver-
suchszeitraum nicht stattfand. AuRerdem waren die Pflanzen dieses Versuches, bedingt
durch mehrfache Storungsfélle in der Klimakammer, in einem recht schlechten Zustand
und wuchsen kummerlich. Schlecht versorgte Pelargonien sind erfahrungemald nur
schwach anféllig fur Xcp (Kap. 4.4).

Da andererseits ein Herausdiffundieren der Bakterien aus stark erkrankten Pflanzen in die
umgebende Erde festgestellt wurde (Abb. 14), und da durch Begief3en der Topfe mit Bak-
teriensuspension innerhalb kurzer Zeit die Krankheit ausgel0st wurde (Kap. 3.7), ist sehr

wahrscheinlich, dass Xcp Uber das Bodenwasser Nachbarpflanzen infizieren kann.

4.85 Ubertragung durch das Wasser

Durch Pflanzenkontakt und Uberkopfbewasserung oder Spritzwasser und Spriihnebel ist
die Moglichkeit einer Ubertragung tiber das Wasser gegeben (DOUGHERTY et al., 1974).
Dies gilt besonders bei der Kultur im Freien (DAUGHTREY und MACKSEL, 1993).
Nach KREBS (19924) findet in geschlossenen Kultursystemen keine Ubertragung von Xcp
statt, wenn die Nahrlésung nicht den Wurzelraum durchspilt. Unsere Untersuchungen
zeigten jedoch, dass die Bakterien durch das Begief3en mit kontaminiertem Wasser Pelar-
gonien systemisch befallen kénnen (Tab. 25). Kontaminiertes Giefd3wasser muss deswegen
als eine potenzielle Quelle fur die Infektion gesunder Pelargonien in Betracht gezogen wer-

den.

4.8.6 Ubertragung durch den Samen

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden nur die Samen der alternativen Wirts-
pflanze Geranium pusillum untersucht. Dort konnten die Bakterien nachgewiesen werden.
Da die Bakterien in unseren Versuchen mit Pelargonien haufig in Blitenknospen, Dolden
und im Bliitenstengel in Konzentrationen bis zu 10° cfu/g nachgewiesen wurden, wird an-
genommen, dass die Bakterien auch Pelargonien-Samen besiedeln konnen (Kap. 3.4.4).
Von anderen Autoren wird der Erregertibertragung durch Samen bel Pelargonien nur eine
geringe Bedeutung zugemessen (HEIMANN, 1973; BROTHER, 1979). So konnte
BROTHER (1981b), nach Untersuchung von 500 Pelargoniensamen nur in 0,2% Xcp
nachweisen, und KOUCHEKI (1973b) fand 1,8% Xcp-infizierte Pelargoniensamen.
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4.9  Vorkommen von Xcp auf anderen Arten der Familie Geraniaceae

Die Bedeutung von Nichtwirtspflanzen fur phytopathogene Bakterien wurde bereits mehr-
fach untersucht. ERCOLANI et al. (1974) fanden Pseudomonas syringae pv. syringae (Er-
reger der Braunfleckigkeit von Buschbohnen) epiphytisch auf Zottelwicken (Vicia villosa),
die in der Nahe der Bohnenfelder wuchsen. In Kalifornien besiedelte das Tomatenpathogen
Pseudomonas syringae pv. tomato epiphytisch verschiedene Unkrauter (McCARTER et
al., 1983). LINDEMANN et al. (1984) isolierten epiphytische Populationen von Pseudo-
monas syringae pv. syringae von Maisbléttern (Zea mays), Winterroggen (Secale cereale)
und Disteln (Carduus mutans). AL-SHINAWI (1996) berichtete, dass Pseudomonas syrin-
gae pv. coriandricola in der Lage war, sich zwel Monate lang auf kinstlich besprihten
Blattern von Weizen (Triticum aestivum), Hanf (Cannabis sativa) und Acker-Kratzdistel

(Cirsium arvense) aufzuhalten.

Fur Xcp berichtete bereits LEWIS (1914), das der bakterielle Erreger die Gattungen Erodi-
um (wild crane's bill) und Pelargonium befiel. Hiermit stimmen unsere Ergebnisse Uber-
ein, da Erodium cicutorium besonders anféllig reagierte. Nach BRADBURY (1986) wer-
den verschiedene Geranium-Arten infiziert. Uber die hier untersuchten anfaligen Arten
Geranium dissectum und G. pisillum sind bisher keine Angaben aus der Literatur bekannt.
Von GRIESBACH et al. (1999) liegen umfangreiche Untersuchungsergebnisse tber die
Anfalligkeit verschiedener Pelargonium-Arten vor.

Nach BUGBEE und ANDERSON (1963) kdnnen die Bakterien leicht durch weil3e Fliegen
(Trialeurodes spp.) Ubertragen werden, so dass von Xcp befallene Geranium-Arten, die
haufig in Géarten angepflanzt werden, immer wieder zur Neu-Infektion von Pelargonienkul -

turen fihren kdnnen.

Bel den hier vorgelegten Untersuchungen wurde zunéchst geprtift, inwieweit Erodium ci-
cutorium (Reiherschnabel), Geranium dissectum (schlitzblattriger Storchschnabel) und Ge-
ranium pisillum (kleiner Storchschnabel) as Wirtpflanze von Xcp geeignet sind. Im Sten-
gel von Geranium pisillum vermehrten sich die Bakterien bis zu 9,3 x 10° cfu/g Frischge-
wicht innerhalb von 8 Tagen. Die inokulierten Pflanzen zeigten Welkesymptome, und nach
3 Wochen brachen sie zusammen. Daraus war ersichtlich, dass diese Unkréuter zumindest
kinstlich durch Xcp infiziert werden kénnen. Ob die Bakterien Uber l&ngere Zeitintervalle

auf diesen Pflanzen epiphytisch existieren kdnnen, konnte nicht untersucht werden, weil
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die inokulierten Pflanzen in kurzer Zeit vollig eingingen. Das Bakterium wurde auch in
den Blattern und Friichten detektiert. Solche Pflanzen in der Néhe von Pelargonienkulturen
konnen ein Infektionspotenzial wahrend der ganzen Vegetationsperiode darstellen und

sollten daher sorgféltig vernichtet werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

5.1 Fir die Untersuchung der Latenz in einem Langzeitversuch von 68 Monaten wurden
die Pelargoniensorten “Rosario” und “Isabell* am Stengel mit 10 pl einer Bakteriensus-
pension von 3 verschiedenen Konzentrationen (10°, 10* und 10° cfu/ml) inokuliert. Die
Pflanzen wurden zur Halfte bel 15 und 25 °C aufgestellt. Von beiden Gruppen wurde nach
6 Monaten jeweils die Halfte zur anderen Temperatur transferiert (d. h. von 15 °C nach 25
°C oder von 25 °C nach 15 °C). Um die quantitative Bestimmung der Bakterien in den i-
nokulierten Pflanzen im Verlauf des Versuches zu erleichtern, wurde ein hoch virulenter
Xcp Stamm mit Resistenz gegen 100 ppm Rifampicin selektiert. Die Antibiotika-
Resistenz erwies sich nach langerer Passage Uber Néhrbdden oder die Wirtspflanze als sta-
bil.

5.1.1 Auch das niedrigste Inokulum (1 - 6 Bakterienzellen pro Pflanze) fuhrte zur Er-
krankung und in vielen Féllen zu einer besonders langen L atenzperiode.

5.1.2 Die Sorte “Rosario" reagierte anfalliger als “Isabell“. Dies zeigte sich vor alem in
einem schnelleren Verlauf der Erkrankung bei “Rosario” und darin, dass mehr Versuchs-
pflanzen von “Rosario” as von “lsabell“ erkrankten. Aul3erdem waren die maximalen
Bakterienpopulationen in “Rosario* 10-fach hdher alsin “Isabell“.

5.1.3 Bel 25 °C erkrankten die Pflanzen zundchst innerhalb von 6 Monaten viel schnel-
ler alsbel 15 °C. Bel 15 °C erfolgte die Erkrankung zwar langsamer, aber kontinuierlicher,
so dass am Ende des Versuches (nach 68 M onaten) von den bei 15 °C gehaltenen Pflan-
zen deutlich mehr erkrankt waren. Bei den warmer gehaltenen Pflanzen starben die ino-
kulierten Bakterien in denjenigen Pflanzen, in denen sie nicht innerhalb von 11 Monaten
eine Erkrankung ausgel 6st hatten, ganz ab.

5.1.4 Bel regelmaiiger, intensiver Diingung durchbrachen die Bakterien die Latenzphase
schneller als bel geringer Dlngung.

5.1.5 Die im Versuchszeitraum festgestellte maximale L atenzperiode betrug 57 M onate,
(“Rosario* 15 °C, inokuliert mit 10% cfu/ml).

5.1.6 Wahrend der L atenzperiode betrug die Bakterienkonzentration in den Stengeln 10°%-
10° cfu/g Frischgewicht. Erst ab 108 cfu/g Frischgewicht erschienen die typischen Krank-
heitssymptome.
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5.1.7 Vom Inokulationspunkt im Stengel breiteten die Bakterien sich akropetal und basipe-
tal systemisch in der ganzen Pflanze aus. Maximale Bakterienkonzentrationen im Stengel
waren 8,3 x 10™° cfu/g bei “Rosario* und 9,5 x 10° cfu/g bei “Isabell“. Hohe Bakterienkon-
zentrationen (>10° cfu/g) wurden auch in Bliitenknospen, Bliitendolden und den Wur zeln
gefunden. Die Nodien enthielten hdhere Bakterienkonzentrationen a's die Internodien.

5.2 In mehreren Versuchen wurden die I nfektionswege und Ubertragungsmdglichkeiten
des Bakteriums untersucht.

5.2.1 Auf das Blatt aufgetropfte Bakteriensuspensionen konnten dort unter Gewachshaus-
bedingungen epiphytisch 2 bis 2,5 Monate Uberleben. Innerhalb von 2 Monaten waren sie
in das Blatt und den Blattstiel eingedrungen und hatten nach 5 Monaten den Stengel besie-
delt.

5.2.2 Das Begiel3en der Topferde mit Bakteriensuspension fuhrte zur Erkrankung mit ho-
hen Bakterienkonzentrationen in den Wurzeln.

5.2.3 Von infizierten Pelargonienpflanzen diffundierten die Bakterien in die Erde und wur-
den in dem aus den Topfen herauslaufenden Sickerwasser in Konzentrationen bis zu 10
cfu/ml nachgewiesen.

5.2.4 Schon sehr geringe Bakterienmengen (10 Xcp Zellen) reichten aus, um die Bakterien
Uber die Schnittstelle in Stecklinge zu Ubertragen, und in den aufgewachsenen Pflanzen
blieben die Bakterien tber 1 Jahr unerkannt latent enthalten. Erst in den daraus gewonne-
nen Tochterstecklingen, bzw. Tochterpflanzen, traten Krankheitssymptome 16 Monate
nach der Erstinokulation auf.

5.2.5 Eine Ubertragung der Bakterien durch den Samen kann auch bei Pelargonien nicht
ausgeschlossen werden.

5.2.6 Drel mit Pelargonien verwandte Pflanzenarten (Erodium cicutorium, Geranium
dissectum, Geranium pusillum) waren anféllig fir Xcp und zeigten 12 Tage nach Inokula-
tion typische Krankheitssymptome und hohe Bakterienkonzentrationen (>10° cfu/g) im

Stengel. Bei Geranium pusillum wurden die Bakterien auch in den Samen nachgewiesen.

5.3 Nach unseren Ergebnissen ergeben sich folgende Empfehlungen fur die Unterdri-
ckung der Krankheit.

5.3.1 Kulturmafinahmen: Mutterpflanzen fur die Stecklingsgewinnung sollten fur einen
bestimmten Zeitraum (6 - 9 Monate) bei relativ hoher Temperatur (z. B. 25 °C) gehalten
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und gleichzeitig gut gediingt werden, da dann latent in der Pflanze vorkommende Bakteri-
en die Krankheit auslsen kénnen und eine Elimination dieser Pflanzen moglich ist.

5.3.2 Hygiene-M alBnahmen: Samtliche Pflanzen mit Krankheitssymptomen missen sofort
entfernt werden. Es reicht nicht aus, bei wertvollen Mutterpflanzen nur die erkrankten Par-
tien herauszuschneiden, da die Bakterien die Pflanzen systemisch besiedeln und auch in
auiderlich gesunden Pflanzenteilen vorkommen konnen. Bei der Stecklingsgewinnung mis-
sen die Schnittwerkzeuge jedes Ma sterilisiert werden, um die Bakterientbertragung aus
latent befallenen Mutterpflanzen zu verhindern.

5.3.3 Sortenwahl: Bei der Pelargonienziichtung sollte auch eine erhdhte Widerstandsfa
higkeit gegen Xcp als Zuchtziel verfolgt werden.
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KAPITEL Il

VERGLEICH VON ANTISEREN ZUM NACHWEIS VON XANTHO-
MONAS CAMPESTRIS PV. PELARGONII MIT VERSCHIEDENEN
SEROLOGISCHEN METHODEN

1 EINLEITUNG

Xanthomonas campestris pv. pelargonii wird sowohl tUber Samen a's auch Meristemkultu-
ren Ubertragen, am haufigsten wird das Bakterium jedoch bei der Vermehrung tiber Steck-
linge verbreitet (GRIESBACH et al., 1985). Um eine Verschleppung des Erregers mit
Stecklingen von latent infizierten Mutterpflanzen zu verhindern, ist deswegen ein regelmé
Riger Test der Mutterpflanzen notwendig. Nach Empfehlungen der EPPO (European Plant
Protection Organization) soll jede Pflanze eines Kernbestandes (nuclear stock) einmal pro
Jahr auf Xanthomonas getestet werden, fir Pflanzen des Vermehrungsbestandes (propaga-
tion stock) sind Stichprobentests vorgesehen (Anonym, 1992, 2002). Aus diesem Grunde
liegt es nahe, bewahrte serologische Methoden flur andere Pflanzenkrankheiten (vor allem
Virosen), wie den sogenannten ELISA, auch zur Prifung fur die Xanthomonas campestris
pv. pelargonii (Xcp) einzusetzen.

Serologische Methoden werden schon seit vielen Jahren zur Idendifikation phytopathoge-
ner Bakterien eingesetzt (SCHAAD, 1979; HAMPTON et al., 1990; SCHAAD, 1990).
ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosorbent assay) wurden zum ersten Mal in der
Humanmedizin beschrieben und seit 1976 auch zum Nachweis von Viren in Pflanzen ein-
gesetzt (CLARK et al., 1976). Damals hatte man mit der Anwendung vor allem im Obst-
und Kartoffelanbau begonnen. Mit dem sicheren Nachwels des Kartoffel-Blattroll-Virus
(CASPER, 1977) und anderer Kartoffelviren wurde das ELISA-Verfahren fur die Untersu-
chung von Kartoffeln zu einer wichtigen Testmethode.

Unter dem Aspekt der Eignung fur Routineuntersuchungen grof3er Mengen von Pflanzen-
proben bietet sich der ELISA-Test auch fur Bakteriosen an. So wurde der ELISA-Test zum
Eliminieren von Xcp-kontaminiertem Vermehrungsmaterial neben dem IF-Test von WES-
TERHOF und VAN RUITEN (1992) empfohlen. Zum Nachweis latent vorhandener Bak-
terien ist dieser Test mit den bisher zur Verfiigung stehenden Antiseren aber noch proble-

matisch, da die Sensitivitdt nicht so hoch ist wie im Immunfluoreszenz-Test oder bei dem
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mikrobiologischen Nachweis (Kapitel 1). BRIELMAIER-LIEBETANZ et al. (1994) erziel-
ten eine Empfindlichkeit von 10° Zellen / ml mit dem DAS-ELISA-Verfahren zum Nach-
weisvon Xanthomonas campestris pv. pelargonii in Pelargonienstengeln.

An die Empfindlichkeit missen sehr hohe Anforderungen gestellt werden, da bereits weni-
ge Xanthomonas-Keime zu einer Infektion bei Pelargonien fihren konnen (SAUTHOFF,
1980). Wenige Bakterien genligen bereits, um eine Pflanze zu infizieren (Kapitel 11). Als
Nachteil des ELISA-Tests zum Nachweis von Xcp in Pelargonien wird von NAMETH et
al. (1999) darauf hingewiesen, dass sowohl falsch-positive wie falsch-negative Ergebnisse
vorkommen konnen. Auch elekronenmikroskopische Verfahren ermdéglichen nicht die ge-
forderte Nachweisempfindlichkeit und sind auferdem fir Routinetests nicht geeignet
(NEUHAUS und GIERSIEPEN, 1992).

In dieser Arbeit wurde deswegen Uberprift, inwieweit die in der Praxis gegen Xcp im ELI-
SA verwendeten Antiseren die Anforderungen sowohl an die Nachweisgrenze als auch an
die Spezifitét erfillen, und ob es wesentliche Unterschiede zwischen den Antikorpern ver-

schiedener Herkunft gibt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstdmme

Samtliche Bakterienstémme wurden der , Gottinger Sammlung Phytopathogener Bakteri-

en“ (GSPB) entnommen. Neben den 4 Xcp-Stammen wurde auch ein Stamm von X. cam-

pestris pv. zinniae (nach FRANKE, 1994, pathogen fir Pelargonien) sowie an Pelargonien

als Saprophyten vorkommende Bakterien eingesetzt.
Tab. 1: Verwendete Bakterienstdmme

Bakterium GSPB-Nr | Herkunft

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 203 DSM 50859, isol. von Sauthoff
aus Pelargonium zonale (Nr.
1248/9), BBA, Berlin

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 1955 isol. von Pagel, Fa. Endisch,
1990

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 1956 isol. von Krebs, PSA Hannover,
1990

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 1957 isol. von Wohanka, Geisen-
heim, 1990

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2503 gewonnen von Batur-Michaelis
aus GSPB 1955, Gottingen,
1996

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2514 isol. von Brielmaier-Liebetanz,
(Nr.1586), BBA, Braun-
schweig, 1997

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2632 isol. von Berkelmann, (Nr. 54-
E), Geisenheim, 1994

Xanthomonas campestris pv. pelargonii 2636 isol. von Berkelmann, (Nr. 63-
E) Gelsenheim, 1995

Xanthomonas campestrispv. zinniae 2188 ICMP 5762, isol. von Hayward
aus Zinnia elegans, 1969

Erwinia herbicola 450 NCPPB 601, isol. aus Apfel,
England, 1958

Pseudomonas fluorescens 1714 G-1
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2.2 Serologische Untersuchungen

2.2.1 ELISA (enzyme-linked immunosor bent assay)

2.2.1.1 Allgemeine M ethodik

Bei den meisten serologischen Untersuchungen wurde der DAS-ELISA (Double-antibody-
sandwich-Enzym-linked-immunosorbent assay) eingesetzt. Dem DAS-ELISA liegt eine
Reaktion von Antigen und Antikorper zu einem stabilen Komplex in einer Mikrotiterplatte
zu Grunde (CLARK & ADAMS, 1976; REUTER & SONNEBORN, 1981). Auf dieser
Platte werden die einzelnen Komponenten nacheinander aufgetragen und gebunden. Nach
jedem Schritt werden nicht reagierende, eventuell sogar hemmende Komponenten wegge-
waschen. Der Antigen-Antikorper-Komplex wird durch eine gekoppelte Enzym-
Farbreaktion dargestellt und ist damit photometrisch auswertbar.

ELISA-Techniken konnen die immunologischen Reaktionsprinzipien in kompetitive und
nichtkompetitive Techniken unterteilen. Im kompetitiven ELISA kdnnen sowohl Makro-
molekile als auch Haptene mit nur einem reaktiven Epitop quantifiziert werden, wahrend
der nicht kompetitive ELISA mindestens zwei Epitope am zu bestimmenden Molekul vor-
aussetzt.

Der nicht kompetitive ELISA kann auf verschiedene Weise durchgefihrt werden:

Wird die Probe zwischen zwei Antikérpern an der Platte gebunden, so spricht man von ei-
nem Sandwich-ELISA.

Folgt dem Schritt der Probenadsorption die Adsorption von einem oder mehreren nicht-
konjugierten Antikorpern, so ist dies ein sogenannter indirekter ELISA. Folgt der Pro-
benadsorption sofort die enzymmarkierte Antikdrperzugabe, dann handelt es sich um einen
direkten ELISA.

In dieser Arbeit wurde ein direktes ELISA-Verfahren nach BRIELMAIER-LIEBETANZ
et al. (1994) durchgefiihrt (2.2.1.2). Wegen der relativ leichten DurchfUhrbarkeit mit nur
wenigen Arbeitsschritten und niedrigen Materialkosten wurden die Antiseren im direkten
ELISA Uberprift. Mit Hilfe dieses Tests konnen auf3erdem schnell wichtige Information
Uber die Antiseren gewonnen werden.

Das Testprinzip besteht beim DAS-ELISA (Double-antibody-sandwich-enzyme-linked-

immunosorbent assay) aus vier Schritten: Zuerst werden die Antikorper durch Adsorption
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an die Polystyrolwande der ELISA-Platten gebunden (1. Schritt). Dann werden Bakterien
(Antigene) von dem spezifischen Antikdrper durch Adsorption an die Wénde gebunden (2.
Schritt). Bei diesem Schritt findet eine Antigen-Antikorper-Reaktion statt. Darauf folgt die
Zugabe von enzymmarkierten Antikorpern, die spezifisch gegen Xcp Bakterien gerichtet
sind (3. Schritt). Zuletzt wird das Substrat p-Nitrophenylphosphat zugegeben (4. Schritt).
Das Enzym des Konjugats spaltet das Substrat. Dieses Spaltprodukt wird sichtbar durch
Gelbféarbung, deren Intensitdt proportional der Bakterienkonzentration in der Probe ist.
Diese wird nach einer bestimmten Zeit photometrisch gemessen.

Zwischen den Schritten missen die Platten sorgféltig mit Waschpuffer gewaschen werden,
um ungebundene Bestandteile und Spuren von 16slichen Substanzen, die unspezifische Re-
aktionen verursachen konnten, zu entfernen. Die Farbintensitét ist direkt abhangig von der

Menge des gebundenen Enzyms.

2212 DASELISA nach BRIELMAIER-LIEBETANZ

Die meisten Untersuchungen wurden nach diesem Protokoll durchgeftihrt. Die Angaben

sind in pl je Kavitét ausgedriickt.

1. Tag

1. Beschichtung mit 200 pl spezifischem 1gG, 1: 1000 verdunnt in Beschichtungspuffer,
Inkubationszeit 4 h und Inkubationstemperatur 37 °C

2. Waschen mit Waschpuffer 3 x 3 min.
3. Zugabe des Antigens (Bakterien) in 200 pl Nutrient Broth oder Extraktionspuffer,
Inkubationszeit Uber Nacht, Inkubationstemperatur 4 °C.

2. Tag

4. Waschen mit Waschpuffer 3 x 3 min.

5. Zugabe von 200 pl des mit alkalischer Phosphatase konjugierten Antiserums, 1:1000
verdinnt in Konjugatpuffer, Inkubationszeit 4,5 h und Inkubationstemperatur 37 °C

6. Waschen mit Waschpuffer 3 x 3 min.

7. Hinzufigung von 200 pl Substratlosung p-Nitrophenylphosphat-Nae-Salz (= p-NPP,
Firma Merck, 1 mg/ml) in Substratpuffer, Inkubation im Dunkeln, Inkubationstemperatur
18-20°C

8. Messen nach 30, 60 und 120 min
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Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Mikrotiterplatten mit PBS-Tween-Puffer (300
pl) gesptilt. Der Waschpuffer verblieb drei Minuten in den Vertiefungen, danach wurde die
Platte kréftig ausgeschittet. Der Waschgang wurde dreimal wiederholt. Das Waschen er-
folgte mit einem Handwasch- und Absauggerét (Spectrall SLT Labinstruments).

Fur die Tests wurden Mikrotiterplatten aus Polystyrol (mittlere Bindungskapazitét, F-Typ,
Fa. Greiner) verwendet. Die Inkubation der Platten erfolgte entweder bei 4 °C im Kihl-
schrank oder bei 37 °C im Inkubationsschrank. Um die Qualitdt des ELISA-Tests
bezlglich seiner Nachweisempfindlichkeit zu Gberprifen, wurden die Proben in zweifacher
Wiederholung auf NGA- oder NGAR- Medium parallel ausplattiert. In jeder Platte wurden
die Proben in zweifacher Wiederholung eingesetzt. AulRerdem wurden als Leerwerte der
jewellige Puffer und das Substrat p-Nitrophenylphosphat mit inkubiert, um die Hinter-
grund-Extinktion zu erfassen. Die aul3eren Troge der Mikrotiterplatten wurden allerdings
ausgelassen, da hier die Streuung zu grof3 war. Die photometrische Messung erfolgte nach
30, 60 und 120 min bei 405 nm mit dem ,,V max kinetic microplate reader von der Firma

Molecular Devices.

2.2.1.3 DAS-ELISA nach RABENSTEIN

Dieses Protokoll wurde fiir die Uberpriifung der Seren von Dr. RABENSTEIN befolgt.

1. Tag

1. Beschichten mit spezifischem Antikérper (in Beschichtungspuffer, IgG 1:1000), 100 pl
je Kavitét, Inkubation 4 h bei 37 °C

2. Waschen mit Waschpuffer 4 x 3 min

3. Auftragen der Probe (in Extraktionspuffer, Antigenverdiinnung 1:5) 100 pl je Kavitét,
Inkubation tber Nacht bei 4°C

2. Tag

4. Waschen mit Waschpuffer 4 x 3 min

5. Zugabe von Konjugatl 6sung (AP-konjugierte spezifische Antikdrper in Konjugatpuffer,
Verdinnung 1:1000), 100 ul je Kavitét, Inkubation 4 h bei 37 °C

6. Waschen mit Waschpuffer 5x 3 min

7. Einpipettieren der Substratlosung (1 mg / ml p-NPP in Substratpuffer), 200 pl je Kavitét,

Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln
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8. Messen bei 405 nm nach 60 und 120 min

Nach diesem Schema wurde mit dem monoklonalen Antikdrper der DAS-ELISA durchge-
fuhrt. Die Verdinnungen waren bei dem monoklonalen Antikorper 1:500 und bei dem
Konjugat 1:1000.

2.2.1.4 Verwendete Puffer

1. Beschichtungspuffer (nach CLARK und ADAMS, 1977)

Na,COs 159 g
NaHCO; 293 ¢
NaN; 02 g
a. dest. 1000 ml
PH 9,6

2. Phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung (PBS) (CASPER und MAYER,
1981)

NaCl 80 g
KH2PO, 02 g
NaHPO,4 x 12 H,O 14 g
KCl 02 g
NaN3 012 g
Tween 20 05 ml
a. dest. 1000 ml
pH 7,4
3. Konjugatpuffer
Waschpuffer (PBS) 1000 ml

Polyvinylpyrolidon (PVP) 20
Rinderserumalbumin 2
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4. Substratpuffer (nach CLARK und ADAMS, 1977)

Diethanolamin 97 ml
MgCl,x 6 HO 02 g
NaN3 02 g
Bidest. Wasser 1000 ml
pH 9,8

5. Extraktionspuffer

Eswurden drel verschiedene Extraktionspuffer eingesetzt:
a) PBS + 0,05 % Tween 20 + 1 % PVP

b) Extraktionspuffer nach Brielmaier-Liebetanz
8 g/ 1 Nutrient Broth (Difco)

15 min bei 120 °C autoklavieren
c¢) Pelargonium-Puffer (nach Fa. LOEWE)

TRIS 1211 g
PVP (K25) 20

Bovine Serum Albumin 2 g
a dest. 1000 ml
pH 8,6

2.2.1.5Vorbereitung der Bakterien

Alle Xanthomonas-Stamme wurden auf NGA-Agar, Erwinia herbicola und Pseudomonas

fluorescens auf King-B-Agar fir 24 Stunden kultiviert und mit Probenpuffer (PBS +
0,05% Tween 20 + 1% PVP) oder Nutrient Broth suspendiert. Mit einem Spektral photo-
meter (BAUSCH & LOMB Spectronic 20) wurde die optische Dichte auf 0,06 bel einer
Wellenlange von 660 nm eingestellt, welches einer Lebendkeimzahl von ca. 10° cfu/ml
entspricht. Fiir den ELISA-Test wurden immer die Bakterienkonzentrationen 10°, 10°, 10*
und 10 cfu/ml gewahit. Die fur den jeweiligen ELISA-Test tatsichlich eingesetzten Bakte-
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rien-Konzentrationen wurden bei jedem Versuch durch Ausplattierung einer Verdiinnungs-
reihe auf dem NGA-Medium ermittelt.

Folgende Varianten wurde im ELISA geprift:
Bakterienreinkultur im Probenpuffer,
infizierte Pflanzen.

Als Negativ-Kontrollen wurden mitgetestet:
Probenpuffer ohne Bakterien,

Pflanzensaft nicht inokulierter Pelargonien.

2.2.1.6 Photometrische Auswertung

Der DAS-ELISA- Test wurde wie unter 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Die
aulReren Troge der Mikrotiterplatten wurden ausgelassen, da sie eine zu grof3e Streuung
aufweisen. Jede Probe wurde als zweifache Wiederholung angelegt und der Mittelwert in
die Auswertung Ubernommen.

Die Auswertung erfolgte in den meisten Fallen nach 120 min Substratinkubation. In eini-
gen Falen wurde die Inkubation bis 24 Stunden ausgedehnt, um klare Reaktionsunter-
schiede messen zu konnen.

Parallel zu jedem EL1SA-Versuch wurde von allen verwendeten Proben aus 1:10 Verdin-
nungsstufen 0,1 ml auf NGA-Medium ausplattiert und 2 d bei 25 °C inkubiert, um die ent-

haltenen Lebendbakterien zu erfassen.

2.2.2 Fluoreszenztechnische M ethoden

Bel der Immunfluoreszenz (IF) werden die Antikérper mit einem Fluoreszenzfarbstoff ge-
koppelt. Nach Anregung mit UV-Licht (400 — 550 nm) emittieren diese Fluorochrome
Licht langerer Wellenlangen. Dieser Test ist besonders gut zum Nachweis von Pilz- und
Bakterienzellen in Pflanzengewebe und Boden geeignet, da die Zellen direkt sichtbar ge-
macht werden kénnen (DE BOER, 1990).

Zur Anwendung kam eine indirekte Immunfluoreszenzmethode. Nach diesem Verfahren
wurden neben dem homologen ein Sekundérserum mit gegen das Kaninchenserum gerich-
teten Antikorpern eingesetzt, welche mit dem gelb fluoreszierenden Fluorochrom FITC

(Fluoreszein-1sothiocyanat) gekoppelt waren.
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2.2.2.1 Verwendete Puffer

1) Phosphatpuffer-Saline (PBS)

NaHPO,4 x 12 H,O 2,7 g
NaH,PO4x 2 H,O 0,4 g
NaCl 08 g
Dest . Wasser 1000 ml
pH 7,2

2) Glycerol-Phosphat-Puffer (GPB)
Na;HPO, x 12 H,0O 3,2 g
NaH,PO,x 2 H,O 0,15
Glycerin 50 mi
Dest .Wasser 1000 ml
pH 7,6

2.2.2.2 Immunfluoreszenztest (I F-Test)

Zunéachst wurden die Bakterien wie unter 2.2.1.5 beschrieben angezogen und daraus Sus-
pensionen mit 10° bis 10° Zellen/ml hergestellt. Aus den Bakteriensuspensionen sowie aus
befallverdachtigen Pflanzenhomogenaten wurden je 20 ul in ein Fenster eines speziellen
12-Fenster-Objekttragers fur Fluoreszenzmikroskopie (ICN BIOMEDICALS, INC) pipet-
tiert und bei 60 °C direkt auf der Warmebank 20 min fixiert. Die so angeklebten Proben
wurden fur 10 min in 96% Ethanol fixiert, getrocknet und mit Phosphatpuffer abgespilt.
Danach konnten die 1:100 in PBS Puffer verdinnten AK (20 ul/Fenster) aufgetragen und
in einer feuchten Kammer 30 min im Dunklen bei 37 °C inkubiert werden. Nachdem die
Proben mit Puffer gespllt und Luft getrocknet wurden, erfolgte die Auftragung des FITC-
konjugierten Ziegen-Anti-Kaninchenserums (Sigma, Produkt-Nummer F-0382). Das
FITC-Konjugat wurde in PBS-Puffer 1:100 verdinnt und mit jeweils 20 pl pro Fenster
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer im Dunklen fir 30 min bei
37 °C. Nach der Inkubation wurde griindlich gespult, um ungebundenen Farbstoff zu ent-

fernen, und in der Luft bei Zimmertemperatur getrocknet.
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Danach wurden zu jedem Fenster 5 pl Glycerol-Phosphat-Puffer gegeben, bevor ein Deck-
glas aufgelegt wurde. Anschlief3end wurden die Proben im Auflicht-Fluoreszenzmikroskop
(BP 450-490 Anregungs- und LP 430 Sperrfilter fur FITC bzw. BP 515-560 Anregung) im

Dunklen untersucht.
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3 ERGEBNISSE

Zur Untersuchung der latent befallenen Pflanzen wurden zunéchst Reinkulturen der Bakte-
rien geprift, um die optimale Nachweisgrenze und die Qualitat der Antikorper festzustel-
len. Hierbei wurden verschiedene Konzentrationen von polyklonalen und monoklonalen
Antikdrpern sowie unterschiedliche Inkubationstemperaturen und Extraktionspuffer getes-
tet. Als Ergebnisse dieser Optimierungsarbeit werden im folgenden fir jede Kombination
von Antiserum und Pathogen jeweils die besten erhaltenen Eichkurven und das Ergebnis
darauf basierender Messungen vorgestellt.

In der Immunologie gelten als untere Nachweisgrenze die Werte, die grof3er als der Mit-
telwert der Negativkontrolle plus seiner dreifachen Standardabweichung sind (CLARK,
1981).

In dieser Arbeit wurden folgende Kriterien berticksichtigt, um die Proben a's positiv aus-
zuwerten:

- Wenn die Positivkontrolle nach 2 h (meistens die Extinktionswerte fir 10 cfu/ml) zwi-
schen E4os nm= 0,13 - 0,2 lag, sollte die Negativkontrolle E4os nm = 0,09 nicht Gberschreiten.
Der Mittelwert der Negativkontrolle wurde mit dem Mittelwert der Positivkontrolle vergli-
chen. Bei unsicheren Ergebnissen wurde weitere 3 - 24 h inkubiert.

- Eswurde auf die Extinktionswerte bel verschiedenen Konzentrationen geachtet.

- Nach jedem Versuch wurden direkt nach Ausplattierung der Proben die auf den Petri-
schalen wachsenden Bakterienkolonien gezéhlt um festzustellen, ob die Ergebnisse im

DAS-ELISA mit den mikrobiologischen Befunden Ubereinstimmten.

3.1 Dieverwendeten Antiseren zum Nachweisvon Xcp im ELISA-Test

Fur die gepriften Antiseren wurden von den Produzenten/Firmen folgende Angaben ge-
macht:

Monoklonales Antiserum aus Aschersleben: Aus Mausen (Balb/c); immunisiert gegen
Xcp-Stamm (4/2b); mit Bezeichnung 5F8; Subklasse IgM und funf Bindungsarme; entwi-
ckelt fur DAS-ELISA und IF; reagiert mit |6slichen Stoffwechsel produkten von Xcp (evtl.
Lipopolysaccharide); keine Kreuzreaktion mit anderen Xanthomonaden; reagiert im We-
sternblot mit hochmolekularen Lipopolysachariden.
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Publikationen: RABENSTEIN, F; ZIELKE, R.; NAUMANN, K. (1994): Nachweis von
Xanthomonas campestris pv. pelargonii mit polyklonalen Antiseren und monoklonalen
Antikérpern. Vortrage fur Pflanzenziichtung 28, 327-329.

Polyklonales Antiserum aus Aschersleben: Aus Kaninchen; immunisiert gegen Xcp-
Stamm 4/2b; mit Bezeichnung 4717; Kreuzreaktion mit anderen Bakterienarten der Gat-
tung Xanthomonas.

Publikationen: RABENSTEIN, F; ZIELKE, R. und NAUMANN, K. (1994): Nachweis
von Xanthomonas campestris pv. pelargonii mit polyklonalen Antiseren und monoklona-
len Antikorpern. Vortrége fir Pflanzenziichtung 28, 327-329.

RABENSTEIN, F; ZIELKE, R. und PROLL, E. (1994): Entwicklung immundiagnosti-
scher Methoden unter Verwendung von polyklonalen Antiseren und monoklonalen Anti-
korpern fur den Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pelargonii und pv. begoniaein
Zierpflanzen. Jahresberichte der BAZ.

Polyklonales Antiserum von BIOREBA: Aus Kaninchen 1gG; immunisiert gegen einen
Xcp-Stamm der Eidgendssischen Forschungsanstalt fur Pflanzenbau (RAC) in Nyon, ur-
sprunglich in Deutschland isoliert; Konjugat: Polyklonales I1gG konjugiert mit alkal.
Phosphatase; Nachweisempfindlichkeit 10°-10* cfu pro ml im ELISA auf NUNC Maxi-
Sorp F96 Platten; Kreuzreaktionen nur mit nahe verwandten Xanthomonaden, wie
Xanthomonas campestris pv. campestris bei hohen Konzentrationen.

Publikationen: BRIELMAIER-LIEBETANZ, U. und SADOWSKA-RYBACK, M. (1994):
Vergleich von Antiseren zum Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pelargonii im
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 46:
37-40.

Polyklonales Antiserum von Fa. LOEWE: Aus Kaninchen; immunisiert gegen Xcp-Stamm
aus Aschersleben; Nachweisempfindlichkeit 10% cfu pro ml.

Polyklonales Antiserum vom | PO (Niederlande): Aus Kaninchen; immunisiert gegen Xcp-
Stamm PO Nr. 272 (CNPB 1718), dieser Stamm wurde im Jahr 1986 in Angers isoliert;
die Hersteller (J. van BECKHOVEN, personlich. Mitteilung) empfehlen eine Verdinnung
des Antiserums von 1:1000 (entspricht einer endgultigen Verdinnung von 1:2000) und ga-

rantieren dann eine Nachweisempfindlichkeit von 10° cfu/ml.
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Alle Antiseren wurden jewells parallel auf einer Mikrotiterplatte unter gleichen Bedingun-

gen gepruft. Folgende Antikorperverdinnungen wurden vom Produzenten empfohlen

(Tab. 2):

Tab. 2: Art und Herkunft der in den ELISA-Tests eingesetzten Antiseren

Art der gewonnen Bezeich- empfohlene | Herkunft

Antiseren aus nung Verdinnung

Monokl. IgG | Mé&usen 5F81(1519) | 1:500 Rabenstein, BAZ, Ascherde-
Konjugat 5F8 1:1000 ben (vom 24. 06. 1996)
Polykl. IgG | Kaninchen 4717 1:1000 Rabenstein, BAZ, Ascherde-
Konjugat 4717 1:1000 ben (vom 28. 11. 1996)
Polykl. IgG | Kaninchen 170112 1:1000 Fa. Bioreba, Reinach,
Konjugat 170122 1:1000 Schweiz (vom 24. 07. 1998)
Polykl. 1gG | Kaninchen 07077 1:200 Fa. Loewe, Sauerlach
Konjugat 07077 1:200 (vom 01. 07. 1998)

Polykl. IgG | Kaninchen 85513 FG4 | 1:1000 van der Wolf, IPO, Wagenin-
Konjugat 85513 FG6 | 1:1000 gen, Niederlande (vom 15.

10. 1998)

Der DAS-ELISA wurde wie oben beschrieben (2.2.1.2 und 2.2.1.3) durchgefiihrt. Die
Farbreaktion wurde mit einem ELISA-Photometer bel einer Wellenldnge von 405 nm ge-

messen. Als Negativkontrolle diente dasselbe Gemisch ohne Bakterien.

3.2 Antiseren der BAZ, Ascherslieben

3.2.1 Ermittlung der optimalen Konzentration fur das monoklonale Antiserum und

Serum-K onjugat

Der DAS-ELISA wurde nach Dr. RABENSTEIN (personliche Mitteilung) wie unter
2.2.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Demnach sollte das monoklonale Antiserum 1:500 und

das Serum-Konjugat 1:1000 verdinnt werden. Mit den empfohlenen Konzentrationen
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konnte Xcp nicht nachgewiesen werden. Deswegen wurde eine Reihe verschiedener Ver-
dunnungen vom Serum und Konjugat auf ihre Eignung Uberprift (Tab. 3a und 3b).

Tab. 3a: Ermittlung der optimalen Antiserum- und Konjugatverdiinnungen mit den mo-
noklonalen Antikdrpern von Rabenstein (Aschersleben). Messung der Extinktion bei 405
nm nach 2 h Inkubation

Verdunnungsgrad von Kontrolle Bakterienkonzentration (cfu/ml)
Antiserum Konjugat 10° 10*

1:100 1:200 0,279 0,782 0,299
1:200 1:400 0,133 0,236 0,235
1:300 1:600 0,119 0,121 0,117
1:400 1:800 0,140 0,104 0,111

Mit den monoklonalen Antikdrpern (Verdinnung 1:100) war die Bakterienkonzentration
von 10* cfu/ml nicht deutlich nachweisbar. Tabelle 3a gibt die Mittelwerte von 2 Wieder-
holungen wieder. Erst bei einer Bakterienkonzentration von 10° cfu/ml wurde ein Extinkti-
onswert E 405 nm= 0,782 und E 405 nm = 0,279 fr die Kontrolle gemessen. Bei einer Serum-
verdinnung von 1:200 lief3 sich ein geringer Unterschied in der Extinktion zwischen Bak-
teriensuspension und Nullkontrolle feststellen aber nicht zwischen den beiden Bakterien-
konzentrationen (10° und 10* cfu/ml). Beim weiteren Verdiinnen des Serums war ein Bak-
teriennachweis auch bei 10° cfu/ml nicht méglich, da die erhaltenen Probenwerte hnlich
niedrig wie die der Kontrolle lagen (Tab. 3a). Auch nach einer léngeren Inkubation (24 h)
wurde der Nachweis der Bakterien nicht sicherer (Tab. 3b).

Tab. 3b: Ermittlung der optimalen Antiserum- und Konjugatverdiinnungen mit den mo-
noklonalen Antikdrpern von Rabenstein (Aschersleben). Messung der Extinktion bei 405
nm nach 24 h Inkubation

Verdunnungsgrad von Kontrolle Bakterienkonzentration (cfu/ml)
Antiserum K onjugat 10° 10*

1:100 1:200 1,978 4,000 2,113
1:200 1:400 1,329 1,467 0,609
1:300 1:600 0,716 0,480 0,716
1:400 1:800 1,017 0,303 0,812
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Weiterhin wurde nach dem ersten Schritt mit 3%-iger Magermilch oder mit bovinem Se-
rumalbumin (BSA) 30 min bei 37 °C inkubiert, um die freien Bindungsstellen abzuséttigen
(CHENG et al., 1982). Dadurch konnte die Empfindlichkeit nicht verbessert werden. Die
Extinktionswerte waren sowohl bei der Positivkontrolle (10°cfu/ml) als auch bei der Nega-
tivkontrolle sehr gering (E 405 nm= 0,08).

In den weiteren Versuchen wurde der monoklonale Antikdrper immer 1:100 und das Kon-
jugat 1:200 verdinnt. Zur Ermittlung der besten Bedingungen wurden verschiedene Vari-
anten der Bakterienhauptkultur und der Antiserum-Verdinnung verglichen (Tab. 4). In
Variante 1 wurden die Bakterien auf Nahrboden nach RHODES (1959) vorkultiviert und in
Konjugatpuffer aufgenommen. Nach der Hauptkultur auf Rhodes-Medium wurden die
Bakterien in Konjugatpuffer suspendiert. Bei den Varianten 2 und 3 wurden die Bakterien

auf YDC bzw. NGA kultiviert und in 3%-iger Magermilch aufgenommen.

Tab. 4: Einfluss verschiedener Nahrboden zur Bakterienanzucht und Verdinnungen des
monoklonalen Antiserums auf den ELISA-Test bel 2 h Inkubation (GSPB 2503)

Nahrmedium | Antiserum Kontrolle  (ohne | Bakterienkonzentration
fUr Haptkultur | Verdinnung in Bakterien) (cfu/ml)

10° 10*
Rhodes Konjugat-Puffer 0,167 0,389 0,221
YDC 3% Magermilch 0,180 0,692 0,181
NGA 3% Magermilch 0,150 0,178 0,159

Die besten Ergebnisse fiir die hohe Bakterienkonzentration von 10° cfu/ml wurden durch
Variante 2 erzielt. In Variante 3 wurde sogar mit der hohen Bakterienkonzentration kein
positives ELISA-Ergebnis erzielt. Offenbar wurde das monoklonale Antiserum an die auf
NGA kultivierten Bakterien nicht gebunden.

3.2.2 Ermittlung der optimalen Konzentration fur das polyklonale Antiserum aus

Aschersgleben und die Konjugatverdinnung

Der DAS-ELISA wurde nach Dr. RABENSTEIN (Ascherdeben) wie unter 2.2.1.3 be-
schrieben durchgefiihrt. Nach Empfehlung des Serumherstellers sollten sowohl das po-
lyklonale Antiserum sowie das Konjugat jeweils 1:1000 verdunnt werden. Mit diesen Kon-
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zentrationen konnte Xcp (Stamm 2503) nicht nachgewiesen werden. Deswegen wurden
andere Verdinnungen Uberprift (Tab. 5a).

Tab. 5a: Ermittlung der optimalen Antiserum- und Konjugatverdinnungen mit dem po-
lyklonalen Antiserum von Rabenstein (Aschersleben), Messung der Extinktion bel 405 nm
nach einer Inkubation von 2 h (Xcp 2503)

Verduinnungsgrad von Kontrolle Bakterienkonzentration (cfu/ml)
Antiserum Konjugat 10° 10*
1:200 1:200 0,659 0,663 0,391
1:400 1:400 0,334 0,348 0,357
1:600 1:600 0,217 0,246 0,186
1:800 1:800 0,336 0,197 0,157

Nach zweistindiger Inkubation konnten mit dem polyklonalen Antiserum Bakterienkon-
zentrationen von 10* und 10° cfu/ml mit den gepriiften Antiserum-Konzentrationen nicht
nachgewiesen werden (Tab. 5a). Deshalb wurden die Proben 24 h lang inkubiert (Tab.
5b).

Tab. 5b: Ermittlung der optimalen Antiserum- und Konjugatverdinnungen mit dem po-
lyklonalen Antiserum von Rabenstein (Aschersleben), Messung der Extinktion bei 405 nm

nach einer Inkubation von 24 h

Verduinnungsgrad von Kontrolle Bakterienkonzentration (cfu/ml)
Antiserum Konjugat 10° 10
1:200 1:200 4,000 4,000 3,659
1:400 1:400 2,681 2,871 2,979
1:600 1:600 1,452 1,820 1,031
1:800 1:800 1,897 1,171 0,771

In diesem Versuch ergab sich bei einer Bakterienkonzentration von 10° cfu/ml und einer
Serum- und Konjugatverdiinnung von 1:600 noch ein Wert, der schwach Uber dem der
Kontrolle lag, aber fir einen sicheren Nachweis nicht ausreichte (Tab. 5b).

Auch in diesen Versuchen konnte die Nachweisempfindlichkeit durch eine Blockierung
mit 3%-iger Magermilchldsung nicht verbessert werden. Extinktionswerte bei der Positiv-

und Negativkontrolle waren gleich und lagen bei E 405 nm= 0,252.
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3.3 Antiserum von BIOREBA

3.3.1 Nachweisgrenze von Xcp mit dem polyklonalen Antiserum der Fa. BIOREBA

Der DAS-ELISA wurde nach dem Protokoll BRIELMAIER-LIEBETANZ (2.2.1.2)
durchgefuhrt. Aus einer auf dem NGA-Nahrmedium gewachsenen Reinkultur des Xcp-
Stammes GSPB 2503 wurde eine Suspension hergestellt und die Bakteriendichte photo-
metrisch eingestellt. Von gesunden Pelargonienstengeln wurden 0,5 g in sehr diinne Schei-
ben mit dem Skalpell in kleine Wrfel zerschnitten und zu 1 ml Nutrient Broth gegeben.
Zu diesen “Pflanzenextrakt im Nutrient Broth* wurde 0,1 ml der Bakteriensupension gege-
ben. Danach wurden weitere Verdiinnungen in Nutrient Broth bis zu den Konzentrationen
von 10% 10, 10° und 10° cfu/ml hergestellt und fiir den DAS-ELISA verwendet.

Die polyklonalen Antiseren wurden gemald Herstellerempfehlung 1:1000 verdinnt. Die
Farbreaktion wurde mit einem ELISA-Photometer bei einer Wellenlénge von 405 nm ge-
messen und mit der Extinktion der Negativkontrolle ohne Bakterien verglichen. Unter die-
sen Bedingungen konnten die Bakterien bei einer Konzentration von 10* cfu/ml nachge-
wiesen werden (Abb. 1).

Abb. 1: Nachweisgrenze fir Xcp-Stamm GSPB 2503 im Pflanzenextrakt und Nutrient
Broth bei 405 nm nach 2 h

E 405 nm

0 i i *

10"3 1004 10"5 10"6
Bakterienkonzentration cfu/mi

—— 2503 —ll— Kontrolle
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3.3.2 Reaktion des BIOREBA-AnNtiserums gegenuber anderen Xcp-Stammen

Nachdem die Versuche mit dem Stamm Xcp-2503 zeigten, dass sich mit dem Bioreba—
Serum im ELISA erst Bakteriendichten von 10* cfu/ml nachweisen lassen (Abb. 1), wur-
den adhnliche Tests mit Xcp-Stdmmen verschiedener Herkunft (GSPB Nr. 2514, 2503,
1955, 1957, 1956 und 2636) durchgefihrt.

Die Bakterienstamme wurden zunachst 24 h auf NGA kultiviert. Aus den jungen Bakteri-
enkulturen wurden Suspensionen mit 10%, 10%, 10° und 10° cfu/ml in Nutrient Broth herge-
stellt. Von jeder Konzentration wurden zwei Wiederholungen mit 0,2 ml Antigen einge-
setzt.

Tab. 6: Ermittlung der Nachweisgrenze des Bioreba-Serums mit verschiedenen Xcp-

Stammen

Bakterienkonzentration Extinktion mit Xcp-1solaten

cfu/ml 2514 2503 1957 1956
10° 4,000 2,104 1,706 n.g
10° 1,794 1,200 0,742 1,198
10* 0,384 0,250 0,206 0,199
10° 0,141 0,115 0,127 n.g
Kontrolle 0,110 0,110 0,110 0,110

Die Extinktionswerte der verschiedenen Xcp-Stdmme mit dem Bioreba-Serum variierten
sehr stark (Tab. 6). Am stérksten war die Reaktion von Stamm 2514 bei allen Konzentrati-
onen, und die niedrigsten Werte lieferte Stamm 1957. In diesen Experimenten lag die
Nachweisgrenze firr ale Stamme bei 10* cfu/ml.

Weitere Versuche wurden mit den Xcp-Stémmen 2514, 2503, 1955, 203, und 2636 durch-
gefuhrt. Auch in diesen Experimenten zeigte sich gegen Stamm 2514 die starkste Reaktion
(Abb. 2), wahrend sich die niedrigsten Extinktionswerte mit dem Xcp-Stamm 2636 erga-
ben. Um die Empfindlichkeit zu verbessern, wurden sehr viele Untersuchungen durchge-
fuhrt, mit Variationen in der Blockierung (0,1% BSA oder 3% Magermilch), Inkubations-
temperatur (4 °C und 15 °C), Inkubationsdauer oder im Extraktionspuffer, die aber alle
keine niedrigeren Nachweisgrenzen brachten. Die Extinktionswerte der Negativkontrolle
fielen durch ihre relativ hohen Werte auf. So wurden fiir 10° cfu/ml eine Extinktion von ca.
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0,12 und fir die Negativkontrolle 0,15 gemessen. Aul3erdem wurden zwischen den Wie-
derholungen grof3e Abweichungen festgestellt. Das Bioreba-Serum konnte nur bei Xcp-
Stamm 2514 einen recht schwachen Nachweis auch bei 10° cfu/ml liefern (Tab. 6).

Abb. 2: Empfindlichkeit verschiedener Xcp-Stémme gegeniiber dem Antiserum von
BIOREBA im DAS-ELISA

2,5

E 405 nm

O I I I
1073 10M 1015
Bakterienkonzentration cfu/ml

——2514 —=—2503 =203 —=—2632 —=w—1955 ——Kontrolle

3.3.3 Ermittlung der optimalen Antiserum- und Konjugatverdiinnungen

Von der Fa. Bioreba wurde eine Verdinnung des Serums und des Konjugates von 1:1000
zum Nachweis von Xcp im ELISA empfohlen. Mit diesem Titer soll die Nachweisgrenze
bei 10° cfu/ml liegen. In unseren Versuchen traten mit diesem Titer groRe Extinkti-
onsschwankungen innerhalb der Versuchswiederholungen auf. In einigen Fallen waren die

Extinktionswerte der Negativkontrolle héher als bei 10° cfu/ml Bakterien.

1076



Kapitel 11 ERGEBNISSE 134

Abb. 3: Ermittlung der optimalen Verdinnung des BIOREBA-Antiserums mit einer Bak-

terienkonzentration von 107 cfu/ml bei E 405 nm und 1 h Inkubation

3,

E 405 nm

1/250 1/500 1/750 1/1000 1/1250

Konzentration

02503 M Kontrolle

Mit ansteigender Konzentration des Antiserums (von einer Verdinnung von 1:1250 bis
1:250) zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg der Extinktion (Abb. 3). Um die Empfind-

lichkeit zu verbessern, sollte der Antikorper deswegen nur 1:250 verdinnt werden.

34  Antiserum der Fa. LOEWE
3.4.1 Empfindlichkeit gegenliber ver schiedenen Xcp-Stammen

Wie durch Abb. 4 dargestellt, konnten mit dem LOEWE-Antiserum alle Xcp-Stamme bel
hoher Konzentration nachgewiesen werden. Bei 10° cfu/ml lagen die Extinktionswerte fiir
die Stdmme GSPB Nr. 1955 und 203 bei Essnm = 0,12 im Vergleich mit der
Negativkontrolle E4os nm = 0,09. Die anderen Xcp-Stamme GSPB Nr. 2503, 2514 und 2632

konnten bei 10° cfu/ml sicher nachgewiesen werden.
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Abb. 4: Nachweisempfindlichkeit verschiedener Xcp-Stamme gegeniber dem LOEWE-
Antiserum im DAS-ELISA

3,5

3, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

2,6 - BT

E 405 nm

1073 10M 10175 1076
Bakterienkonzentration cfu/ml

—— 2503 —m— 2514 —— 2632
—x— 1955 —#— 203 ——Kontrolle

3.4.2 Nachweisgrenze bei Mischung mit Pflanzenextrakt

Der ELISA wurde wie unter 2.2.1.2 beschrieben durchgefihrt und die Bakterien nach
2.2.1.5 angezogen. Die Proben wurden in “Pelargonienpuffer” nach LOEWE aufgenom-
men. Der polyklonale Antikorper wurde wie von der Firma empfohlen, sowohl das IgG als
auch das 1gG-Konjugat, 1:200 verdunnt. Grundsétzlich wurde der Konjugatpuffer immer
kurz vor der Anwendung frisch angesetzt.

Der “Pflanzenextrakt” wurde wie in 3.3.1 beschrieben hergestellt, aber nicht in Nutrient

Broth sondern in Pelargonien-Puffer aufgenommen.
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Abb. 5: Ermittlung der Nachweisgrenze fur Xcp-Stamm 2514 gemischt mit Pflanzenex-

trakt im “Pelargonienpuffer* bei 2 h Inkubation

E 405 nm

L L
O I I I !\
1073 104 1015 106
Bakterienkonzentration cfu/ml
—— 2514 —— Kontrolle

Abb. 5 |asst erkennen, dass in der Mischung von Pflanzenextrakt mit Pelargonienpuffer

103 cfu/ml ganz schwach nachgewiesen wurden.

35 Antiserum vom | PO

3.5.1 Mischung mit Pflanzenextrakt

ELISA und Bakterienanzucht erfolgten wie unter 2.2.1.2 und 2.2.1.5 beschrieben. Die Pro-
ben wurden im Extraktionspuffer (PBS + 0,05% Tween 20 + 1% PVP) aufgenommen. Der
polyklonale Antikorper und das 1gG-Konjugat wurden, wie vom Hersteller angegeben,
1:1000 verdunnt.

Die Mischung mit Pflanzenextrakt erfolgte wie bel 3.3.1, aber mit Extraktionspuffer (PBS
+ 0,05% Tween + 1% PVP).
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Abb. 6: Ermittlung der Nachweisgrenze fir Xcp-Stamm 2514 nach Mischung mit Pflan-
zenextrakt im Extraktionspuffer (PBS + 0,05% Tween + 1% PVP) durch das | PO-

Antiserum nach 2 h Inkubation
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Wie aus Abb. 6 zu erkennen ist, erreichte die Nachweisgrenze mit dem IPO-Antiserum
gerade noch 10° cfu/ml in einer Mischung mit Pflanzenextrakt. Auf Grund der Stabilitét
zwischen den Konzentrationen und wegen der guten Reproduzierbarkeit wurde der |PO-

Antikorper fur weitere Versuche verwendet.
3.5.2 Empfindlichkeit verschiedener Xcp-Stdmmeim DAS-ELISA

Im ELISA-Verfahren wurden die Xcp-Stdmme GSPB Nr. 203, 2514, 1955, 2503 und 2632
mit dem ELISA-Verfahren geprtift, die 24 h auf NGA kultiviert worden waren. Durch Be-
stimmung der ODegonm Wurden Bakteriensuspensionen mit 10°, 10%, 10° und 10° cfu/ml
hergestellt.
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Abb. 7: Empfindlichkeit verschiedener Xcp-Stdmme gegentiber dem Antiserum vom PO
im DAS-ELISA nach 2 h Inkubation
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Abb. 7 zeigt, dass alle gepriften Xcp-Stamme mit den getesteten Antiseren sicher nachge-
wiesen wurden. Damit ergab sich keine Stammspezifitét innerhalb der Pathovarietét Xcp.
Auch bei den Bakterienkonzentrationen von 10° cfu/ml lagen die Extinktionswerte mit Exos
nm = 0,2 noch deutlich Uber der Negativkontrolle mit E4os nm = 0,1. D. h., unter diesen Be-
dingungen konnte Xcp bis 10% cfu/ml mit dem IPO-Antiserum sicher nachgewiesen wer-
den. Well das IPO-Antiserum eine so hohe Empfindlichkeit gegenlber allen gepriften

Xcp-Stammen aufwies, wurde es fir alle weiteren Versuche eingesetzt.
3.5.3 Reaktion des|PO-Antiserums gegentiber anderen phytopathogenen Bakterien

Die immunologische Spezifitét ist eine von der Struktur des Antigens abhangige Eigen-
schaft. Proteine sind auf Grund ihrer zahlreichen Bausteine und deren praktisch unbegrenz-
ter Kombinationsmoglichkeiten Verbindungen von grof3er Vielfalt. Dies bedeutet
immunologisch, dass Antikorper, die gegen ein Proteinantigen gebildet worden sind, in der

Regel nur mit diesem oder strukturell sehr eng verwandten Proteinen reagieren, die der
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nur mit diesem oder strukturell sehr eng verwandten Proteinen reagieren, die der gleichen
»Eiwelfamilie® angehdren (FRIEMEL, 1991). Antigene Determinanten kénnen ihrerseits
bei verschiedenen Proteinen oder Polysacchariden strukturell @hnlich oder gleich sein (z.
B. Aminosaurefolgen eines Proteins, gleiche Molekulstruktur). Auf Grund dessen kann ein
urspringlich gegen eine bestimmte Antigenpréparation produziertes Antiserum mit einem
anderen Antigen mit dhnlichen antigenen Determinanten kreuzreagieren. Eine solche un-
erwinschte Kreuzreaktion kann ein Antiserum hinsichtlich der praktischen Anwendung
unbrauchbar machen.

Deswegen wurden hier Versuche mit anderen Bakterien durchgefihrt, die auf Pelargonien
epiphytisch vorkommen aber keine Krankheit verursachen. Es wurden Erwinia herbicola
(GSPB 450), Xanthomonas zinniae (GSPB 2188) und Pseudomonas fluorescens (GSPB
1714) getestet. Erwinia herbicola und Pseudomonas fluorescens wurden auf KB-Medium
24 h kultiviert. Xanthomonas zinniae und Xanthomonas campestris pv. pelargonii wurden
auf dem NGA-Medium 24 h kultiviert. Durch Bestimmung der ODggonm Wurden Bakterien-
suspensionen im Extraktionspuffer (PBS + 0,05% Tween + 1% PVP) hergestellt. Von je-
der Konzentration wurden zwei Kavitdten bei jeder Stufe mit 0,2 ml Antigen geftillt. Das
Ergebnis wurde photometrisch nach 1 und 2 h gemessen.

Keiner der getesteten saprophytischen Bakterienstamme zeigte im ELISA einen Wert, der
Uber der Null-Kontrolle lag (Abb. 8).
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Abb. 8: Reaktion des IPO-Antiserums mit saprophytischen Bakterien bei einer Konzentra-

tion von 10° cfu/ml
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Der Antikorper (IPO) zeigte keine Kreuzreaktionen mit den gepriften saprophytischen
Bakterienstdmmen. Dadurch wurde eine Voraussetzung fir eine einwandfreie Diagnostik
erfullt.

Die gleichen Untersuchungen wurden fur BIOREBA- und LOEWE-Antiseren durchge-
fahrt (im Ergebnis nicht dargestellt). Auch diese Antiseren zeigten keine Kreuzreaktion mit
den getesteten saprophytischen Bakterien. Die poly- und monoklonalen Antiseren aus A-
schersleben wurden nicht getestet.

3.5.4 Einfluss der Probenaufarbeitung auf die Nachweisempfindlichkeit mit dem

|PO-Antiserum

Nach Auswahl des optimalen Antiserums wurden folgende weitere V ersuche durchgefiihrt,
um die Nachweisempfindlichkeit zu erhthen. Der Xcp-Stamm GSPB Nr. 2503 wurde 24 h
auf NGA-Medium kultiviert. Durch Bestimmung der OD bel 660 nm wurde eine Bakteri-

ensuspension von 10° cfu/ml hergestellt. Von gesunden Pelargonienpflanzen “Rosario*
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wurde 1 g Stengel abgewogen, kurz in 70% Et-OH getaucht und abgeflammt. Die Pflan-
zenprobe wurde in 1ml Bakteriensuspension von 10° cfu/ml zermérsert. Die zermdrserte
Probe wurde mit einer sterilen Pipette in das erste Rohrchen gegeben und gut gemischt
(Vortex), danach 1:10 verdiinnt. Die Verdiinnungsstufen 103, 10*, 10° und 10° cfu/ml wur-
den fUr den ELISA verwendet. Bevor die Proben in die Platte pipettiert wurden, wurden sie
far 10 min gekocht, anschlief3end wurde der ELISA durchgefiihrt (Tab. 7). Eine andere
Stengelprobe wurde wie oben bearbeitet, aber anstatt zu zermdrsern in 1 mm dinne

Scheibchen geschnitten und mit Bakteriensuspension vermischt.

Tab. 7: Nachweisempfindlichkeit von Xcp-Stamm 2503 im ELISA nach Mischen mit
Scheibchen oder Homogenaten aus Pelargonienstengeln (PV P = Polyvinylpyrolidon).

Bakt. Kon- | Pflanzenin PVP | Pfl. in PVP zer- Pfl. in PVP Pfl. in NB-L6s.
zent. cfu/ml | zermorsert, er- morsert, nicht er- | als Scheibchen | als Scheibchen
hitzt hitzt

10° 4,000 4,000 4,000 1,051

10° 1,664 2,238 2,356 0,232

10* 0,678 0,609 0,509 0,125

10° 0,200 0,148 0,149 0,100

Pos. Kontr. 4,000 (10°) 4,000 (10°) 4,000 (10°) 4,000(10%)
Neg. Kontr. 0,102 0,114 0,100 0,103

In den hoheren Verdinnungsstufen zeigten die Pflanzenproben, die in dem PVP-Puffer
zermorsert und dann erhitzt wurden, etwas hohere Extinktionswerte als die nicht erhitzten
(Tab. 7). Bel der Variante 1 (Pflanzen zermdrsert, erhitzt) lag die Nachweisempfindlich-
keit bei 10° cfu/ml. Die Pflanzenproben aus Scheibchen ergaben bei der Verdiinnung 10*
niedrigere Extinktionswerte. Am schlechtesten waren die Ergebnisse, wenn die Scheibchen

in NB-L6sung aufgenommen wurden.
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3.5.5 Einsatz des DAS-ELISA zum Nachweis von Xcp in latent infizierten Pelargo-
nienpflanzen mit dem IPO-Antiserum

Nachdem sichergestellt war, dass nach der Optimierung des ELISA der Krankheitserreger
spezifisch und mit hoher Empfindlichkeit nachgewiesen werden konnte, konzentrierten
sich die weiteren EL1SA-Untersuchungen auf latent infizierte Pflanzen.

Fur diesen Versuch wurden Pelargonienpflanzen der Sorte “Rosario” und “Isabell* einge-
setzt, die vor 33 Monaten am Stengel kunstlich inokuliert worden waren (siehe Kapitel I).
Die Pflanzen von “Rosario* zeigten deutliche Krankheitssymptome, dagegen die von “Isa-
bell“ nicht. In alen Pflanzenproben wurde der Bakteriengehalt gleichzeitig mikrobiolo-
gisch mit dem semiselektiven Medium bestimmt. Die Pelargonienstengel wurden in diinne
Scheiben geschnitten, 5 min geschiittelt und der Uberstand al's Probe verwendet.

In allen Proben von “Rosario* konnten die Bakterien mit dem ELISA nachgewiesen wer-
den (Tab. 8 und Abb. 9). Bel dem niedrigsten ELISA-Wert (Probe Rosario 1) wurden im
mikrobiologischen Test keine Bakterien gefunden, wahrscheinlich weil durch den ELISA
nur noch tote Bakterien erfasst wurden (Tab. 8).

Andererseits wurden in den Proben von Isabell (Isabell 1 und Isabell 2) mit dem ELISA
nie Bakterien nachgewiesen, obwohl nach der mikrobiologischen Methode in Isabell 1 1,9
x 107 cfu/g im Stengel gefunden wurden. Die hohen Extinktionswerte von 4.000 fir die
Positivkontrolle, d. h. gesunde Pelargonienstengel gemischt mit 10° cfu/ml, im Vergleich
mit einer Extinktion von nur 0,5785 fiir 10° cfu/ml Pflanzenextrakt (hergestellt aus alten
Pelargonienstengeln, die latent infiziert waren) zeigen, dass die Nachweisempfindlichkeit

durch Substanzen aus den recht alten Pelargonienstengeln sehr beeintrachtigt wurde.
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3.5.6 Nachweis von Xcp in Pelargonienpflanzen mit dem DAS-ELISA 4 Jahre nach

Inokulation

Fir diesen Versuch wurden die Pelargonienpflanzen “Rosario® und “Isabell* eingesetzt,
die vor 4 Jahren inokuliert worden waren (Kapitel 1, 2.9). Die Pflanzen “Rosario®, 10* (15
°C) zeigten leichte Krankheitssymptome, dagegen die von “Isabell“, 10* (15 °C) nicht. Bei
“Rosario” wurden Proben von unterschiedlichen Orten genommen, alerdings war der Ino-
kulationspunkt eingetrocknet. Bei “I1sabell* wurden der Inokulationspunkt und jeweils eine
Probe 1,5 cm Uber und unter dem Inokulationspunkt untersucht. In allen Proben wurde der
Bakteriengehalt gleichzeitig mikrobiologisch mit dem NGA- und NGAR-Medium be-
stimmt. Die Pelargonienstengel wurden im Extraktionspuffer (PBS + 0,05 Tween 20 + 1%
PVP) zermorsert und jeweils eine Probe auf 0,1 ml NGAR- und NGA-Medium ausplattiert.
Von den Resten wurden Verdinnungsreihen hergestellt. Die Verdinnungsreihen wurden
far 10 min gekocht. Dann wurden davon jeweils 0,2 ml fur das ELISA-Verfahren verwen-
det.

Wie in Abb. 10 dargestellt, wurde Xcp sowohl bei “Rosario” as auch bei “Isabell“ mit
dem ELISA-Verfahren nachgewiesen. Durch das mikrobiologische Verfahren wurden bei
“Rosario” Probe 1 1,9 x 10’ cfu/g und bei “Rosario“ Probe 2 2,9 x 10° cfu/g gefunden. In
den Proben von “Isabell“ (Probe 1 4,2 x 10° cfu/g) und “Isabell“ (Probe 2 1 x 10* cfu/g)
konnte mit dem ELISA-Verfahren Xcp nachgewiesen werden. Allerdings konnten bei “I-
sabell* (Probe 3) mit dem mikrobiologischen Test und bel “Rosario” (Probe 3) mit dem
ELISA Xcp nicht gefunden werden.

Tab. 9: Nachweis Xcp in Pelargonienpflanzen 4 Jahre nach Inokulation mit dem ELISA
und mikrobiologischen Verfahren

Proben Nr. ELISA-Mittelwert Ausplattierung cfu/ml
Rosario 1 4,000 1,9 x 10’
Rosario 2 0,1975 2,9x 10°
Rosario 3 0,1095 1,2 x 10°
Isabell 1 0,756 42 x10°
|sabell 2 0,526 1,0x 10°
Isabell 3 0,2235 Nicht gefunden
Gesunde Kontrolle 0,150

Positiv-Kontrolle (10°) 3,689
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Abb. 10: Nachweis von Xcp in Pelargonienpflanzen mit dem ELISA-Verfahren 4 Jahre
nach der Inokulation, bei E 405 nm und 3 h Inkubation
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3.5.7 Nachweisvon Xanthomonas campestris pv. pelargonii mit dem IPO-Antiserum

nach einer Zwischenver mehrung

Die bisherigen Versuche ergaben fir das IPO-Antiserum (1:1000) die héchste Sensitivitét
(10% cfu/ml) (Tab. 7 und 10), die jedoch immer noch geringer war als bei der mikrobiolo-
gischen Untersuchung (10° cfu/ml). Die Nachweisempfindlichkeit sollte nun durch eine
Zwischenvermehrung weiter verbessert werden. Der ELISA wurde wie unter 3.7 beschrie-
ben durchgefihrt.

Mit einer frischen Bakterienkultur wurde eine Verdiinnungsreihe von 10° - 10% cfu/ml in
Tween-Cellobiose-L 6sung hergestellt. Zu jeder Konzentration wurden 0,5 g gesunder Pe-
largonienstengel als Scheibchen hinzugefiigt und bei 26 °C und 110 UPM 20 - 24 h inku-
biert. Danach wurden die Proben fir 10 min kurz gekocht und mit den Uberstanden der
ELISA-Test durchgefuhrt. Ahnliche Versuche wurden von ELPHINSTONE et al. (1996)
fur den Nachweis von Ralstonia solanacearum in latent befallenen Kartoffelknollen
durchgefiihrt. Von diesen Autoren wurden die Proben in einer semiselektiven SMSA-
Nahrlésung (siehe Kapitel 1V) bei 28 °C 48 h zwischenvermehrt und anschlief3end mit E-
LISA und PCR untersucht. Die Proben wurden fr 4 min gekocht, um die Pflanzenenzyme

Zu inaktivieren.
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Abb. 11: Nachweis von Xcp im Uberstand von Tween-Cellobiose Nahrlésung nach 20 -24
h Inkubation mit Pelargonienscheibchen mit dem ELISA-Verfahren, bei 405 nm nach 2 h
Inkubation
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Wie Abb. 11 zeigt, konnte durch Zwischenvermehrung und Erhitzen der Proben sowie
durch Verlangerung der Konjugatinkubation (4,5 h statt 4 h, siehe 2.2.1.2) die Nachweis-
empfindlichkeit wesentlich verbessert werden. Sogar eine urspriingliche Konzentration von
nur 10% cfu/ml in der Einweichlésung der Pelargonienstengel wurde noch detektiert, ohne
dass aus dem Pflanzenmaterial eventuell herausdiffundierte Substanzen die Bakterien

hemmten.

3.6  Vergleich der Antiseren zum Nachweisvon Xcp-Reinkulturen

Alle Antiseren wurden jeweils parallel auf einer Mikrotiterplatte unter den gleichen Bedin-
gungen geprift. Der ELISA wurde wie unter 2.2.1.2 und 2.2.1.3 durchgefihrt. Die Bakte-
rien wurden wie unter 2.2.1.5 beschrieben angezogen, und die Proben wurden je nach An-

tiseren in Proben-Puffer verdinnt.



147

ERGEBNISSE

Kapitel 111

Tab. 10: Nachweisgrenze fir Xathomonas campestris pv. pelargonii mit den Stémmen

2514 und 2503 in Reinkulturen (tabellarisch und graphisch dargestellt)
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Abb. 12a: Vergleich von Antiseren zum Nachweisgrenze von Xcp-Stamm 2503 im ELI-

SA-Verfahren
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Abb. 12b: Vergleich von Antiseren zur Nachweisgrenze von Xcp-Stamm 2514 im ELISA-
Verfahren
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Wie aus der Tab. 10 und den Abb. 12a und 12b hervorgeht, lag unter gleichen Testbedin-
gungen die Nachweisgrenze fur eine Reinkultur in PBS + Tween + PVP mit dem IPO-
Antiserum und in Tris-Puffer mit dem LOEWE-Antiserum bei 10° cfu/ml. Fiir das Antise-
rum der BIOREBA lag die Nachweisgrenze fiir den Xcp-Stamm 2514 bei 10° cfu/ml und
fir den Stamm 2503 bei 10* cfu/ml. Mit dem polykolonalen Antiserum aus Aschersleben
(nur in Abb. 12a enthalten) konnte Xcp nicht nachgewiesen werden.

Auf Grund der hohen Empfindlichkeit wurde im Folgenden nur das IPO-Antiserum

verwendet. Als Alternative kann das Antiserum der Fa. LOEWE empfohlen werden.

3.7  Protokoll fir den ELISA zum Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pe-

largonii in latent befallenen Pelar gonienpflanzen mit dem 1PO-Antiserum

Aus den bisherigen Untersuchungen ergab sich das nachstehend beschriebene Protokall.
1. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem Antikorper (1PO, Wageningen),
1:1000 verdinnt, 4 h bei 37 °C inkubieren
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2. Zugabe der Probe (nach Zwischenvermehrung in T+C-L6sung 20 - 24 h und 10 min
kochen), 19 h bel 4 °C inkubieren
3. Zugabe des mit alkalischer Phosphatase konjugierten Antikdrpers
1:1000 verdunnt, 4,5 h bei 37 °C inkubieren
4. Zugabe von p-Nitrophenylphosphat (Enzymsubstrat),
1 mg/ml in Substratpuffer, 1 bis 2 h im Dunkeln bei 20 °C inkubieren,
Messung im Photometer bei 405 nm
Die ELISA-Platten wurden zwischen den einzelnen Schritten dreimal je drei Minuten mit
Waschpuffer gewaschen.

3.8  Fluoreszenzmikroskopische Unter suchungen

Neben dem quantitativen und spezifischen Nachweis der Erreger in der Pelargonienpflanze
bieten immunologische Methoden auch die Mdglichkeit, Pathogene direkt in der Pflanze
zu lokalisieren oder im Substrat nachzuweisen. Hierzu eignet sich insbesondere die Im-

munfluoreszenz.

3.8.1 Nachweisvon Xcp mit mmuno-Fluoreszenz-Far bstoff

Bei der Immunfluoreszenz werden die Antikérper an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.
Nach Anregung mit UV-Licht (400-550 nm) emittieren diese Farbstoffe Licht bestimmter
langerer Wellenlangen, so dass angeférbte Zellen charakteristisch leuchten.

In den folgenden Versuchen wurden die Antikorper gegen Xcp nicht direkt mit Fluores-
zenzfarbstoff markiert, sondern ein kauflicher, gegen Kaninchen-AK gerichteter Sekundé-
rantikorper verwendet, der an den Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt war.

3.8.2 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweisvon Xcp in Suspension

Um die vorhandenen Antiseren fur diese Zwecke zu testen, wurden zunéchst die Bakterien
aus einer Suspension mit 10% - 10° cfu/ml nach einer Methode von DeBOER (1990) ange-
farbt und im Auflicht-Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Die mit FITC angefarbten Bakterien in der Suspension konnten durch charakteristisches
Leuchten im Dunkelfeld deutlich erkannt werden. Abb. 13 zeigt mit den Farbstoff markier-
te Bakterien bel 400-facher Vergroferung.
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Abb. 13: Mit FITC geféarbte Xcp-Bakterienzellen

Als Negativ-Kontrolle wurden Xcp-Bakterien nur mit FITC-Konjugat inkubiert. Es konnte
keine Fluoreszenz festgestellt werden. Die Nachweisempfindlichkeit durch Immuno-

Fluoreszenz betrug 107 cfu/ml in Xcp-Reinkulturen.

3.8.3 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweisvon Xcp in latent befallenen Pflanzen

Es sollte festgestel It werden, ob das fiir reine Bakteriensuspensionen entwickelte Verfahren
auch fur den Nachweis von latent befallenen Pflanzen einsetzbar war.

Fur diesen Versuch wurden Pelargonienpflanzen der Sorte “ Rosario” eingesetzt, die vor 33
Monaten am Stengel kinstlich inokuliert worden waren. Die Pflanzen zeigten deutliche
Symptome. Die Pelargonienstengel wurden in diinne Scheibchen geschnitten oder homo-
genisiert und 5 min geschiittelt. Der Uberstand wurde als Probe verwendet.

Die Autofluoreszenz maskierte die echte Fluoreszenz. Deswegen konnten die Xcp-Zellen
nicht sicher nachgewiesen werden, obwohl dieselbe Probe mit dem ELISA und mikrobio-
logisch positiv reagierte. Weitere Versuche zur Verbesserung der Methode, z. B. Zusdtze
zum Aufhellen des Hintergrundes, waren bisher erfolglos.
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4 DISKUSSION

Das ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosorbent assay) wurde 1971 zum ersten Mal
in der Humanmedizin beschrieben (ENGVALI & PERLMANN, 1971 und 1972). Immuno-
logische Nachwei smethoden haben in den letzten Jahren auch im Pflanzenschutz zur Diag-
nose von pilzlichen und bakteriellen Krankheitserregern immer mehr an Bedeutung ge-
wonnen. Nachdem CLARK & ADAMS (1977) den ELISA in der Pflanzenvirologie ein-
fUhrten, wurden serologische Techniken erfolgreich fur die Diagnose pathogener Viren
eingesetzt. Seit Ende der 70er Jahre wurden zahlreiche ELISA-Tests auch fir den Nach-
weis von Pilzen und Bakterien in der Pflanze erarbeitet.

Ein Nachteil des ELISA ist, dass falsch-positive Reaktionen mit anderen Organismen und
Substanzen auftreten konnen (NAMETH et al., 1999), und dass auch abgetttetes und da-
mit irrelevantes antigenes Material detektiert wird. Der ELISA bietet jedoch gegeniber
klassischen immunologischen Methoden, wie z. B. der Immunoprézipitation, den grof3en
Vorteil, dass er bedeutend empfindlicher ist und mit ihm eine Quantifizierung der Befalls-
stérke im infizierten Pflanzengewebe ermdglicht wird. Er erlaubt eine schnelle Untersu-
chung auch grofer Probenmengen und ist deshalb in Routinekontrollen inzwischen weit
verbreitet.

Die wichtigste Grundlage eines ELISA ist ein geeignetes Antiserum. Um ausreichende
Mengen von Antikorpern gegen ein bestimmtes Antigen zu erhalten, werden heute zwel
Wege eingeschlagen:

1. Polyklonale Antikorper: Grundlage ihrer Entwicklung ist die Verwendung von
inhomogenen Zellpopulationen, so dass Antikorper gegen viele Epitope (Bindungs-
stellen) gebildet werden.

2. Monoklonale Antikérper: Dies sind Antikorper, die aus der Nachkommenschaft
einer einzigen antikorperhaltigen Zelle gebildet werden. Sie sind daher nur gegen
eine einzige Antigendeterminante angelegt.

Auf Grund des hohen Interesses, besonders von Seiten der Zichter, wurden in dieser Ar-
beit Antiserenvergleiche mit dem ELISA-Verfahren zum Nachweis von Xcp durchgefihrt.
In der vorliegenden Arbeit wurden polyklonale und monoklonale Antikdrper Gberprift. Da
die gepriften monoklonalen Antikorper fir den Nachweis von Xcp aus Reinkulturen nicht
genugend empfindlich waren, wurden die weiteren Untersuchungen nur mit polyklonalen
Antikérpern durchgefihrt. Auf3erdem ist die Spezifitdt von monoklonalen Antikdrpern so
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hoch, dass unter Umstanden verschiedene Stdmme eines Pathogens immunologisch nicht
mehr erkannt werden kdnnen (LIN et al., 1987; GEIDER, 1990). Allerdings wurden von
BENEDICT et al. (1990) monoklonale Antikérper gegen das Lipopolysaccharid von X. c.
pv. pelargonii entwickelt, die mit allen 76 getesteten Stdmmen von Xcp positiv reagierten
aber nicht mit einem einzigen Stamm einer grof3en Zahl anderer Xanthomonaden.

Der immunologische Nachweis ist in erster Linie von den selektiven Eigenschaften des
Antiserums abhangig (GEIDER, 1990). AulRerdem zeigen die auf dem Markt erhéltlichen

Antiseren oft Unterschiede in der Empfindlichkeit.
4.1  Antiserenvergleich

Nach CLARK (1981) reagiert der indirekte ELISA allgemein empfindlicher aber auch un-
spezifischer als der direkte ELISA. Bei der Untersuchung auf Xanthomonas campestris pv.
pelargonii wird in der Regel der sogenannte DAS-ELISA (double-antibody-sandwich-
ELISA) eingesetzt. Ein besonderes Problem der ELISA-Technik ist die Tatsache, dass die
Nachweisgrenze bei 10° - 10* Bakterien pro ml Pflanzensaft liegt (BERKELMANN et al.,
1993; WOHANKA, 1994; BRIELMAIER-LIEBETANZ et al., 1994). In den USA wurde
unter Anwendung polyklonaler Antikdrper gegen Xcp eine Nachweisgrenze von 5 x 10°
koloniebildenden Einheiten (=cfu) pro ml erreicht (TUINIER and STEPHENS, 1989). Eine
latente Infektion mit geringeren Bakteriendichten blieb bei einer solchen Nachweisgrenze
fast 4,5 Jahre unerkannt (BATUR-MICHAELIS et al., 1998). Andere Erfahrungen zeigten,
dass trotz Sterilkultur der Sprof3spitze und daraus entstandenen Pflanzchen die Mutter-
pflanzen nicht generell frei von Xanthomonas campestris pv. pelargonii waren (REUTER,
1983; KREBS, 1992). Bei Anwendung des ELISA-Verfahrens gibt es daher keine Garantie
fur eine tatsichliche Befallsfreiheit. Die Antiseren sind nicht empfindlich genug, eine mi-
nimale Bakterienkonzentration unterhalb von 10% cfu/ml in der Pflanze nachzuweisen.

Trotz dieser Einschrénkungen ist der ELISA zur Zeit die wichtigste Nachweismethode,
wenn es um die Untersuchung grof3er Serien in Routineverfahren geht. Deswegen war es
notwendig, auf dem Markt vorhandene Antiseren zu testen. Von den getesteten Antiseren
wurden als Kriterium Sensivitéat (Nachweisempfindlichkeit), Spezifitédt und Reproduzier-

barkeit Uberpruft. Gleichzeitig waren Kosten und Schnelligkeit wesentliche Parameter.
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4.2  Empfindlichkeit der verwendeten Antiseren

Die Empfindlichkeit stellt neben der Spezifitét einen der wichtigsten Qualitatsparameter
eines ELISA dar. Sie wird durch die untere Nachweisgrenze, d. h. die geringste Antigen-
konzentration, die im gegebenen Volumen noch zuverldssig differenziert werden kann,
dargestellt.

Die Empfindlichkeit der in dieser Arbeit verwendeten Antiseren war unterschiedlich. Die
in der Literatur angegebene Nachweisgrenze von 10°- 10* cfu/ml firr polyklonale Antikor-
per konnte nicht immer erreicht werden.

Die Anwendung des monoklonalen Antiserums aus Aschersleben erwies sich wegen der
niedrigen Empfindlichkeit als ungeeignet fir den Nachweis von Xcp. Obwohl das Antise-
rum nur 1:200 verdiinnt wurde, war die Nachweisgrenze nur 10° cfu/ml, niedrigere Kon-
zentrationen konnten nicht mehr sicher nachgewiesen werden. Das Problem bestand darin,
dass die Extinktionswerte bei der Negativkontrolle sehr hoch waren. Auch wenn die Platte
mit 3%igem Magermilchpulver inkubiert wurde, um die freien Bindungsstellen abzusétti-
gen, betrugen die Extinktionswerte sowohl bei der Positivkontrolle (10° cfu/ml) als auch
bei der Negativkontrolle Ess nm = 0,08. D. h., durch die Inkubation mit 3%igem Mager-
milchpulver wurde die Antigen-Antikorperreaktion so geblockt, dass Positiv- und Negativ-
kontrolle gleiche Extintionswerte hatten. Um die Empfindlichkeit zu verbessern, wurden
die Bakterien (Xcp) in unseren Versuchen auf drel unterschiedlichen Medien angezogen
und in zwel verschiedenen Puffern (Konjugatpuffer, 3%ige Magermilch) verdinnt. Da-
durch konnte die Empfindlichkeit jedoch nicht verbessert werden. Daher kdnnen die hier
gepruften monoklonalen Antikérper fir diagnostische Zwecke nicht empfohlen werden.
Warum die Nachweisempfindlichkeit der monoklonalen Antikdrper so gering war, konnte
hier nicht untersucht werden. Firr die von BENEDICT et al. (1990) entwickelten hochspe-
zifischen monoklonalen Antikorper gegen Xcp werden keine Angaben zur Nachwei semp-
findlichkeit gemacht.

Das polyklonale Antiserum aus Ascher sleben sollte ebenso wie das Konjugat 1:1000 ver-
dunnt werden. In dieser Verdinnung konnte Xcp uberhaupt nicht nachgewiesen werden.
Erst bei der schwéacheren Serum- und Konjugatverdiinnung von 1:600 konnten die Bakteri-
en in einer Konzentration von 10° cfu/ml sehr schwach nachgewiesen werden. Das Prob-
lem lag darin, dass die Extinktionwerte der Negativkontrolle z. T. hoher as die der Posi-
tivkontrolle waren. Nach CASPER und MAY ER (1981) sollten aber die Extinktionswerte
bei der Negativkontrolle den Wert von E4os nm= 0,1 nicht Uberschreiten. Dagegen wurden
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hier bel der Anwendung der polyklonalen Antikorper Extinktionswerte von E4ps nm= 0,2 -
0,6 gemessen. Die Nachweisempfindlichkeit konnte auch durch eine Blockierung mit 3%-
iger Magermilchldsung nicht verbessert werden. Die Extinktionswerte bei der Positiv- und
Negativkontrolle waren gleich und lagen bel E4o5 nm= 0,252.

Nach den vorliegenden Versuchergebnissen mit dem Bioreba-Antiserum ergab sich als
sichere Nachweisgrenze fir Xanthomonas campestris pv. pelargonii eine Keimdichte von
10* cfu/ml. Die gleiche Nachweisgrenze fiir das Bioreba—Antiserum wurde auch von
BRIELMAIER-LIEBETANZ und SADOWSKA-RYBAK (1994) bestimmt; denn bei dem
publizierten “Antiserum A* handelte es sich um das Bioreba-Antiserum. Nur ein Xcp-
Stamm (GSPB Nr. 2514) zeigte in unseren Untersuchungen bessere Extinktionswerte und
konnte bei 10% cfu/ml nachgewiesen werden. Im Gemisch mit Pflanzensaft erreichten diese
Werte manchmal nur 10° cfu/ml. Durch Versuche zur Optimierung des Verfahrens konnte
die Empfindlichkeit nicht verbessert werden. Ein weiterer Nachteil bestand darin, dass bei
Wiederholungen oft Schwankungen auftraten. AulRerdem zeigten die Xcp-Stdmme unter-
schiedliche Empfindlichkeiten. Um die Nachweisempfindlichkeit zu verbessern, wurde die
Platte zundchst mit der Probe in Nahrlésung bei 4 °C beschichtet. Hier konkurrieren die
Antigene oftmals mit anderen Substanzen aus der Probenldsung um die Adsorptionsplétze.
Dies kann nach dem Waschvorgang zu einer geringeren Antigenkonzentration in den Ver-
tiefungen und damit letztlich zu niedrigeren Extinktionswerten fihren (SUNDERAM et
al., 1991). Auch in unseren Versuchen waren die Ergebnisse erheblich schlechter, wenn
die Platten zunéchst mit dem Antigen inkubiert wurden.

Mit dem polyklonalen Antikdrper von Bioreba wurden bessere Extinktionswerte erst bei
der niedrigen Verdinnung von 1:250 erreicht. Wegen der Schwankungen von einem Ver-
such zum anderen und der hohen Kosten der schwach verdiinnten Antiseren wurde das Bi-
oreba-Antiserum fur die weiteren Versuche nicht eingesetzt.

Die Empfindlichkeit des polyklonalen Antiserums der Fa. Loewe war unterschiedlich
gegenlber verschiedenen Xcp-Stdmmen. Die Stdmme GSPB Nr. 1956, 1957, 2503 und
2636 konnten bei 10° cfu/ml sicher nachgewiesen werden, wahrend die Extinktionswerte
mit den Stammen GSPB Nr. 203 und 1955 recht schwach waren. Im allgemeinen konnten
aber 10° cfu/ml sowohl in Reinkulturen als auch im Gemisch mit Pflanzenextrakt
nachgewiesen werden.

Auch von der Fa. Loewe wurde as Nachweisempfindlichkeit fiir dieses Antiserum 10°
cfu/ml angegeben. Das Antiserum der Firma Loewe wurde wegen der Stabilitét bei ver-
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schiedenen Konzentrationen, einer recht guten Reproduzierbarkeit und auch auf Grund des
Preises als alternatives Antiserum zum | PO-Antiserum empfohlen.

Mit dem polyklonalen Antiserum vom IPO (Niederlande) wurden alle gepriften Xcp-
Stamme noch bei einer Keimdichte von 10° cfu/ml sicher nachgewiesen. Dies galt sowohl
fur den Nachweis im Puffer als auch in Pflanzensaft. Da das |PO-Antiserum 1:1000 ver-
dunnt werden konnte und die Ergebnisse sich in Wiederholungen sehr gut reproduzieren

lief3en, wurde dieses Serum in allen weiteren Versuchen eingesetzt.

4.3  Erhohung der Nachweisempfindlichkeit

Viele Versuche zur Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit ergaben, dass eine Inkuba-
tion der Platten mit 3% Magermilch (nach Zugabe der 1gG) um die freien Bindungsstellen
abzusdttigen, keine Vorteile brachte. Wenn die Bakterien in einem Gemisch mit Pflanzen-
extrakt detektiert werden sollten, wurden bessere Extinktionswerte erreicht, wenn die
Pflanzenproben in 1% PV P Puffer zermérsert und 10 min auf 100 °C erhitzt wurden. Eine
weitere Verbesserung ergab sich, wenn im dritten Schritt des ELISA (1gG-Konjugat-
Zugabe) 30 min langer inkubiert wurde.

Fur die Anwendung polyklonaler Antikorper (IPO) wurden in 1% PV P-Puffer als Proben-
puffer bessere Extinktionswerte erreicht als mit Nahrlosung. Die positive Wirkung von
PVP war hoéchstwahrscheinlich auf eine Hemmung der Phenole zurtickzuftihren (NAMEC,
1973). Pelargonienpflanzen enthalten sehr viele phenolische Verbindungen, die dazu fih-
ren, dass die Hintergrundreaktion starker ist (KNAPOVA, 1995).

Ein Hauptproblem, das in der Arbeit bei fast allen verwendeten Antiseren auftrat, waren
die unerwiinscht hohen Hintergrundwerte der Negativkontrolle. Dies ist ein bekanntes
Problem in manchen ELISA-Verfahren. Die Extinktionswerte waren z. B. bei 10° cfu/ml
E405 nm = 0,12 und in der Negativkontrolle E4os nm = 0,15. Es wurde haufig berichtet, dass
Pflanzeninhaltsstoffe die Bindung der Antigene an die Beschichtungsantikorper blockieren
und die Hohe der positiven Reaktion beeinflussen kénnen. Auch kénnen stérende Proben-
bestandteile, wie z. B. phenolische Verbindungen, einen Einfluss auf die positiven und
Hintergrundreaktionen haben. Pelargonienpflanzen enthalten sehr viele phenolische Ver-
bindungen. Deshalb wurden die Proben 10 min auf 100 °C erhitzt. In unseren Untersu-
chungen von nicht erhitztem Pflanzenmaterial traten oft fal sch-positive Reaktionen bel ge-
sunden Proben auf. Nach UNGER (1989) handelt es sich dabei um einen Effekt, der auf

einer hohen Bindungsstérke des frischen Pflanzenmaterials mit Kaninchengammaglobulin
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beruht. Besonders hohe Phenolgehalte der Proben oder die Bildung von Protein-A-
ahnlichen Proteinen oder Lectinen (PRIESTLEY und DAWEY, 1993) spielen dabei eine
Rolle. Dieses Problem tritt dann auf, wenn noch freie Bindungsstellen in den Vertiefungen
vorhanden sind. Der Zusatz eines Proteins im Puffer, welches die freien Kapazitdten absat-
tigt und so die Anlagerung weiterer Verbindungen blockiert, kann den Effekt reduzieren.
Bel dem hier vorliegenden ELISA konnten 0,1% BSA und 3%iges Magermilchpulver die
Hintergrundwerte allerdings nicht reduzieren. Die hier vorgeschlagene 10-mindtige Erhit-
zung des Pflanzenhomogenates auf 100 °C sollte jedoch dann nicht erfolgen, wenn die An-
tikorper gegen die Lipopolysaccharide gerichtet sind (BENEDICT et al., 1990). HEPP-
NER (1995) stellte fest, dass sich die Hintergrundreaktion sehr gut durch phosphatasefreies
BSA reduzieren lief3. Dies kann durch eine Bindung von Phosphatasen aus dem BSA an
die Bindungsstellen der Mikrotiterplatten begriindet sein.

Die Nachweisempfindlichkeit der Bakterien im Pflanzenextrakt wurde wesentlich verbes-
sert, wenn die Proben bel 26 °C fir 24 h in TC-Ldsung inkubiert wurden, wodurch eine
Zwischenvermehrung der Bakterien stattfand. Ein latenter Befall liegt oft bei nur 107 -
10° cfu/ml Pflanzenextrakt. Mit den Antiseren, die auf dem Markt kéuflich sind, ist es
ziemlich schwer, solch einen latenten Befall nachzuweisen. Deswegen wurde eine Verdin-
nungsreihe von 10° - 10? cfu/ml in Tween-Cellobiose-L6sung hergestellt, und zu jeder
Konzentration wurden 0,5 g gesunde Pelargonienstengel als Scheibchen hinzugefigt und
auch bel 26 °C 110 UPM 24 h inkubiert. Der Vortell der Tween-Cellobiose-L6sung liegt
darin, dass das Wachstum anderer an Pelargonien vorkommender Bakterien (Erwinia her-
bicola, Xanthomonas zinniae, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae pv. syrin-
gae) unterdriickt wird (Kapitel 1). Dadurch wurde eine hohe Nachweisempfindlichkeit er-
reicht, weil keine Kreuzreaktionen mit den sich nur schwach vermehrenden Begleitorga-
nismen auftraten. Auf diese Weise konnten noch sehr geringe Konzentrationen, wie 107
cfu/ml, im Pflanzenextrakt nachgewiesen werden. Mit dhnlichen Verfahren wurde der
Nachweis von Ralstonia solanacearum in latent befallenen Kartoffelknollen durchgefihrt
(DENISEN, 1981; ELPHINSTONE et al. 1996). Untersuchungen von CERNUSK O (1995)
und HEPPNER (1995) zeigten, dass eine Biotinylierung der Detektionsantikdrper noch-
mals eine Erhéhung der Sensitivitat mit sich brachte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese
M ethode nicht Gberprift.
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4.4  Spezifitat der Antiseren

Eine Voraussetzung fur eine erfolgreiche Anwendung des ELISA-V erfahrens zur Diagnose
von Xcp ist die Spezifitdt der Antikorper, d. h. es sollte keine Kreuzreaktion mit anderen
Organismen auftreten. Die immunologische Spezifitét ist eine relative von der Struktur des
Antigens abhangige Eigenschaft. Beim Einsatz des ELISA besteht haufig die Gefahr, dass
die Antikorper nicht nur mit dem Zielpathogen sondern auch mit Antigendeterminanten
anderer verwandter Bakterien reagieren und so einen spezifischen Nachweis erschweren.
So zeigten Untersuchungen von DUMMEN (1994), dass es endophytisch |ebende Bakteri-
en in Pelargonien gibt, die im ELISA positiv reagieren. Allerdings waren diese Gattungen
nicht phytopathogen. Nach MOLLER (1994) reagierten Bakterien der Gattung Saphylo-
coccus im ELISA positiv, wurden aber bisher nicht im Zusammenhang mit Pflanzen ge-
funden worden. TUNIER und STEPHENS (1989) konnten keine Kreuzraktion mit Erwi-
nia, Pseudomonas, Clavibacter und Agrobacterium feststellen, wahrend gegentiber ande-
ren Xanthomonas-Pathovarietdten noch ein Kreuzreaktion feststellbar war. Auch in dieser
Arbeit wurden mit dem ELISA-Verfahren Versuche mit anderen Bakterien durchgefihrt,
die ebenfalls auf Pelargonien vorkommen konnen. Hierzu zéhlen Erwinia herbicola,
Xanthomonas zinniae und Pseudomonas fluorescens. Bei einer Keimzahlkonzentration von
10 cfu/ml wurde keine Kreuzreaktion mit den tiberpriiften polyklonalen Antikérpern (1PO,
BIOREBA und LOEWE) gegeniiber anderen pflanzenpathogenen Bakterien festgestellt.

45  Nachweis von Xcp in latent befallenen Pelargonienpflanzen durch das DAS
ELISA-Verfahren

Nach der Optimierung des ELISA wurden latent infizierte Pflanzen untersucht. Noch 4
Jahre nach Infektion konnten in latent befallenen, symptomlosen Pflanzen durch das E-
LISA-Verfahren mit dem polyklonalen Antiserum vom IPO die Bakterien nachgewiesen
werden. Einen noch empfindlicheren Nachweis in latent befallenen Pflanzen ergab die di-
rekte mikrobiologische Ausplattierung. Einerseits war die Sensitivitét des ELISA-
Verfahrens nicht so hoch wie der mikrobiologische Test, andererseits téuschten abgestor-
bene Xcp-Bakterien in der Pflanze einen aktuellen Befall mit lebenden Bakterien vor. Nur
nach einer Zwischenvermehrung der gesuchten Bakterien im Pflanzenextrakt bel Zugabe
von Tween-Cellobiose-L6sung konnte mit dem ELISA eine gleich hohe Nachweisemp-

findlichkeit erreicht werden, wie durch die mikrobiol ogische Methode.
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Nach IDCZAK et al. (1996) reagierten hitzegetotete Xcp-Bakterien im ELISA genauso
empfindlich wie nicht behandelte Bakterien. Dagegen berichtete WALDOW (1997), dass
die Dauersporen von Plasmodiophora barassicae einer frisch hergestellten und einer fur
mehrere Stunden auf 100 °C erhitzten Sporensuspension unterschiedlich reagierten. Die
Extinktionswerte lagen bel gleicher Konzentration bei den Iebenden Sporen hoher als bei
den abgetoteten. Ahnliche Ergebnisse wurden bei unseren Versuchen beobachtet, in wel-
chen die Xcp-Suspension einmal fir 10 min auf 100 °C erhitzt, die andere Suspension nicht
erhitzt wurde. Die Extinktionswerte lagen bel den nicht abgetoteten hdher as bel den hit-
zebehandelten Xcp-Zellen. Der ELISA reagierte auf abgetGtete Bakterien weniger
empfindlich. Trozdem wird diese Hitzebehandlung empfohlen, weil dadurch eine hdhere
Stabilitét zwischen den Konzentrationen und eine gute Reproduzierbarkeit gewahrleistet
Iratinseren Versuchen waren die Extinktionswerte der Positivkontrolle (gesunde junge Pe-
largonienstengel scheibchen oder -homogenate) hoher al's solche aus alten, verholzten Pe-
largonienstengeln, die latent infiziert waren. D. h., die Nachweisempfindlichkeit wurde
durch Substanzen aus den alten Pelargonienstengeln sehr beeintrachtigt. Diese Schwan-
kungen wurden auch in Kartoffelbl&ttern fir den ELISA-Nachweis von Phytophthora in-
festans festgestellt und mit der Reaktion der Pflanze in Abhangigkeit vom physiologischen
Alter der Bléatter, der Umwelt und von genetischen Faktoren erklart (HARRISON et al.,
1991; GOTTSCHALK, 1998).

4.6  Nachweisvon Xcp mit Hilfe der Immunfluor eszenz

Neben dem quantitativen und spezifischen Nachweis des Erregers in der Testpflanze mit
dem ELISA bieten immunologische Methoden auch die Moglichkeit, Xcp direkt in der
Pflanze sichtbar zu machen.

In der Phytopathologie werden die direkte und indirekte Immunfluoreszenz (IF) angewen-
det. In dieser Arbeit wurde die indirekte IF angewendet. Bel der direkten |F werden bakte-
rienspezifische 1gG selbst mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, bei der indirekten IF
werden Antispezies-Antikorper, die mit Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind, zum Nach-
weis eingesetzt. Nach Anregung mit UV-Licht (400 - 550 nm) emittieren diese Farbstoffe
Licht bestimmter langerer Wellenlangen, so dass angeférbte Zellen charakteristisch leuch-
ten.

Der IF-Test gehort in der Literatur zu den empfindlichsten Nachweisverfahren. Die Nach-

weisgrenze lag fir Erwinia amylovora (Feuerbrand) bei 10° - 10° Zellen/ml im Pflanzen-
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saft (SADOWSKA-RYBAK, 1992). BRIELMAIER-LIBETANZ et al. (1994) stellten zum
Nachweis von Xcp fest, dass bei Verwendung des gleichen Antiserums der IF-Test eine
Zehnerpotenz empfindlicher war als der ELISA-Test. Allerdings gab es noch einige Unsi-
cherheiten, vor alem hinsichtlich der sogenannten falsch-positiven Ergebnisse, das heif3t,
dass die Autofluoreszenz pflanzlicher Gewebe die Interpretation der FITC-Fluoreszenz er-
schwerte.

Diein dieser Arbeit im IF-Test verwendeten polyklonalen Antikorper der Firmen BIORE-
BA und IPO zeigten, dass Xcp sowohl mit Reinkulturen als auch im Pflanzensaft mit ei-
nem Antikérper und Konjugat bei 1:100 Verdiinnung 10% Zellen/ml nachgewiesen wurden.
Allerdings konnte bel latent befallenen Pflanzen nach Homogenisierung der Proben der
gleiche Erfolg nicht erreicht werden, weil das Pflanzengewebe die Erkennung der echten
Fluoreszenz erschwerte. Es war schwierig, 10° cfu/ml Bakterien in der Pflanze nachzuwei-
sen.

Beim Einsatz von Immunfluoreszenzmethoden kénnen sich wie im ELISA Kreuzreaktio-
nen mit anderen Organismen oder die Autofluoreszenz pflanzlicher Gewebe stérend aus-
wirken. Die Autofluoreszenz kann somit die echte Fluoreszenz maskieren oder Schwierig-
keiten bei der Interpretation der echten Fluoreszenz bereiten. Bel der Mikroskopie unter
UV-Licht lasst sich die Autofluoreszenz nicht vollig vermeiden. Ausldsend sind vor allem
Proteine, Carotinoide, Chlorophyll und bestimmte Alkaloide (KASTEN, 1981). Bel unse-
ren Untersuchungen wurde die Autofluoreszenz des pflanzlichen Gewebes als recht sto-
rend eingeschétzt. Dieser Nachteil kénnte vielleicht durch die Verwendung eines anderen
Farbstoffs, wie Cy3 (Indocarbocyanin) mit einem anderen Anregungs- und Emissions-
spektrum, vermindert werden. Eine andere Mdglichkeit wére, die Proben fur 10 min auf
100 °C zu erhitzen. Der ELISA reagierte auf abgetttete Zellen zwar wenig empfindlich
aber gut reproduzierbar. Da bei der Immunfluoreszenz mit denselben Antikdrpern gearbei-
tet wird, die fUr den ELISA eingesetzt werden, ist Gleiches fur diese Methode anzuneh-

men.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

1 Indieser Arbeit wurden 4 polyklonale Antiseren (BAZ, Aschersleben; BIOREBA; LOE-
WE; IPO, Wageningen) und 1 monoklonales Antiserum (BAZ, Aschersleben) zum

Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pelargonii im ELISA verglichen.

2. Das monoklonale Antiserum (BAZ, Aschersleben) erlaubte bei einer Verdinnung von
1:200 noch einen Bakteriennachweis von 10° cfu/ml, niedrigere Konzentrationen konnten

nicht mehr sicher nachgewiesen werden.

3. Mit dem polyklonalen Antiserum (BAZ, Aschersleben), geprift unter verschiedenen
Serum- und Konjugatverdiinnungen, konnten die Bakterien auch in einer Konzentration

von 10° cfu/ml nicht sicher nachgewiesen werden.

4. Mit dem polyklonalen Antiserum der Fa. Bioreba konnten 5 getestete Xcp-Stamme
(GSPB Nr.1955, 1956, 1957, 2503 und 2636) noch bei einer Bakterienkonzentration von
10* cfu/ml nachgewiesen werden. Nur ein Xcp-Stamm (GSPB Nr. 2514) wurde recht
schwach bei 10% cfu/ml nachgewiesen. Die optimale Verdiinnung des Antiserums betrug
1:250.

5. Mit dem polyklonalen Antiserum der Fa. L oewe, 1:200 verdinnt, konnten alle 5 getes-
teten Xcp-Stamme bei 10° cfu/ml nachgewiesen werden, davon 3 Stamme sicher (GSPB
Nr. 2503, 2514 und 2632) und 2 Stamme schwach (GSPB Nr. 203 und 1955).

6. Das polyklonale Antiserum vom PO (Niederlande) zeigte die hochste Empfindlich-
keit. Noch bei einer Verdinnung von 1:1000 wurden alle getesteten Xcp-Stamme (GSPB
Nr. 203, 1955, 2503, 2514 und 2632) herunter bis 10° cfu/ml sicher nachgewiesen. Auf
Grund der guten Reproduzierbarkeit von Wiederholungen wurde das |PO-Antiserum fir

ale weiteren Versuche verwendet.

7. Die Antiseren von BIOREBA, LOEWE und IPO zeigten keine Kreuzreaktionen mit
anderen phytopathogenen und saprophytischen Bakterien, wie Xanthomonas campestris

pv. zZinniae, Erwinia herbicola und Pseudomonas fluorescens.
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8. Bei Mischung von Pflanzenextrakt im Extraktionspuffer (PBS + 0,05% Tween 20 +
1% PVP) mit Bakteriensuspensionen konnten mit dem Antiserum vom IPO ebenfalls 10°
cfu/ml nachgewiesen werden. In &nlichen Versuchen wurden mit dem Antiserum der Fa.
L oewe 10° cfu/ml nachgewiesen, wenn die Bakterien mit Pflanzenextrakt im Pelargonium-
Puffer gemischt wurden. Der Nachweis der Bakterien im Pflanzenextrakt war besser, wenn
der Pflanzenextrakt 10 min auf 100 °C er hitzt wurde.

9. Auch in Homogenaten alter, tellweise verholzter Pelar gonienstengel, die seit 4 Jahren
latent mit Xcp infiziert waren, konnten mit dem 1PO-Antiserum die Bakterien bei einer
Konzentration von 10° cfu/ml noch nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass Sub-
stanzen aus den alten Pelargonienstengeln die Nachweisempfindlichkeit durch den ELISA
beei ntréachtigten.

10. Noch empfindlicher war allerdings der mikrobiologische Test, durch den in den Ho-
mogenaten noch 2 x 107 cfu/g Stengel detektiert wurden.

11. Einige Pflanzenproben wurden durch den ELISA positiv bewertet, obwohl im mikro-
biologischen Test keine Bakterien gefunden wurden, wahrscheinlich weil durch den ELI-

SA nur noch tote Bakterien erfasst wurden.

12. Die Nachweisempfindlichkeit der Bakterien im Pflanzenextrakt wurde wesentlich ver-
bessert, wenn die Proben bel 26 °C fur 24 h in TC-L6sung inkubiert wurden, wodurch eine
Zwischenver mehrung der Bakterien stattfand. Dann konnte mit dem |PO-Antiserum noch

eine urspriingliche K onzentration von 10% cfu/ml in der Pflanze nachgewiesen werden.

13. Es wurde ein Protokoll fur den ELISA mit 2 Veranderungen gegeniiber publizierten
Protokollen erarbeitet: Die Inkubationszeit der Mischung von Bakterien mit Antiserum
wurde auf 19 - 20 h tber Nacht bei 4 °C verlangert, nach Zugabe des Konjugates wurde fiir
4,5 h bei

37 °Cinkubiert.

14. Durch den Immunfluor eszenz-Test konnten 10% - 10% cfu/ml in Reinkulturen mit den
Antiseren von IPO, LOEWE, und BIOREBA nachgewiesen werden. Allerdings wurde bei
latent befallenen Pflanzen nach Homogenisierung der Proben der gleiche Erfolg nicht er-
reicht, weil Substanzen aus dem Pflanzengewebe die Erkennung der echten Fluoreszenz

erschwerten. Es war schwierig, 10° cfu/ml Pflanzenextrakt nachzuweisen.
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KAPITEL IV

NACHWEIS VON XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. PELARGONI |
MIT DER POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

1 EINLEITUNG

Xanthomonas campestris pv. pelargonii (Xcp) verursacht an Pelargonien eine Stengelféule
und Blattfleckenkrankheit, die durch chemische Pflanzenschutzmittel nicht bekampft wer-
den kann. Zur Zeit besteht der einzige Weg einer praktischen Bekampfung darin, die Ein-
fuhrung von kontaminiertem Pflanzenmaterial in Vermehrungsbestanden zu verhindern.
Dies ist schwierig, weil die Bakterien fur langere Zeit unerkannt in gesund erscheinenden
Pflanzen Uberdauern kdnnen (Kaptel 11). Um eine latente Infektion bel einer grof3en Pro-
benanzahl feststellen zu kénnen, ist daher eine empfindliche, praktikable und schnelle Di-
agnosemethode erforderlich. Nach KLOPMEY ER (1992) sollte fUr das Vermehrungsmate-
rial von Pelargonien eine “Null-Toleranz* fir Xcp gefordert werden, da nur auf diese Wei-
se die Krankheit eliminiert werden kann, und weil mit den zur Verfigung stehenden Me-

thoden dieses Zid redisiert werden kann.

Zum Nachweis des Krankheitserregers kamen bisher serologische Nachweisverfahren wie
der ELISA und der Immunofluoreszenz-Test (IF-Test) (Kapitel 111) sowie die Isolierung
durch Plattierung auf einem semiselektiven Nahragar (Kapitel 1) zur Anwendung. Aller-
dings sind serologische Nachweismethoden noch mit Unsicherheiten behaftet, die zu fal-
schen Ergebnissen oder zumindest Fehlerinterpretationen fuhren konnen (BERKELMANN
etal., 1993; MANULISet al., 1994) (Kapitel 11).

Seit Einfuhrung gentechnischer Methoden wurde Xcp bisher noch wenig molekular-
biologisch untersucht. Nach MANULIS et al. (1994) setzten SULZINSKI et al. (1995) die
PCR-Technik zur Charakterisierung von Xcp ein. Mit einem ERIC-Primerpaar stellten die
Autoren fest, dass samtliche von ihnen getesteten 19 Xcp-Stdmme zwei Haupt-DNA-
Produkte von schatzungsweise 500 + 740 bp besal3en. Die Verwendung eines REP-
Primerpaares ergab komplexere Fingerabdriicke mit Haupt-DNA-Produkten von etwa 690
bis 1650 bp. Die mit ERIC- und REP-Primern erhaltenen Fingerabdriicke erlaubten eine
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Unterscheidung der Xanthomonas campestris pv. pelargonii-Stimme von den anderen un-
tersuchten Pathovarietdten citrumelo, citri, begoniae, vitians B und C, phaseoli, cam-
pestris, manihotis, juglandis, carotae und pruni. Darauthin entwickelte diese Arbeitsgrup-
pe (SULZINSKI et al,. 1996) das Primer-Paar XcpM1/XcpM2, mit dem zum ersten Mal
durch die PCR Xcp in planta nachgewiesen werden konnte. Spater wurde ein weiteres Pri-
mer-Paar von KRAMER et al. (1998) entwickel.

Deswegen wurde in dieser Arbeit untersucht, ob ein empfindlicher Nachweis von Xcp ne-
ben serologischen Methoden auch durch den Einsatz der PCR-Technik mdglich ist. Dabei
sollte neben der Uberpriifung der diagnostischen Primer von KRAMER et al. (1998) unter
praxisnahen Bedingungen tiberpriift werden, ob die PCR-Technik ohne eine komplizierte
DNA-Extraktionsmethode einfach mit den Homogenaten der Proben durchgefiihrt werden
kann, um einen hoch sensitiven Xcp-Nachweis in latent befallenen Pelargonienpflanzen zu

gewahrleisten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstamme

Die in die vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstimme aus der ,,Gottinger Samm-

lung Phytopathogener Bakterien* (GSPB) sind in der Tab. 1 zusammengestellt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme (siche auch Tab. 1in Kapitel 1)

Bakterienart

GSPB-Nr.:

Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.
Xanthomonas campestris pv.

Erwinia herbicola

pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii
pelargonii

malvacearum

viginicola

Zinniae

Pseudomonas syringae pv. syringae

Pseudomonas fluorescens

191

192

203
1934
1955
1957
2104
2105
2503
2513
2514
2630
2632
2638
2640
2642
1430
2509
5762

450
1004
1714
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2.2 Nahr medien

Die hier verwendeten Nahrmedien wurden im Kapitel | und die Puffer im Kapitel |11 un-
ter 2.2.1.4 beschrieben.

2.3  Kultivierung der Bakterien

Xanthomonaden wurden auf dem NGA- oder NGAR-Medium und Pseudomonaden sowie
Erwinia auf dem KB-Medium angezogen. Die Bebriitung erfolgte 48 h bei 25 °C. Aus ei-
ner typischen Kolonie wurde noch einmal auf das jeweilige Medium iiberimpft und 24 h
bei 25 °C kultiviert. Die frischen Kulturen wurden in sterilem bidest. Wasser suspendiert
und photometrisch bei 660 nm auf eine optische Dichte von 0,06 eingestellt. Von dieser
Ausgangskonzentration (ca. 10° cfu/ml) wurden Verdiinnungsreihen von 10 bis 10* cfu/ml

fiir die Versuche hergestellt.

24  Vorbereitung des Pflanzenmaterialsfur die PCR

241 Fir dienormale PCR

Jeweils 0,5 g Frischstengelgewebe wurden unter Zugabe von 1 ml TE-Puffer (10 mM Tris
—HCI, pH 8.0, | mM EDTA) in einem sterilen Morser homogenisiert. Die Proben wurden
aus kranken oder gesunden Pelargonienstengeln gewonnen. Im zweiten Fall wurde dem
Pflanzenhomogenat eine bestimmte Menge Bakteriensuspension hinzugegeben, deren Bak-

terienkonzentration photometrisch bei 660 nm eingestellt wurde.

24.2 Fur dieBIO-PCR

“BIO-PCR* wurde dhnlich wie bei SCHAAD et al. (1995) durchgefiihrt, um die Sensitivi-
tiat der Methode zu erhohen. Die Proben wurden in einer TC-Losung (semiselektives fliis-
siges Medium) (sieche Kapitel 1) zwischenvermehrt.

Kranke Pelargonienpflanzen mit gut ausgepragten Symptomen an den Stengeln stammten
aus den Versuchen, die im Kapitel II (inokulierte Pflanzen) beschrieben werden. Zur Kon-

trolle dienten gesunde Pelargonienpflanzen. Stengelstiicke von 0,5 g Frischgewebe wurden
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in 70% Et-OH sterilisiert, kurz abgeflammt und mit 1 ml sterilem bidest. Wasser in einem
Morser homogenisiert oder in ganz diinne Scheibchen zerschnitten.

Das gesamte Homogenat oder die Scheibchen wurde in 4 ml TC-Ldsung 24 h bei 26 °C
kultiviert (Zwischenvermehrung der gesuchten Bakterien). Von der Suspension wurden 2
ml entnommen und bei 12.000 RPM 20 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pl steri-
lem bidest. H,O aufgenommen. Diese Suspension wurde in bidestilliertem Wasser in

1:10er Schritten bis 107 verdiinnt und fiir die PCR verwendet.

25  Molekulargenetische Methoden

25.1 Sterilisation von Geraten und L ésungen

Alle hitzestabilen Losungen und Geréte wurden fiir 15 min bei 120 °C autoklaviert. Nicht

autoklavierbare Materialien und Gerédte wurde mit 70%igem Ethanol abgespiilt.

2.5.2 Stammldsungen und Puffer

TC-Losung (Kapitel 1) und NB-Losung (Kapitel 111) wurden wie dort beschrieben herge-

stellt.

TE-Puffer

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8.0

Der TE-Puffer wurde autoklaviert.

10 x TBE-Puffer

Tris 0,9 M

H;BO; 09 M

EDTA 20 mM (40 ml)
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2.5.3 DNA-Extraktion (nach KRAMER et al., 1998)

e Stengeloberfldche mit 70%igem Alkohol abspiilen und mit Papiertiichern abtrocknen

e 50 ml Erlenmeyer-Kolben mit 5 oder 10 ml NB befiillen (je nach Menge des Pflan-
zenmaterials)

e Stengel in 2 mm grof3e Scheibchen schneiden und in die NB-Losung geben

e {iber Nacht bei 25 °C schiitteln

e Schiittelsuspension ohne Stengelstiicke in Zentrifugenréhrchen umfiillen

e 20 min bei 1500 rpm zentrifugieren

e Uberstand verwerfen, Vorsicht!! -Sediment ist nicht sehr fest, Sediment in 200 ul TE-
Puffer aufnehmen und in Eppendorf-Réhrchen umfiillen

e 10 min im Wasserbad bei 100 °C kochen

e 50 ul M NaOH und 125 pl 1 M TRIS-HCI, pH 8.0 zugeben

e 3 min bei 12.000 rpm zentrifugieren

e Uberstand absaugen und in neue Réhrchen iiberfiihren

e Folgende Verdiinnungen in tridest. H>O fiir PCR herstellen: 1:10, 1:100, 1:1000

e | ul der Verdiinnungen in der PCR einsetzen

2.5.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen oder praparativen Auftrennung der Nukleinsduren wurde eine horizontale
Agarose—Gelelektrophorese in im Eigenbau gefertigten Kammern durchgefiihrt. Die einge-
setzte Agarosekonzentration betrug 1,7%. Zur Herstellung des Agarose-Gels wurde 1,7 g
Agarose in 100 ml TBE-Puffer (0,5 x TBE, pH: 8.0) aufgenommen und die Losung in ei-
ner Mikrowelle erhitzt, bis keine Triilbung mehr sichtbar war. Nach Abkiihlen auf 50 °C
wurde sie in die Gelkammer gegossen. Die Trennung erfolgte bei einem Elektrodenstand
von 30 cm und einer Spannung von 80 - 100 V in TBE-Laufpuffer.

Als GroBenstandards fiir Nukleinsduren diente pBR322/Alul (Fermentas, St. Leon-Rot) mit
folgenden FragmentgrofBen:

908; 659; 656; 521; 403; 281; 257; 226; 100; 90; 63; 57; 49; 46; 19; 15; 11 bp.
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255 Ethidiumbromid-Farbung und Fotografie der Gele

Nach der Elektrophorese wurden die Gele 10 - 15 min in ein Ethidiumbromidwasserbad
(0,5 pg/ml, Fluka, Neu-Ulm) gelegt, um die Nukleinsduren nachweisen zu konnen. Zur
Verbesserung der Kontrastierung wurde das Gel 5 - 10 min in einem Wasserbad entfarbt.
Der Nukleinsdure-Ethidiumbromid-Komplex kann durch kurzwelliges UV-Licht (254 -
360 nm) angeregt werden und emittiert Licht im Bereich von 590 nm.

Zur Dokumentation der Gele wurde eine an einen Computer angeschlossene Videokamera
verwendet. Diese erfasst das durch den Nukleinsdure-Ethidiumbromid-Komplex emittierte
Licht, so dass sowohl die Dokumentation als auch die Auswertung {iber eine spezielle
Software (Molecular Analysist, Biorad, Hagen) moglich war. Es wurde eine Polaroidkame-
ra (MP4, Cambridige, MA, USA) mit Rotfilter verwendet, wenn ein besserer Kontrast no-

tig war.

2.5.6 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Alle Amplifikationsansitze wurden im Thermocycler OmniGene der Firma Hybaid durch-
gefiihrt. Nukleotide, die Polymerase (DyNAzyme) und Enzympuffer wurden von den Fir-
men BIOMETRA und QIAGEN bezogen. Als Amplifikationsproben wurden Pflanzen-
und Gesamt-DNA-Extrakte sowie Bakteriensuspensionen verwendet. Die eingesetzten
Primer (KRAMER et al., 1998) mit den Sequenzen Forward Primer GAGTGTC-
CAGTGGCAAGC (Primer XCP1) und Reverse Primer GTTGCTGCCTCTTCCTGC
(Primer XCP2) wurden von der Firma ROTH synthetisiert.
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Das PCR-Reaktionsgemisch mit einem Gesamtvolumen von 50 ul setzte sich nach der Op-

timierung der wichtigsten Reaktionsparameter Annealing-Temperatur, Primer und Polyme-

rase (DyNAzyme) wie folgt zusammen (Tab. 2):

Tab. 2: PCR-Ansatz fiir 50 ul Endvolumen

Komponenten Volumen Konzentration
Polymerasepuffer 5,0 ul 10 x
dNTP-Mix 0,5 ul 20 mM
Primer XCP1 2,0 ul 10 pmol/ul
Primer XCP2 2,0 ul 10 pmol/pl
Polymerase 0,5 ul 2 U/ul

Probe Bakteriensuspension 40 pl

oder DNA + H,O bidest. 40 pl

Die Ansétze wurden gemischt, mit 50 pul Mineral6l iiberschichtet und im PCR-Block 4 min
bei 94 °C denaturiert. Es schlossen sich 40 der folgenden Temperaturzyklen an:

— 1 min bei 94 °C (Denaturierung der DNA)

— 1 min bei 63 °C (Annealingtemperatur)

—2 min bei 72 °C (Amplifikation der DNA)

Zum Schluss wurde 10 min auf 72 °C erhitzt.

Um die Kontaminationsgefahr zu verringern, wurden sémtliche Arbeitsschritte zur DNA-
Reinigung und Durchfiihrung der PCR in getrennten Raumen durchgefiihrt. Als weitere
vorbeugende Mallnahmen wurden separate Sitze von Mikroliterpipetten und autoklavierte
Reaktionsgefifie verwendet, die nur fiir PCR vorgesehen waren (KOOPMANN, 1999).
Elektrophorese:

Nach 40 PCR-Reaktionszyklen wurden 10 pul PCR-Produkte mit 1,5 pl 6x Loading Dye
Losung (Fa. Fermentas) gemischt und in die Geltasche pipettiert. Zur Bestimmung des Mo-
lekulargewichtes kam der Marker pBR322 /Alul (1,5 ul 6x Loading Dye Losung + 7 ul
H,O + 1,3 pBR322 /Alul gut mischen) zum Einsatz.
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3 ERGEBNISSE

3.1 DNA-Extraktion (wie in 2.5.3 beschrieben)

3.1.1 AusBakterienreinkulturen

Der direkte Bakteriennachweis aus Pflanzenextrakten wird haufig durch phenolische Ver-
bindungen gestort, welche die Tag-Polymerase hemmen. Deswegen wurde zunéchst ge-
priift, ob die DNA-Extraktion nach einem Protokoll von KRAMER et al. (1998) (siehe
2.5.3) mit Bakterienreinkulturen moglich ist. Wenn 10 pl extrahierte DNA auf 0,8% Aga-
rose Gel aufgetragen wurden, zeigte sich nur bei hohen Konzentrationen (10 und 10’
cfu/ml) auf dem Gel ein positives Signal, dagegen nicht bei 10* bis 10° cfu/ml.

Das Pellet der Bakterien war nach dem Abzentrifugieren sehr weich und oft schwer zu er-

kennen. Vielleicht beruhte darauf die Unempfindlichkeit dieser Methode.

3.1.2 PCR-Nachweisder Bakterien in planta

Bei DNA-Extraktion aus infizierten Pflanzen und folgender PCR wurde tiberhaupt kein
positives Signal beobachtet. Diese Methode erwies sich damit auch zum Bakteriennach-

weis aus infizierten Pelargonien als ungeeignet.

3.2  Nachweisgrenze von Xcp-Reinkulturen durch die PCR

Von einer Xcp-Reinkultur (GSPB 2503) wurde eine Suspension mit einer OD von 0,06 bei
660 nm hergestellt und in 1:10er—Schritten verdiinnt. Ein 40 ul Aliquot der Verdiinnungs-
stufen wurde fiir den PCR-Nachweis verwendet. In Abb. 1 sind die Amplifikationsproduk-
te dargestellt. Mit abnehmender Bakterienkonzentration nahm die Intensitét der diagnosti-
schen Bande ab. Wihrend bei 10° cfu/ml bereits ein schwaches Signal zu erkennen war,

trat bei 10* cfu/ml ein deutliches Signal auf.
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bp M N 10 107 10° 10° 10* 10°

Abb. 1: Nachweisbare Bakterienzellen in einer Xcp-Reinkultur (GSPB 2503), M: Grofen-
standard pBR322/Alul, N: Negativkontrolle.

3.3 In planta-Nachweisvon Xcp durch die PCR

Wie unter 2.4 beschrieben, wurde aus gesunden Pelargonienstengeln ein Homogenat her-
gestellt und mit Xcp-Suspensionen definierter Konzentrationen vermischt. Das Gemisch
wurde in 1:10er Schritten mit bidest. H,O verdinnt und direkt fir die PCR verwendet. Aus
dem unverdiinnten Homogenat konnte kein positives Signal erzeugt werden. Hier wurde
offensichtlich die Aktivitit der Tag-Polymerase (BIOMETRA) durch Pflanzeninhaltstoffe
inhibiert. Erst nachdem das Homogenat 1:10 verdiinnt wurde, erschien die diagnostische
Bande (Abb. 2). Auch bei 10* cfu/g Stengelfrischgewicht war noch ein starkes Signal vor-
handen. Wenn der gleiche Versuch mit einer anderen Taq-DNA-Polymerase (Fa. QIA-
GEN) durchgefiihrt wurde, erschien die diagnostische Bande erst, wenn das Homogenat

1:100 verdiinnt wurde, und die Nachweisgrenze betrug 10° cfu/g.
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bp M 1 2 3 4 5 6 7

281=

ADbb. 2: Einfluss der Pflanzeninhaltstoffe auf die Amplifikation der spezifischen Bande bei
der PCR, M: GroBenstandard pBR 322/Alul, 1: Negativkontrolle, 2: Positivkontrolle mit
10® cfu/ml Xcp-Zellen ohne Pflanzenhomogenat, 3 - 7 (Bakteriensupension mit Pflanzen-

homogenat)

34 BIO-PCR

Bei der BIO-PCR, einer Kombination biologischer und enzymatischer Amplifikationstech-
niken, wird die Sensitivitidt des Nachweises dadurch erhoht, dass eine Zwischenvermeh-

rung des Pathogens eingeschaltet wird (SCHAAD et al., 1995).

34.1 BIO-PCR von Xcp nach Vorkultur von Pelargonienstengel-Scheibchen zu-
sammen mit Bakteriensuspension in TC-Ldsung

In Vorversuchen wurden gesunde Pelargonienstengel-Scheibchen mit einer Bakteriensus-
pension von 10° cfu/ml mit TC-Lsung gemischt und 24 h inkubiert. Zur Ermittlung der
Nachweisgrenze wurden 100 pl der jeweiligen Verdiinnungsstufe auf NGAR-Medium
gleich nach dem Ansetzen (0 h) und nach 24 h ausplattiert. Die Kolonien wurden nach 2 -
3 Tagen bei 28 °C gezihlt (Tab. 3). In Tab. 3 ist die Vermehrung von Xcp in der TC-
Losung nach 24 h Inkubation in Reagenzglidsern wiedergegeben. Unter diesen Wachs-
tumsbedingungen erhohte sich die Bakterienpopulation etwa um das 20-fache, wodurch

auch die PCR-Nachweisempfindlichkeit entsprechend verbessert wurde.
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Tab. 3: Konzentration von Xcp in der Mischung von Pelargonienscheibchen mit Bakteri-
ensuspension und TC-Losung (Bestimmung durch Ausplattierung der Verdiinnungsstufen

auf dem Standardmedium).

Inkubationszeit
Verdiinnungsstufe 0Oh 24 h
VSé6 119 zusammengewachsen
VS7 30 330
VS8 2 60

Danach wurden 2 ml Suspension bei 12.000 RPM fiir 20 min zentrifugiert, das Pellet in
500 pl bidest. H,O aufgenommen, in 10er Schritten mit bidest. H,O verdiinnt und fiir den
PCR-Test verwendet. Das Abzentrifugieren der Bakterien war notwendig, um sie von an-
deren Substanzen der TC-Losung (Antibiotikum, Zucker und Salze) zu trennen, welche die
Aktivitdt der Tag-Polymerase unterdriickten. In der unverdiinnten Probe (Abb. 3) wurde
auch hier trotz hoher Bakterienkonzentration von etwa 2,4 x 10" cfu/ml die Aktivitit der
Tag-Polymerase vollig gehemmt. Erst nach einer Verdiinnung von 1:10 erschien die dia-
gnostische Bande (Abb. 3). Der Nachweis war bis zu einer Verdiinnung von 1:10° (Nr.7)
moglich. Dies entsprach einer urspriinglichen Bakterienkonzentration von 1,2 x 10° cfu/ml.
Nach der 24-stiindigen Zwischenvermehrung enthielt diese Verdiinnungsstufe etwa 2,4 x
10* cfu/ml (Tab. 3). D. h., wihrend vor der Zwischenvermehrung die Bakterien bei einer
Konzentration von ca. 10* cfu/ml nachgewiesen wurden (Abb. 2), konnte eine 20-fache
niedrigere Bakteriendichte (d. h. 1,2 x 10° cfu/ml) nach der Zwischenvermehrung leicht

detektiert werden (Abb. 3).
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Abb.3: PCR-Nachweis von Xcp nach der Inkubation von gesunden Pelargonienstengel-
Scheibchen mit Bakteriensuspension in TC-Nahrlosung M: Grofenstandard pBR322/Alul
1: Negativkontrolle, 2: Positivkontrolle (10° cfu/ml reine Bakteriensuspension) 3-9: Pellet-

Suspensionen in den Verdiinnungen 0, 1:10 bis 1:10°
3.4.2 BIO-PCR von Xcpin planta fast 4 Jahre nach Inokulation

Von symptomlosen Pelargonienpflanzen, die vor fast 4 Jahren mit 10 pl 10° cfu/ml Xcp
inokuliert worden waren (Kapitel II), wurden Stengelproben entnommen. Drei Gramm
Stengelfrischgewebe der Pelargoniensorte “Isabell” wurden in 1 ml sterilem bidest. H,O
homogenisiert, und die Verdiinnungsstufen wurden auf TC-Medium und NGA-Medium
ausplattiert. Danach ergab sich eine Konzentration von 2,8 x 10’ cfu/g Frischgewicht (oder
8,5 x 10’ cfu/ml Homogenat). Die Proben wurden von Verdiinnungsstufe 1(1:10) bis
5(1: 104) zur PCR aufgetragen. Trotz der hohen Bakterienkonzentration trat nur nach Ver-
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diinnung 1:10* eine leichte Bande auf. Wahrscheinlich war der Xcp-Nachweis bei den an-
deren Proben nicht moglich, weil die Tag-Polymerase wihrend der PCR durch enzyminhi-
bierende Pflanzenstoffe (z. B. phenolische Verbindungen) gestort wurde.

Die Reste des Homogenats wurden in 4 ml TC-Losung (1,5 x 107 cfu/ml) bei 26 °C und
110 UPM fiir 24 h inkubiert. Dann wurden 2 ml entnommen, bei 12.000 RPM zentrifu-
giert, das Pellet in 500 pl bidest. H,O aufgenommen (d. h. vierfach konzentriert) und fiir
den PCR-Nachweis in den Verdiinnungen 1:10° bis 1:10 eingesetzt (Abb. 4). Nach der
mikrobiologischen Bestimmung enthielt 1 ml Probe nach der Zwischenvermehrung 8 x 10°
cfu/ml. D. h., in dem in 500 pl aufgenommen Pellet waren 1,6 x 10° cfu/ml enthalten, oder

40 pl (fiir PCR) enthielten 1,5 x 10® cfu.

281 =

Abb. 4: Nachweis von Bakterien im Homogenat ciner befallenen Pelargonienpflanze nach
Zwischenvermehrung der Bakterien in TC-Losung. M: GroBenstandard pBR322/Alul, 1:
Negativkontrolle, 2: Positivkontrolle (107 cfu/ml), 3: Pellet 1:10° verdiinnt, 4: Pellet 1:10*
verdiinnt, 5: Pellet 1:10° verdiinnt, 6: Pellet 1:10° verdiinnt, 7: Pellet 1:10 verdiinnt

Die Ergebnisse zeigen (Abb. 4), dass das suspendierte Pellet stark verdiinnt werden musste
(1:10° bis 1:10°) um die Bakterien deutlich nachzuweisen. Die durch die PCR gewonnenen
positiven Ergebnisse bestitigten damit den mikrobiologischen Nachweis. D. h., in der Pro-
be 6 (Pellet 1:10°) wurden 1,5 x 10? cfu noch durch ein deutliches Signal nachgewiesen, in

Probe Nr. 7 (Pellet 1:107) wurden sogar 1,5 x 10" cfu noch ganz schwach nachgewiesen.
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3.4.3 Nachweisvon Xcp in planta durch Homogenisation oder die Scheibchen-
Methode

Das Ziel dieses Versuches war es, Inhibitoren auszuschalten. Die vorangegangenen Versu-
che zeigten, dass erst nach Verdiinnungen von 1:10.000 spezifische Banden auftraten, vor
allem bei Bearbeitung alter Pflanzen (Abb. 4). Deswegen wurde untersucht, ob es fiir den
PCR-Nachweis giinstiger war, die Pelargonienstengel in Scheibchen zu schneiden und
nicht zu homogenisieren.

Die vor 47 Monaten mit 10 ul 10° cfu/ml inokulierten Pelargonienpflanzen der Sorte “Isa-
bell“ zeigten noch keine Symptome. Ein 6 cm langes Stengelstiick wurde im Langsschnitt
zweigeteilt. Ein Teil wurde homogenisiert und der andere Teil in Scheibchen geschnitten.
Von beiden Proben wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und ausplattiert. Dabei ergab
sich, dass im Homogenat 5 x 10’ cfu/ml und in der Scheibchen-Lésung 4,5 x 107 cfu/ml
enthalten waren. Die Proben wurden dann in TC-Losung bei 26 °C und 110 UPM fiir 48 h
inkubiert (Zwischenvermehrung der gesuchten Bakterien) und bei 12000 RPM fiir 20 min
abzentrifugiert, das Pellet in 500 pl H,O suspendiert, 8 - 10 min auf 100 °C erhitzt und
dann fiir die PCR eingesetzt (Abb. 5a und Abb. 5b). Gleichzeitig wurden von der Verdiin-
nungsstufe 4 nach der Zwischenvermehrung wieder 1:10 bis 1:10* Verdiinnungen herge-
stellt und ausplattiert. Nun waren im Homogenat der Verdiinnungsstufe 4 2,8 x 107 cfu/ml

und in der Scheibchen-Losung der Verdiinnungsstufe 4 1,1 x 10° cfu/ml enthalten.

bp M 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 5a: Die Stengelprobe (10° “Isabell*) wurde homogenisiert und 48 h in TC-Losung
zwischenvermehrt M: GréBenstandard pBR322/Alul, 1: Negativkontrolle, 2: Positivkon-
trolle, 3: 1:10? verdiinnt, 4: 1:10° verdiinnt, 5: 1:10* verdiinnt, 6: 1:10° verdiinnt, 7: 1:10°

verdiinnt
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bp M 1 2 3 4 5 6 7
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ADbb. 5b: Die gleiche Probe wie in Abb. 5a wurde in diinne Scheibchen geschnitten. Da-

nach wurde wie in Abb. 5a verfahren

Abb. 5a zeigt, dass bei der homogenisierten Probe die spezifische Bande erst nach einer
Verdiinnung von 1:10* schwach auftrat. Mit der Standard-PCR des Homogenates ohne
Zwischenvermehrung war diese Bande erst nach einer Verdiinnung von 1:10° schwach
sichtbar. Dagegen zeigt Abb. 5b, dass bei der Scheibchen-Methode die spezifische Bande
schon bei der Verdiinnung von 1:10° auftrat und offenbar weniger Inhibitoren vorhanden
waren. Die Nachweisempfindlichkeit wurde im Homogenat dadurch verringert, dass die
Proben sehr stark verdiinnt werden mussten. Wegen der notwendigen Verdiinnungen des
Pflanzenhomogenats ist es ziemlich schwer, einen schwachen latenten Befall nachzuwei-
sen. Deswegen wurden in diesem Versuch die Proben 48 h statt 24 h in TC-Ldsung inku-

biert, um die Sensitivitit zu verbessern.

3.5 Eignung der Primer zum Nachweis ver schiedener Xcp-Stamme

Die Sicherheit eines auf der PCR basierenden Nachweisverfahrens ist dann gewéhrleistet,
wenn verschiedene Stimme des Zielorganismus nachgewiesen werden konnen. Die Eig-
nung der Primer wurde deswegen mit 16 verschiedenen Xcp-Stammen (Tab. 1) tiberpriift
(10° cfu/ml).

Nach gelelektrophoretischer Auswertung wurde in allen Féllen bis auf Stamm 191 das
Amplifikationsprodukt mit einer Fragmentgrofle von < 281 bp gebildet (Abb. 6). In spéte-
ren Versuchen wurde Stamm 191 noch einmal mit einer Bakteriensuspension von 10

cfu/ml getestet, wobei sich das erwartete Signal einstellte.
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Abb. 6: PCR-Nachweis verschiedener Xcp-Stimme mit Hilfe spezifischer Primer M: Mar-
ker pBR322/Alul, 1: Negativkontrolle, 2: 191. 3:203, 4:2503, 5:1955, 6:1957, 7:1934,
8:2104, 9:2105, 10:2513, 11:2630, 12:2514, 13:2632, 14:2638, 15:2640, 16:192, 17:2642

3.6 Prufung der Primer auf Kreuzreaktion mit anderen Bakterienarten und
Xanthomonas campestris Pathovarietaten

Die Spezifitiat der Amplifikation ist eine grundlegende Voraussetzung fiir die Praktikabili-
tit des PCR-Tests zum Nachweis des Zielbakteriums. Fiir die Uberpriifung der Spezifitiit
wurden Bakterienstimme ausgewdhlt, die in oder an Pelargonien vorkommen kdnnen oder
mit Xcp eng verwandt sind.

Es zeigte sich, dass die Primer nur mit Xanthomonas campestris pv. zinniae schwach
kreuzreagierten. Bei allen anderen Stimmen, wie Xanthomonas campestris pv. viginicola,
Xanthomonas campestris pv. malvacearum, Erwinia herbicola, Pseudomonas syringae pv.

syringae und Pseudomonas fluorescens, wurden keine Signale beobachtet (Abb. 7).



Kapitel IV ERGEBNISSE 179

bp M NK 1 2 3 4 5 6

281 =

281 =

Abb. 7: Priifung der Primer auf Kreuzreaktion mit Bakterien anderer Arten und Pathova-
rietdten M: Marker pBR322/Alul, N: Negativkontrolle, 1: X. campestris pv. pelargonii, 2:
X. campestris pv. viginicola, 3: X. campestris pv. zZinniae, 4: X. campestris pv. malvacea-
rum, 5: Erwinia herbicola, 6: Pseudomonas syringae pv. syringae, 7: P. fluorescens,
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4 DISKUSSION

Der Einsatz von DNA-Untersuchungstechniken eréffnete insbesondere im Hinblick auf die
Sensitivitdt neue Perspektiven fiir die Pathogendiagnose. Die Bedeutung der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) muss in diesem Zusammenhang ganz besonders hervorgehoben
werden. Thr Einsatz erlaubt den Nachweis minimaler Mengen an DNA, sofern geeignete
Primer verfiigbar sind, und ermoglicht so auch den Nachweis von nicht durch Kultivierung
anzureichernden Viroiden, Viren und MLOs (,,mycoplasma like organisms*) (DENG &
HIRUKI, 1991; ROBERTSON et al., 1991; YANG 1992). Mit der Polymerase-
Kettenreaktion und ihrer Einfiihrung in die Pflanzenpathologie Anfang der 90iger Jahre
wurden auf der PCR basierende Methoden auch zur Charakterisierung von Pathogen-
Stammen verwendet. In jlingerer Zeit wurden PCR-Detektionssysteme zum Nachweis ver-
schiedener pflanzenpathogener Bakterien (z. B. BERESWILL et al., 1992; HARTUNG et
al., 1993; NIEPOLD, 1994; KRAMER et al., 1998; NABIZADEH-ARDEKANI, 1999)
entwickelt.

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, um grofle Mengen spezifischer DNA-
Fragmente definierter Lange und Sequenzen in Vvitro enzymatisch zu synthetisieren. Sie
stellte eine Alternative zur konventionellen Vermehrung von DNA in lebenden Zellen dar.
Durch die Moglichkeit der in-vitro-Amplifikation entfdllt die Benutzung von Restriktions-
enzymen und Kloniervektoren und die umsténdliche Isolation der Fragmente. Die Spezifi-
tdt des Systems hidngt von chemisch synthetisierten Oligodesoxynucleoiden ab, die als
Primer fiir das DNA-Polymerase-Enzym einen bestimmten Bereich der Targetsequenz ein-
grenzen. Eine weitere Besonderheit der PCR-Technik besteht darin, dass geringste Mengen
des zu amplifizierenden Molekiils, im Extremfall eine einzige DNA-Matritze, ausreichen,
um die Reaktion zu starten und die Nukleinsdure in nur wenigen Stunden hochgradig zu
vervielfdltigen. Der Erfolg einer Polymerase Kettenreaktion héngt von einer Vielzahl von
Faktoren ab, die direkt oder indirekt Einfluss auf das Reaktionsgeschehen haben. Im Zent-
rum dieser enzymattisch katalysierten Reaktion steht eine von SAIKI et al. (1985) einge-
fiihrte, aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isolierte, hitzestabile DNA-

Polymerase.
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Ziel dieser Arbeit war es, den Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pelargonii (=
Xcp) nicht nur aus Reinkulturen sondern auch aus latent infizierten Pelargonienpflanzen

mit der PCR zu iiberpriifen.

4.1  Vergleich der verschiedenen Primer

Molekularbiologisch wurden mit Xcp bisher nur wenige Untersuchungen durchgefiihrt.
Zum Nachweis von Xcp mit der PCR-Technik wurden 3 verschiedene Primer-Paare be-
schrieben (MANULIS et al. 1994; SULZINSKI et al., 1995, 1996 und 1997; KRAMER et
al., 1998), wobei zuerst SULZINSKI et al. (1996) Xcp in Pflanzenextrakten nachweisen
konnten.

MANULIS et al. (1994) charakterisierten zundchst Xcp DNA durch zufillig amplifizierte
PCR (“random amplified PCR*) und spéter durch Pathovar-spezifische Primer. Die Auto-
ren testeten 42 verschiedene Primer-Paare. Drei Paare lieferten mit allen gepriiften 53 Xcp-
Stimmen identische Amplifikationsmuster. Die Xcp-Banden-Muster unterschieden sich
von denjenigen aller anderen 46 Xanthomonas-Stimme. Ein spezifisches Fragment von
1,2-kb kam nur bei den Xcp-Stdmmen vor. Dieses Fragment wurde kloniert und als dia-
gnostische Sonde getestet. Die Sonde hybridisierte mit allen 53 gepriiften Xcp-Stdmmen,
aber nicht mit den anderen 46 Xanthomonas-Stimmen. Die Sequenz der terminalen Enden
des 1,2 kb-Fragmentes diente zur Entwicklung eines Primer-Paares von 18 Nukleotiden.
Das so gewonnene Primer-Paar amplifizierte dasselbe 1,2-kb DNA-Fragment von allen
gepriiften 53 Xcp-Stimmen, aber nicht von den anderen Xanthomonaden. Ein dhnliches
Verfahren wurde auch zur Entwicklung von spezifischen Primern fiir die PCR-Diagnose
anderer phytopathogener Bakterien eingesetzt (MANULIS et al., 2002).

SULZINSKI et al. (1996) entwickelten das Primer-Paar XcpM1/XcpM2 unter Verwen-
dung der DNA-Préparationen von 22 geographisch unterschiedlichen Xcp-Stimmen. Mit
diesem Olinucleotid-Primer-Paar XcpM1 (5'-ACGCGCTACCAAAAGGCAAAGAG-3)
und XcpM2 (5'-GATCTGCGGTTGTCCTGAAGATTGG-3") wurde eine Haupt-DNA-
Bande von 197 bp amplifiziert, wihrend keine Hauptbanden bei 12 anderen X. campestris-
Pathovarietiten erzeugt wurden. GLICK et al. (2002) derselben Arbeitsgruppe entwickel-
ten noch 2 weitere Primer-Paare: ein Paar spezifisch fiir die Amplifikation eines 822 bp
groen DNA-Fragmentes von Ralstonia solanacearum und ein Primer-Paar als internen
Standard, welches eine 494 bp Region der 18s rRNA von Geranium amplifiziert. Mit dem

internen Standard, konnen falsche negative Ergebnisse, die durch Inhibitoren des PCR-
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Verfahrens verursacht werden, leicht entdeckt werden, weil die spezifische Bande in einem
Pflanzenextrakt aus Pelargonien in jedem Fall erscheinen muss (Positiv-Kontrolle).
KRAMER et al. (1998) versuchten zunichst, Xcp mit 60 gepriiften Zufalls-Primern mit der
RAPD-Technik zu charakterisieren und von anderen Xanthomonas campestris-
Pathovarietiten zu differenzieren. Unter den eingesetzten Primern lieferte der Primer OPA-
09 ein fiir Xcp charakteristisches Amplifikationsmuster. In diesem Bandenmuster trat ein
pathovarspezifisches, markantes Fragment mit einer GroBe von 340 bp auf (KRAMER,
1994). Dieses Amplifikat wurde isoliert, amplifiziert, kloniert und sequenziert. Aus den
Sequenzendaten wurden anschlieend verschiedene Primer-Paare konstruiert und syntheti-
siert. Bei der Priifung ihrer Spezifitit wurden die besten Ergebnisse mit einen Primer-Paar
erzielt, welches ein 246 bp groBes Produkt amplifizierte (KRAMER et al., 1998). Das auf
diese Weise entwickelte Primer-Paar wurde in allen PCR-Experimenten dieser Arbeit ein-
gesetzt und hat folgende Basensequenzen: GAGTGTCCAGTGGCAAGC (Primer XCP1)
und Reverse Primer GTTGCTGCCTCTTCCTGC (Primer XCP2).

4.2  Vergleich der DNA-Extraktion oder des Bakterienaufschlusses bel ver schiede-

nen Verfahren

In der Literatur werden zahlreiche Methoden zur DNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial
beschrieben. In den meisten Féllen handelt es sich dabei um sehr zeitaufwendige Verfah-
ren, bei denen zusdtzlich groe Mengen an giftigen Chemikalien wie Phenol, Ethidi-
umbromid u. a. anfallen. GroBBe Mengen an Polysacchariden und sekundiren Metaboliten
wie Polyphenol, welche die Tag-Polymerase hemmen, zwingen zu umstindlichen Verfah-
ren, die multiple Arbeitsschritte beinhalten. Auf Grund der unterschiedlichen Strukturen
und Funktionen globuldrer Proteine unterliegen Enzyme mehr oder weniger der Repression
durch Inhibitoren wie phenolische Verbindungen. Es ist bekannt, dass die Aktivitdt der
Taq-Polymerase schon durch geringe Mengen sekundirer Pflanzenstoffe stark gehemmt
wird.

In dieser Arbeit wurde versucht, die DNA-Extraktion nach KRAMER et al. (1998) durch-
zufiihren. Durch Xcp befallenes Gewebe wurde in einer Néhrbouillon iiber Nacht bei 25 °C
geschiittelt. Dann wurde abzentrifugiert und das Pellet in 200 ul TE-Puffer fiir 10 min bei
100 °C gekocht. Anschlieend wurde mit 1 M NaOH und 1 M TRIS-HCI behandelt. DE
BRUIJIN (1987) extrahierte die DNA von Xcp mit Phenol-Chloroform. Diese Methode ist

allerdings sehr zeitaufwendig. Es ist nicht moglich, mit vielen Proben zu arbeiten (SUL-
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ZINSKI et al., 1996). In unseren Untersuchungen konnten wir vor allem niedrige Bakteri-
enkonzentrationen von Xcp nicht detektieren. Deswegen wurde diese Methode als unge-
eignet angesehen, aus latent befallenen Pflanzen DNA zu isolieren. SULZINSKI et al.
(1997) entwickelten deswegen ein Protokoll fiir eine schnelle (10 min) Extraktionsmetho-
de, um die pflanzenbiirtigen Amplifikations-Inhibitoren zu eliminieren. Sie extrahierten die
DNA aus dem Pflanzenhomogenat (in Wasser oder 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) mit dem
kommerziellen “Gene Releaser* durch kurze Erhitzung mit Mikrowellen. Die so préparier-
te Nukleinséure wurde direkt als Matrize fiir eine PCR-Amplifikation mit Primern verwen-
det. Eine BIO-PCR war nicht notwendig, so dass der Erregernachweis innerhalb von 3 h
durchgefiihrt werden konnte.

In den hier beschriebenen Versuchen wurde auf eine DNA-Extraktion verzichtet. Da ein
“Gene Releaser* nicht zur Verfiigung stand, wurden die Proben nur 10 min auf 100 °C er-
hitzt. Dann wurden die Komponenten des PCR-Ansatzes (Tab. 2) hinzugegeben. Mit dieser

einfachen Methode wurde eine hohe Nachweisempfindlichkeit erreicht (4.3).

4.3  Nachweisempfindlichkeit

Nachweisempfindlichkeit mit Reinkulturen:

In unseren Versuchen wurde fiir die Bestimmung der Nachweisgrenze in vitro zunéchst
eine Bakteriensuspension mit einer definierten Zahl Kolonien bildender Einheiten (cfu/ml)
aus Xcp-Kulturen hergestellt, in 10er Schritten verdiinnt und direkt fiir die PCR verwendet.
Es konnte gezeigt werden, dass eine erfolgreiche Amplifikation der Zielsequenz mittels
PCR moglich war, ohne die DNA aus Suspensionskulturen zu isolieren.

Die Arbeitsgruppe KRAMER konnte mit dem dort entwickelten Primer-Paar, das auch von
uns verwendet wurde, 10° cfu/ml nachweisen (KRAMER, miindliche Mitteilung). Die in
unseren Versuchen ermittelte Nachweisgrenze von Xcp in Reinkulturen lag ebenfalls bei
10° cfu/ml, d. h., im Probenvolumen von 40 pl aus einer Bakteriensuspension von 10°
cfu/ml konnten die Bakterien (absolut nur 40 cfu pro PCR Ansatz) mit schwachem Signal

nachgewiesen werden, ohne die DNA aus den Suspensionskulturen zu isolieren (Abb. 1).

MANULIS et al. (1994) konnten mit ihrem Primer-Paar zwischen 10 - 50 Xcp-Zellen
nachweisen. Im Vergleich mit der DAS-ELISA-Methode, die fiir Xcp eine Nachweisgrenze
von 10°-10* cfu/ml erlaubt (Kapitel III, BERKELMANN et al., 1993), konnen mit der PCR

noch geringere Bakterienmengen von Xcp nachgewiesen werden. Auch nach NAMETH et
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al. (1999) ist PCR die einzige Diagnosemethode, die minimale Bakterienkonzentrationen
von Xcp (latenter Befall) in verdachtigen Pflanzen nachweisen kann. Eine dhnliche Nach-
weisempfindlichkeit ermittelten NABIZADEH-ARDEKANI et al. (1997b) in Reinkulturen
von Pseudomonas syringae pv. tomato mit 10* cfu/ml.

Nach NIEPOLD (1994) lag die Grenze der nachgewiesenen Zellkonzentration von Erwinia
caratovora subsp. atroseptica mit der PCR-Methode bei 10* cfu/ml und war damit niedri-
ger als im ELISA-Test (10° cfu/ml) und ebenso in routinemaBig durchgefiihrten IF-Tests
(ca. 10* cfu/ml) oder bei der Immunofluoreszenz-Kolonienfarbung (VAN VUURDE und
ROOYEN, 1990).

Nachweisempfindlichkeit mit Pflanzenhomogenat:

In unseren Untersuchungen wurde die Sensitivitdit des PCR-Nachweises in Gegenwart von
Pflanzenhomogenaten ermittelt, indem parallel auch ein direkter Nachweis der Bakterien
im Probenmaterial durch Verdiinnungsreihen und Ausplattieren durchgefiihrt wurde. Dazu
wurden Xcp-Zellen in einem Pflanzenhomogenat von gesunden Pelargonienstengeln sus-
pendiert, in 10er-Stufen mit bidest-H,O verdiinnt und mit jeder Verdiinnungsstufe die PCR
durchgefiihrt. Bei Verdiinnungen gelang durch die PCR ein Nachweis herunter bis zu 10*
cfu/ml (Abb. 2). Da das Stengelhomogenat 1:10 oder 1:100 verdiinnt werden musste, um
die Inhibitoren der PCR durch Verdiinnung unwirksam zu machen, kann die Nachweis-
empfindlichkeit der PCR-Tests um ein bis zwei Zehnerpotenzen verschlechtert werden,
wenn die gesuchten Bakterien schon im Homogenat nur in sehr geringen Konzentrationen
vorkommen. In diesen Fillen muss wegen der notwendigen Verdiinnung des

Pflanzenhomogenates ein erheblicher Sensitivititsverlust in Kauf genommen werden.

SULZINSKI et al. (1996) konnten mit dem Primer-Paar XcpM1/XcpM2 630 - 6.300 cfu
Xcp aus erkrankten Geranien detektieren, nach einer Blot-Hybridisierung mit einer patho-
var-spezifischen biotinylierten Sonde konnten sogar noch 63 - 630 cfu nachgewiesen wer-

den.

Nachweisempfindlichkeit mit der BIO-PCR:

BIO-PCR bedeutet eine Vermehrung der Bakterien vor der PCR auf einer Ndhrmedium
(SCHAAD et al., 1995). Unsere Untersuchungen wurden #dhnlich wie bei SCHAAD
durchgefiihrt. Allerdings wurde die Vermehrung der Bakterien nicht auf einem generellen

Néhrmedium, sondern in einer semi-selektiven Néhrlosung (TC-Losung) durchgefiihrt.



Kapitel IV DISKUSSION 185

Diese Methode ermdglicht eine erhdhte Empfindlichkeit wegen der hohen Selektivitdt der
TC-Losung. So wird z. B. das Wachstum der saprophytischen Bakterien ausgeschlossen,
wodurch falsch positive Ergebnissen weitgehend verhindert werden. SCHAAD et al.
(1995) konnten mit der BIO-PCR zwei Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Zellen pro
ml nachweisen.

Um die Inhibitoren der PCR unwirksam zu machen, musste das Homogenat bis 1:100 ver-
diinnt werden. Wenn aber die gesuchten Bakterien bereits im Homogenat in sehr geringen
Konzentrationen vorkommen, kann diese Verdiinnung zu einem Sensitivititsverlust fiihren.
Bei den latent befallenen Pflanzen ohne DNA-Extraktion ist es daher ziemlich schwer, Xcp
nachzuweisen. Deswegen wurde hier das BIO-PCR-Verfahren durchgefiihrt, um die
Nachweisempfindlichkeit zu verbessern. NABIZADEH-ARDEKANI (1999) konnte mit
der BIO-PCR 10* Pseudomonas syringae pv. tomato Zellen pro ml aus Saatgut nachwei-
sen. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen waren 1,2 x 10° cfu/ml (oder 5 x 10' pro
PCR-Ansatz) aus einem latent infizierten Stengel nachweisbar (Abb. 3). Ohne diese Ver-
fahren lag die Nachweisgrenze infizierter Pflanzen bei 10* cfu/ml (Abb. 2).

Wenn eine 24- oder 48-stiindige Zwischenvermehrung in Nutrien Broth eingeschaltet wur-
de, konnte von SULZINSKI et al., (1998) in Pelargonien-Proben gleich nach der Inokula-
tion noch 1 cfu nachgewiesen werden. Durch Anreicherung der Bakterien auf SPA (BIO-
PCR) erhohten auch ZIMMERMANN et al. (2001) die Nachweisempfindlichkeit von
Xanthomonas fragariae. Sie stellen fest, dass durch die PCR ca. 2 x 10* c¢fu/ml Blatthomo-
genat detektiert werden konnten, wihrend BIO-PCR die Nachweisgrenze deutlich verbes-

serte und im Bereich von 2 - 200 cfu/ml lag.

BIO-PCR Homogenat oder Scheibchen-Methode:

Die BIO-PCR ist moglicherweise ein geeignetes Verfahren, um latenten Befall mit Xcp
nachzuweisen. Zwei Punkte sollten beachtet werden. Wenn man vor allem von latent befal-
lenen Pflanzen grof3e Proben (z. B. 4 - 5 cm lange Stengelstiicke) nimmt, muss sehr stark
verdiinnt werden um die Inhibitoren (Pflanzeninhaltstoffe) der PCR durch Verdiinnung
unwirksam zu machen. Sekundire Pflanzeninhaltsstoffe wie Polyphenol (JOHN, 1992;
TSAI und OLSON, 1992) und Polysaccharide (DEMKE & ADAMS, 1992) werden als
mogliche DNA-Polymerase-Inhibitoren angesehen. Ein zweiter Punkt ist die Frage, ob die
Proben zu homogenisieren sind oder die Scheibchen-Methode anzuwenden ist. Unsere Un-
tersuchungen zeigten, dass die Sensitivitit bei der Scheibchen-Methode viel hoher war als

beim Homogenisieren der Proben (Abb. 5b).
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4.4 Kreuzreaktionen

Fiir die Sicherheit eines PCR-Nachweises spielen mogliche Kreuzreaktionen mit anderen
Bakterien eine gro3e Rolle.

MANULIS et al. (1994) stellten fest, dass ihr eingesetztes Primer-Paar dasselbe 1,2-kb
DNA-Fragment von allen gepriiften 53 Xcp-Stimmen amplifizierte, aber nicht von den an-
deren Xanthomonaden. Auch isolierte DNA von saprophytischen, an Geranium vorkom-
menden Bakterien hybridisierte nicht mit dem 1,2 kb DNA-Fragment. SULZINSKI et al.
(1996) berichten, dass bei Verwendung des Primer-Paars XcpM1/XcpM?2 zahlreiche X.
campestris-Pathovarietiten, wie begoniae, campestris, carotae, citri, citrumelo, juglandis,
malvacearum, manihotis, phaseoli, pruni, vesicatoria und vitians, keine Kreuzreaktionen
lieferten. Ebenso wurden mit demselben Primer-Paar weder fiir Corynebacterium fascians
noch fiir Pseudomonas cichorii, die auch als Geranienpathogene vorkommen, Amplifikati-
onsprodukte gefunden.

Auch die mit ERIC- und REP-Primern erhaltenen Fingerabdriicke erlaubten eine Unter-
scheidung der Xanthomonas campestris pv. pelargonii-Stimme von den anderen unter-
suchten Pathovarietiten citrumelo, citri, begoniae, vitians B und C, phaseoli, campestris,
manihotis, juglandis, carotae und pruni (SULZINSKI et al., 1995). Mit dem Primer-Paar
XcpM1/XcpM2 konnten sogar die nahe verwandten Pathovarietiten X. ¢ pv. pelargonii
und X. c. pv. hederae sowie Acidovorax unterschieden werden (SULZINSKI, 2001). Eben-
so wenig wurden die phytopathogenen Bakterien Corynebacterium fascians und Pseudo-
monas cichorii durch diese Primer erfasst (SULZINSKI et al., 1997).

Auch bei dem in dieser Arbeit verwendeten Primer-Paar XCP1/XCP2 wurde die Spezifitit
gegeniiber anderen Bakterienstimmen tiberpriift. Bei X. C. pv. viginicola, X. c. pv. malva-
cearum, E. herbicola, P. fluorescens wurde kein Signal beobachtet, wéihrend leichte Kreuz-
reaktionen nur bei X . C. pv. Zinniae auftraten (Abb. 7). Von den anderen Arbeitsgruppen
wurde eine Kreuzreaktion gegeniiber X. C. pv. zinniae u. W. nicht iiberpriift. Uber das Vor-
kommen dieses Pathogens auf Geranien berichtete FRANKE (1994). Wie hiufig dies der
Fall ist, ist bisher noch unbekannt. Weitere Untersuchungen miissten zeigten, ob die
schwach positive Reaktion mit dem Primer-Paar von KRAMER und evtl. auch mit den
beiden anderen Primer-Paaren in Praxis-nahen Routine-Test zu falsch-positiven Bewertun-

gen fiihren kann.
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45  Vergleich verschiedener Xcp-Stamme

Neben der Empfindlichkeit der PCR und der Spezifitit der Primer wird die Sicherheit der
Nachweissystems besonders von der Breite der erfassbaren Xcp-Stdmme beeinflusst, die
im PCR-Test ein positives Ergebnis ergeben. Um die Eignung der Primer zu tiberpriifen,
wurden in diesen Untersuchungen 16 Xcp-Stamme unterschiedlicher Herkunft untersucht.
Im PCR-Nachweis lieferten alle 16 Stimme ein positives Signal (Abb. 6). Auch MANU-
LIS et al. (1994) konnten mit dem von ihnen entwickelten Primer-Paar bei allen getesteten
53 Xcp-Stammen ein positives Signal feststellen, wéhrend alle anderen gepriiften 46
Xanthomonas-Staimme negativ reagierten. Ebenso berichteten SULZINSKI et al. (1996),
dass das eingesetzte Primer-Paar mit 22 verschiedenen Xcp-Stimmen ein positives Signal

lieferte, aber nicht mit 12 anderen Xanthomonas-Pathovarietiten.

4.6  Vor- und Nachteile der in dieser Arbeit eingesetzten Primer und Extrak-
tionmethode gegentiber den anderen publizierten Verfahren

Ein direkter Vergleich der Primer wurde in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Ein Vergleich
der Literaturdaten ergibt, dass die Primer von MANULIS und SULZINSKI mit einer gro-
Beren Zahl von Bakterien-Stdmmen auf Kreuzreaktionen getestet wurden als in dieser Ar-
beit, obwohl X. C. pv. Zinniae nicht getestet wurde. In Bezug auf dieses Kriterium ergeben
sich somit keine deutlichen Unterschiede zwischen den Primern. Die Nachweisempfind-
lichkeit mit den hier benutzten Primern von KRAMER lag bei Reinkulturen bei 40
cfu/PCR-Ansatz und im Pflanzenextrakt bei 400 cfu/ PCR-Ansatz. Ahnlich detektierten
MANULIS et al. (1994) 10 - 50 cfu/PCR-Ansatz in Reinkulturen und SULZINSKI et al.
(1996) 630 - 6300 cfu/ PCR-Ansatz im Pflanzenhomogenat. Demnach scheint das Primer-
Paar von KRAMER einen etwas empfindlicheren Xcp-Nachweis zu erlauben als dasjenige
von SULZINSKI et al. (1996). Ziemlich sicher scheint zu sein, dass alle 3 Primer-Paare
gegeniiber allen gepriiften Xcp-Stdmme positiv reagierten.

Der Vorteil gegeniiber anderen Autoren besteht darin, dass der Nachweis der Bakterien
hier aus Pflanzengewebe direkt ohne DNA-Extraktion durchgefiihrt werden konnte. Der
Nachteil war, dass Inhibitoren des PCR-Verfahrens, insbesondere der Tag-Polymerase,
nicht ausgeschaltet wurden. Bei den Verfahren von SULZINSKI werden aber diese Inhibi-
toren offenbar auch nicht besser ausgeschaltet. In anderen Arbeiten wurden die Bakterien

in einer generellen Néhrlosung zwischenvermehrt. Dabei besteht die Gefahr, dass das
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Wachstum von Saprophyten und Kontaminanten auch stark gefordert wird, wéhrend in der
hier durchgefiihrten Arbeit die Anreicherung in TC-Losung stattfand. Dies hat den Vorteil,

dass das Wachstum der saprophytischen Bakterien eliminiert werden kann.

4.7  Einsatz der PCR flir Routine-Tests, Vor- und Nachteile gegeniiber anderen
Methoden

Da jetzt ein gutes semiselektives Medium (TC-Medium) fiir die BIO-PCR verfiigbar ist,
konnte die BIO-PCR in Routinetests eingesetzt werden. Durch die Anreicherung der Bak-
terien im TC-Medium wurde die Nachweisempfindlichkeit erheblich erhoht. Im Gegensatz
zum ELISA besitzt die BIO-PCR eine sehr gute Reproduzierbarkeit. Der Nachteil besteht
darin, dass mit der BIO-PCR grof3e Probenmengen, wie beim ELISA, nicht bearbeitet wer-
den konnen und die Kontaminationsgefahr in der PCR viel hoher ist als beim ELISA. Ein
Vorteil der BIO-PCR besteht darin, dass ohne DNA-Extraktion Xcp in planta nachgewesen
werden kann, wihrend Frau KRAMER (Aschersleben) fiir dieselben Primer-Paare DNA
extrahieren musste, obwohl hier auch eine Zwischenvermehrung stattfand.

Sowohl ELISA als auch BIO-PCR sind nicht so empfindlich wie das Ausplattieren auf
dem von uns hergestellten semiselektiven Medium. Das semiselektive Medium besitzt eine

sehr hohe Selektivitit, eine schnelle Durchfiihrbarkeit und ist sehr kostengiinstig.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

1. Das Ziel der Arbeit war der empfindliche Nachweis von Xanthomonas campestris pv.
pelargonii (Xcp) durch Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Zu diesem Zweck
wurden die von KRAMER (1998) beschriebenen Primer XCP1 und XCP2 eingesetzt.

2. Der PCR-Nachweis nach DNA-Extraktion aus Reinkulturen war wenig sensitiv (10’
cfu/ml), und bei Anwendung der Methode fiir infizierte Pflanzen wurde iiberhaupt kein

positives Signal gefunden.

3. Dagegen betrug die Nachweisgrenze von direkt im Ansatz lysierten Xcp-Reinkulturen
10° cfu/ml.

4. Fiir den in planta-Nachweis von Xcp wurde mit Homogenaten aus gesunden Pelargo-
nienstengeln unter Zugabe von Xcp-Suspensionen definierter Konzentrationen gearbeitet.
Dabei ergab sich, dass die Amplifikation der diagnostischen Bande erst nach einer 1:10-
fachen Verdiinnung der Probe mdglich war, um die Wirkung pflanzlicher Inhibitoren auf
die Tag-Polymerase (von Fa. BIOMETRA) auszuschalten. Die Nachweisgrenze lag bei
10" cfu/g Frischgewicht. Bei Verwendung der Taq-Polymerase von der Fa. Qiagen musste
das Pflanzenextrakt 1:100 verdiinnt werden, und die Nachweisgrenze lag bei 10° cfu/g

Frischgewicht.

5. Mit der BIO-PCR, d. h. 24-stiindiger Zwischenvermehrung der Bakterien in TC-
Losung, ergab sich im Gemisch mit Pflanzenhomogenat eine Nachweisempfindlichkeit

von 50 cfu, entsprechend 1,2 x 10° cfu/ml.

6. In symptomlosen, latent befallenen Pelargonienpflanzen, die vor 4 Jahren inokuliert

worden waren, konnten die Bakterien durch die BIO-PCR nachgewiesen werden.

7. Wenn zum Bakteriennachweis in planta die Pelargonienstengel entweder homogenisiert
oder in Scheibchen zerschnitten wurden, mussten die Proben aus dem Homogenat starker

verdiinnt werden, um die Wirkung pflanzlicher Hemmstoffe auszuschalten. Mit der
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Scheibchen-M ethode konnten deswegen geringe Bakterienkonzentrationen leichter nach-

gewiesen werden.

8. Der PCR-Nachweis wurde mit Reinkulturen von 16 virulenten Xcp-Stammen unter-

schiedlicher Herkunft iiberpriift. Dabei lieferten alle Stimme positive Signale.

9. Kreuzreaktionen traten nur schwach gegen X. campestris pv. znniae auf, aber nicht
gegen X. campestris pv. viginicola, X. campestris pv. malvacearum, Erwinia herbicola,
Pseudomonas syringae pv. syringae und Pseudomonas fluorescens.

10. Die PCR-Methode konnte in Routinetests auf Grund der sehr hohen Nachweisemp-
findlichkeit, schnellen Testdurchfithrung und guten Reproduzierbarkeit (im Gegensatz zum

ELISA) eingesetzt werden.
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Kapitel V

ZUSAMMENFASSUNG

1) Zum schnellen und sicheren Nachweis von Xanthomonas campestris pv. pelargonii

(= Xcp) in Pflanzen wurden 2 neue semiselektive Nahr medien entwickelt:

Das Tween-Cellobiose-(TC)-Medium mit den Antibiotika Cephalexin, 5-Fluorouracil,
Tobramycin und Cycloheximid schloss die gepriiften unerwiinschten Begleitbakterien voll-
sténdig aus, wahrend das MD5A-Medium mit Cephalexin, Bacitracin und Aztreonam ein
gewisses Wachstum anderer Bakterien erlaubte, aber ohne das karzinogene 5-Fluorouracil

auskam.

2) Fur die Untersuchung der Latenz in einem Langzeitversuch von 68 M onaten wurden
die Pelargonien-Sorten ,Rosario* und , 1sabell“ am Stengel mit 10 ul einer Bakteriensus-
pension von 3 verschiedenen Konzentrationen (10°, 10* und 10° cfu/ml) inokuliert und die
Pflanzen je zur Hélfte bei 15 °C und bei 25 °C aufgestellt. Bei 25 °C erkrankten die Pflan-
zen zunachst innerhalb von 6 Monaten viel schneller als bel 15 °C. Bei 15 °C erfolgte
die Erkrankung zwar langsamer, aber kontinuierlicher, so dass am Ende des Versuches
(nach 68 Monaten) von den bel 15 °C gehaltenen Pflanzen deutlich mehr erkrankt wa-
ren. D. h., die niedrige Temperatur von 15 °C forderte die Latenz. Bel den warmer gehalte-
nen Pflanzen starben die inokulierten Bakterien in denjenigen Pflanzen, in denen sie nicht
innerhalb von 11 Monaten eine Erkrankung ausgel 6st hatten, ganz ab.

Im Versuchszeitraum ergab sich eine maximale L atenzperiode von 57 Monaten, d. h., in
einer Pflanze konnten die Bakterien, ohne Krankheitssymptome auszuldsen, fast 5 Jahre
unerkannt Uberleben. In latent befallenen Stengeln kamen 10% - 10° cfu/g Frischgewicht
vor. Erst ab 10° cfu/g erschienen die typischen Krankheitssymptome. Durch intensive
Dungung wurde das Durchbrechen der Latenzperiode geférdert. Hohe Bakterienkonzentra-
tionen wurden besonders in den Stengelnodien, aber auch in den Bliten und Wurzeln
gefunden.

Auch bel Latenz konnten die Bakterien systemisch in der Pflanze verbreitet sein und dann

unerkannt durch Stecklinge Ubertragen werden.

3) Versuche zur Ubertragung zeigten, dass die Bakterien auf den Bléattern bis zu 2,5 Mo-
nate epiphytisch Uberleben konnten, bis sie die Pflanze systemisch besiedelten.
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Das Begiellen der Topferde mit Bakteriensuspension fuhrte zur Erkrankung mit hohen
Bakterienkonzentrationen in den Wur zeln.

Auch im Sickerwasser aus infizierten Pflanzen wurden die Bakterien in Konzentrationen
bis zu 10* cfu/ml nachgewiesen.

Drei mit Pelargonien verwandte Pflanzenarten (Erodium cicutorium, Geranium dissec-
tum, Geranium pusillum) waren anféllig fir Xcp und zeigten 12 Tage nach Inokulation ty-
pische Krankheitssymptome und hohe Bakterienkonzentrationen (>10° cfu/g) im Stengel.

Bei Geranium pusillum wurden die Bakterien auch im Samen nachgewiesen.

4) Fur einen schnellen Nachweis der Bakterien im Routineverfahren durch den ELISA
wurden 5 verschiedene Seren verglichen. Die hochste Nachweisempfindlichkeit zeigte ein
polyklonales Antiserum vom PO (Niederlande). Kreuzreaktionen mit anderen phyto-
pathogenen oder saprophytischen Bakterien wurden nicht festgestellt. Noch bei einer Se-
rum-Verdiinnung von 1:1000 wurden 5 verschiedene Xcp-Stdmme herab bis zu 10° cfu/ml
sicher nachgewiesen, auch bei Mischung mit Pflanzenextrak.

Auch in teilweise verholzten Pelargonienstengeln, die seit 4 Jahren latent mit Xcp infiziert
waren, konnten die Bakterien nachgewiesen werden. Nach Inkubation des Pflanzenextrak-
tes fur 24 h in TC-Losung (Zwischenvermehrung der gesuchten Bakterien) konnte noch

eine urspriingliche Konzentration von 10%cfu/ml in der Pflanze nachgewiesen werden.

5) Durch Einsatz der Polymerase-K ettenreaktion (PCR) mit einem von KRAMER (1998)
entwickelten Primer-Paar wurde eine Nachweisgrenze im Pflanzenextrakt von 10° - 10°
cfu/g Frischgewicht erreicht.

Mit der BIO-PCR, d. h. nach 24-stiindiger Zwischenvermehrung in TC-L6sung, konnte die
Nachweisempfindlichkeit auf 1,2 x 10° cfu/ml ( = 50 cfu pro PCR-Ansatz) gesenkt werden,
so dass die Bakterien noch in seit 4 Jahren latent befallenen, symptomlosen Pflanzen
detektiert werden konnten.

Es wurde eine schwache Kreuzreaktion gegentiber X. c. pv. zinniae festgestellt.

Auch die PCR konnte nach diesen Ergebnissen in Routinetests zum Nachwels von Xcp
eingesetzt werden. Im Vergleich mit den beiden indirekten Nachweismethoden (ELISA
und PCR) sollte jedoch der direkte mikrobiologische Nachweis mit einem semiselektiven

Nahrmedium nicht ausgeschlossen werden, da er schnell, sicher und kostenglnstig ist.
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