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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Rhizosphire - ein bedeutender Lebensraum mit intensiver

mikrobieller Diversitat und Aktivitit

Fiir das Leben und Wachsen aller heterotrophen Organismen spielen Pflanzen eine
entscheidende Rolle, da sie wahrend der Photosynthese Kohlendioxid und Wasser unter
Ausnutzung der Strahlungsenergie der Sonne in komplexe organische Verbindungen
umwandeln. Nach heutigen Schatzungen sind etwa 500.000 Pflanzenarten beschrieben
(Sitte et al., 2002). Pflanzen sind tiber ihre Wurzeln fest im Boden verankert und werden
zudem durch diese mit Wasser und darin geldsten anorganischen Mineralstoffen aus dem
Boden versorgt. Der Boden besitzt eine zentrale Bedeutung fiir die Funktion terrestrischer
Okosysteme. Dort laufen die wesentlichen Prozesse der Stoffkreisldufe ab. Eine
bedeutende Stellung innerhalb dieser Stoffkreislaufe nehmen Bodenmikroorganismen ein.
Dabei variieren die Zusammensetzung und die Quantitit der Mikroflora im
Wurzelbereich im Vergleich zum wurzelfreien Boden. Pflanzenwurzeln stellen eine
einzigartige okologische Nische dar, die als Rhizosphire bezeichnet wird und sich durch
eine hohe mikrobielle Besiedlungsdichte auszeichnet. Die Rhizosphére ist der zentrale
Ort, an dem die Pflanze, der Boden und Bodenmikroorganismen miteinander
interagieren.

Der Pionier der Bodenbakteriologie und Rhizosphdrenforschung, Lorenz Hiltner,
definierte den Begriff der Rhizosphare erstmals in einem Vortrag auf einer Tagung der
Deutschen Landwirtschaftlichen Gesellschaft in Eisenach / Thiiringen im Jahre 1904 mit
dem Titel ,Uber neuere Erfahrungen und Probleme auf dem Gebiete der
Bodenbakteriologie unter besonderer Beriicksichtigung der Griindiingung und Brache”
(Hiltner, 1904). Darin hob er die Wechselwirkung zwischen der Pflanze und den
Bakterien der Rhizosphare hervor und berichtete, dass Ausscheidungen unterschiedlicher

Pflanzenwurzeln verschiedene Bakteriengemeinschaften fordern. Gleichzeitig wird die
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Einleitung

Erndhrung der Pflanze von der bakteriellen Zusammensetzung der Rhizosphare
wesentlich bestimmt. Dariiber hinaus schlussfolgerte er, dass auch die Widerstands-
fahigkeit der Pflanze gegeniiber Erkrankungen von ihrer Wurzelflora abhangt (Hartmann
et al., 2008a).

Nach Hiltner umfasst die Rhizosphdre die Pflanzenwurzel und den unmittelbar
umgebenden Boden, der durch die lebende Wurzel physikalisch, chemisch und biologisch
beeinflusst wird. Heute wird die Rhizosphédre zusatzlich in Endo- und Ektorhizosphére
untergliedert (Belandreau & Knowles, 1978), wobei die Endorhizosphdre den
Wurzelkortex, die Rhizodermis mit Wurzelhaaren und die aufliegende Mucusschicht
einschliefst und die Ektorhizosphédre der Teil des Bodens ist, der die Wurzel direkt
umgibt. Die Oberflache der Wurzel mit ihrer Mucusschicht wird auch als Rhizoplane
bezeichnet.

Im Gegensatz zu vielen terrestrischen Habitaten zeichnet sich die Rhizosphdre durch
einen hohen Nahrstoffgehalt aus, da die Pflanze tiber die Wurzel eine Vielzahl
organischer Verbindungen in die Rhizosphédre abgibt. Diese Substanzen konnen in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden (Brimecombe et al., 2007). Dabei wird zwischen
wasserloslichen Wurzelexsudaten, wie verschiedenen Zuckern, Aminosduren,
organischen Sauren, Hormonen sowie Vitaminen und wasserunldslichem Wurzel-
material, wie Epidermis- und Wurzelhaarzellen, unterschieden. Die Exsudation ist von
verschiedenen Faktoren abhdngig, wozu beispielsweise die Pflanzenart, der Erndhrungs-
und Entwicklungszustand der Pflanze, das Pflanzenwachstum, aber auch die Boden-
beschaffenheit, Temperatur, der pH-Wert, der Wassergehalt, der Einsatz von Diinger,
Herbiziden und Pestiziden gezdhlt werden (Brimecombe et al., 2007). Wurzelexsudate
bieten eine &dufierst wichtige Kohlenstoff- und Energiequelle fiir Mikroorganismen.
Aufgrund des reichhaltigen Nahrstoffangebots im Wurzelbereich kommt es zu einer
starken mikrobiellen Abundanz und Aktivitat, was als Rhizosphéreneffekt bezeichnet
wird (Whipps, 1990).

Mikroorganismen, die in der Rhizosphdre leben, erfiillen wichtige o0kologische
Funktionen. So sind sie zum Beispiel mafsgeblich an den Nahrstoffzyklen beteiligt und

tiben einen Einfluss auf das pflanzliche Wachstum und die Pflanzengesundheit aus. In
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der Rhizosphére finden vielfaltige Interaktionen sowohl zwischen den Mikroorganismen

als auch mit der Pflanze, mit phytopathogenen Organismen und Frafifeinden statt.

1.2 Mikroorganismen-Pflanzen-Interaktionen in der Rhizosphire

Die Wechselwirkungen zwischen wurzelbesiedelnden Mikroorganismen und der Pflanze
sind sehr mannigfaltig und komplex (Bloemberg & Lugtenberg, 2001). Sie konnen eine
niitzliche, neutrale oder auch eine pathogene Wirkung auf die Pflanze zur Folge haben,
was von den jeweiligen kolonisierenden Mikroorganismen, der betreffenden Pflanze und
den vorherrschenden Umweltbedingungen abhédngt (Whipps, 2001; Brimecombe et al.,
2007).

Bakterielle Interaktionen, welche das Pflanzenwachstum fordern, konnen hauptsachlich
in drei Gruppen eingeteilt werden. Zunachst gibt es eine Reihe von Rhizospharen-
bakterien, die das Nahrstoffangebot fiir die Pflanze verbessern. Dazu gehoren
beispielsweise die in Symbiose mit Leguminosen vorkommenden stickstofffixierenden
Rhizobium-, Sinorhizobium-, Mesorhizobium-, Bradyrhizobium-, Ensifer-, Azorhizobium- und
Allorhizobium-Arten oder die mit Wurzeln assoziiert frei lebenden diazotrophen Bakterien
der Gattungen Azospirillum (Hartmann, 1988; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000),
Herbaspirillum (Olivares et al., 1996), Gluconacetobacter (James et al., 1994) und Azoarcus
(Reinhold-Hurek et al., 1993).

Weitere Rhizosphdrenbakterien konnen das Pflanzenwachstum indirekt stimulieren,
indem sie die Aktivitdt von bodenbiirtigen phytopathogenen Organismen hemmen bzw.
kontrollieren. Diese zur so genannten Biokontrolle befdhigten Organismen sind in der
Lage, Krankheitserreger infolge von Konkurrenz um vorhandene Naihrstoffe und
Lebensraum zu verdrdngen, antifungisch sowie antimikrobiell wirksame Substanzen zu
produzieren, die systemische Resistenz in der Pflanze zu erhchen und folglich
pflanzeneigene Abwehrmechanismen zur Unterdriickung von phytopathogenen Mikro-
organismen zu aktivieren (Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Lugtenberg & Leveau, 2007).
Vertreter der Gattungen Pseudomonas (Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Haas & Defago,

2005) und auch Bacillus (Emmert & Handelsman, 1999) spielen eine wesentliche Rolle im
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Rahmen der Biokontrolle besonders auch im Hinblick auf die praktische Anwendung zur
Gesunderhaltung von Nutzpflanzen.

Uber die Bildung von Phytohormonen steigern Rhizosphirenorganismen auf direktem
Wege die pflanzliche Produktivitdt. So werden zum Beispiel Cytokinine, Gibberelline und
vor allem Indol-3-Essigsdaure von Azospirillum brasilense produziert (Reynders & Vlassak,
1979; Tien et al., 1979; Hartmann et al., 1983), wodurch die Morphologie der Wurzel
verandert und die Wurzeloberfliche vergroflert wird, was schliefSlich zu einer
verbesserten Nahrstoff- und Wasseraufnahme (Okon & Kapulnik, 1986) und im Ergebnis
zu Ertragssteigerungen fiithrt (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Dobbelaere et al., 2001).
Alle diese wurzelbesiedelnden Bakterien, die sich forderlich auf das Pflanzenwachstum
und den Ertrag auswirken, werden auch ,Plant Growth Promoting Rhizobacteria”
(PGPR) genannt (Kloepper et al., 1989). Sie finden im Bereich der Biodiingung,
Biokontrolle und Phytostimulierung Anwendung (Bloemberg & Lugtenberg, 2001).

1.3 Mikrobielle Kolonisierung der Rhizosphare

Kolonisierende Mikroorganismen konnen in direkter Verbindung mit der Wurzel, als
freie Organismen in der Rhizosphire oder als Endophyten vorkommen (Lugtenberg et al.,
2001). Die endophytische Besiedlung ist vor allem bedeutsam, da Nahrstoffe effizienter
ohne Vorhandensein vieler konkurrierender Rhizosphdrenorganismen genutzt werden
konnen (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Schulz et al., 2006). Immer wieder wird
die Bedeutung und Notwendigkeit einer erfolgreichen, effizienten Besiedlung der Wurzel
gerade fiir die praktische Verwendung von PGPR in der Landwirtschaft aufgezeigt
(Benizri et al., 2001; Bloemberg & Lugtenberg, 2001). So konnten zum Beispiel Chin-A-
Woeng et al. (2000) in einer Studie mit Kolonisierungsmutanten von Pseudomonas
chlororaphis PCL1391 beweisen, dass die erfolgreiche Kolonisierung essentiell fiir die
Biokontrollfahigkeit ist.

Die Kolonisierung des Wurzelraumes umfasst mehrere Phasen. Dazu gehoren die
Bewegung der Mikroorganismen zur Wurzeloberflache, das Anheften an die Wurzel oder

das Eindringen ins Wurzelinnere bei Endophyten und Pathogenen und schliefilich die
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Vermehrung der besiedelnden Organismen sowie die Ausbildung der Interaktionen mit
der Pflanze (Brimecombe et al., 2007). Wurzelassoziierte Bakterien entwickelten eine
Vielzahl von Eigenschaften und besitzen spezifische Gene, deren Expression ihnen diese
Schritte ermoglichen. In diesem Zusammenhang werden unter anderem Motilitdt, das
Vorhandensein von Flagellen und Pili, Chemotaxis in Richtung der Wurzelexsudate, die
Produktion von spezifischen Zelloberflachenbestandteilen (Exo- wund Lipopoly-
saccharide), die Fahigkeit zur Selbstsynthese von Vitaminen und Aminosduren,
Proteinsekretionen, die Bildung von Siderophoren, die Antibiotika-Produktion und das
Phanomen , Quorum Sensing” genannt (Lugtenberg et al., 2001; Hartmann et al., 2008b).

Bei Besiedlungsstudien werden Bakterien in der Rhizosphdre oft in Mikrokolonien
angeordnet gefunden (Schloter et al., 1997; Bloemberg et al., 2000; Cassidy et al., 2000;
Ramos et al., 2000). Die Bildung von Mikrokolonien ist besonders fiir das Quorum Sensing
interessant. Darunter versteht man die Fahigkeit von Bakterien mit Hilfe kleiner
Signalmolekiile zelldichteabhdngig zu kommunizieren, Genexpressionen zu regulieren
und schlieSlich ihre Aktivitaten, wie zum Beispiel die Biofilmbildung oder die Produktion
von Antibiotika, zu koordinieren (Gantner et al., 2006). Gram-negative Bakterien
verwenden unter anderem Signalmolekiile des N-Acyl-Homoserin-Lacton-Typs (AHL).
Schuhegger et al. (2006) fanden heraus, dass die AHL-Produktion in der Rhizosphére der
Tomate zur Erhohung der systemischen Resistenz in der Pflanze fithren kann und diese
Molekiile somit eine Rolle hinsichtlich der Biokontrollaktivitdt von Rhizospharen-

bakterien spielen.
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1.4 Fluoreszierende Pseudomonaden als potente, konkurrenz-

fahige und bedeutungsvolle Rhizospharenbakterien

Bakterien der Gattung Pseudomonas wurden in der Vergangenheit besonders intensiv
hinsichtlich Wurzelbesiedlung und PGPR-Effekt untersucht (Lugtenberg et al., 2001).
Dabei erwiesen sich eine Reihe von Pseudomonaden als sehr wirksame Rhizosphéren-
bakterien. Vertreter dieser Gattung sind stabchenférmige, Gram-negative Bakterien, die
phylogenetisch der Hauptentwicklungslinie der y-Proteobacteria zugeordnet werden. Sie
zeichnen sich durch eine enorme metabolische Vielseitigkeit, die iiberwiegend aerobe
Lebensweise und die Motilitait aufgrund vorhandener polarer Flagellen aus.
Fluoreszierende Pseudomonaden produzieren ein extrazelluldr diffusionsfahiges,
fluoreszierendes Pigment, bekannt als Pyoverdin oder auch Pseudobactin, welches eine
hohe Affinitat gegeniiber Eisen-(III)-Ionen besitzt und so als Siderophor fungiert. Zu
dieser grofien und diversen Gruppe gehoren unter anderem die Arten Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas putida.

Wéhrend der Wurzelbesiedlung produzieren fluoreszierende Pseudomonaden eine
Vielzahl entwicklungshemmender Verbindungen und Metabolite, wobei Siderophore und
Sekundéarmetabolite mit antifungischer und antimikrobieller Wirkung die Hauptrolle bei
der Unterdriickung bodenbiirtiger Krankheitserreger spielen (Dowling & O’Gara, 199%4;
Thomashow, 1996, Haas & Defago, 2005). Aus diesem Grund waren diese niitzlichen
Rhizosphdrenbakterien in den letzten Jahrzehnten von besonders grofiem
wissenschaftlichem Interesse und sind heute bedeutungsvoll fiir die Applikation im

Rahmen des biologischen Pflanzenschutzes in der Landwirtschaft.
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Im Hinblick auf die Biokontrollaktivitdt nennen Haas & Defago (2005) die Antibiose, die
Induktion systemischer Resistenz und die Ausbildung spezifischer Pathogen-Antagonist-

Interaktionen als die drei hauptsachlichen Wirkungsweisen fluoreszierender

Pseudomonaden (Abbildung 1.1).

Exsudate

~ Elicitoren
der ISR

Infektion

— =
Fathogen

Antibiose,

spezifische Antagonismen

Abb. 1.1: Interaktionen zwischen Biokontroll-,Plant Growth Promoting Rhizobacteria”
(PGPR), Pathogenen, der Pflanze und dem Boden.
ISR: induzierte systemische Resistenz
(Haas & Defago, 2005)

Siderophore werden von vielen Mikroorganismen unter Eisenmangelbedingungen
gebildet (Neilands, 1995). Pseudomonaden produzieren eine Reihe von Eisen-Chelatoren,
zu denen Salicylsdaure, Pyochelin und fluoreszierende Pseudobactine sowie Pyoverdine
gehoren (Dowling & O’Gara, 1994). Fluoreszierende Siderophore, einzigartig bei
Pseudomonas, wurden urspriinglich aus dem Boden isoliert (Powell et al., 1980). Es wird
angenommen, dass Siderophore den in der Rhizosphdre vorkommenden phytopatho-

genen Mikroorganismen FEisen entziehen (Schroth & Hancock, 1982).
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Die meisten zur Biokontrolle befdhigten Stamme unter den fluoreszierenden
Pseudomonaden produzieren eine oder auch mehrere antibiotisch wirksame
Verbindungen, welche hauptsachlich in sechs verschiedene Klassen eingeteilt werden:

Phenazine, Phloroglucinole, Pyoluteorin, Pyrrolnitrin, zyklische Lipopeptide und Hydro-
gencyanid (Haas & Defago, 2005).
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Abb. 1.2: Von fluoreszierenden Pseudomonaden produzierte, fiir die Biokontrollaktivitét
relevante, antibiotisch wirksame Verbindungen.
Phenazine, Phloroglucinole, Pyoluteorin, Pyrrolnitrin und zyklische Lipo-

peptide sind diffusionsfahig, Hydrogencyanid ist eine fliichtige Verbindung.
(Haas & Defago, 2005)

Mit Hilfe dieser Antibiotika konnen beispielsweise phytopathogene Pilze, wie
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Erreger der Schwarzbeinigkeit im Getreide, Mais
und zahlreichen Gréaserarten), Fusarium oxysporum (Fusarium-Welke im Getreide),
Rhizoctonia solani (Wurzeltoterkrankheit bei Kartoffeln, spate Riibenfdule bei der

Zuckerriibe) und Pythium ultimum (verschiedene Symptome bei mehreren Nutzpflanzen),

unterdriickt werden.
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Neben der Biokontrollaktivitit konnen fluoreszierende Pseudomonaden auch
Phytohormone, wie Salicylsaure und Indol-3-Essigsdure, produzieren. Nach Raskin (1992)
wird Salicylsaure als Pflanzenhormon angesehen und ist an der Induktion der systemisch
erworbenen Resistenz (,systemic acquired resistance”, SAR) bei Pflanzen beteiligt
(Dowling & O’Gara, 1994). Indol-3-Essigsaure wird von vielen Staimmen, die
Biokontrolleigenschaften zeigen, produziert, wobei dieses Hormon die Wurzel-

entwicklung und schliefllich das Pflanzenwachstum stimuliert.

1.5 Biologischer Pflanzenschutz mit Hilfe von ,Plant Growth

Promoting Rhizobacteria” (PGPR) in der Landwirtschaft

Pflanzen sind in ihrer natiirlichen Umwelt einer Vielzahl abiotischer und biotischer
Einflussfaktoren ausgesetzt, wozu sowohl Temperatur, Licht, Feuchtigkeit,
landwirtschaftliche Bearbeitung, Schadstoffe aus Industrie und Haushalt als auch
Bakterien, Pilze, Viren, Protozoen, Nematoden, Insekten, Tiere und der Mensch gehoren.
Kulturpflanzen miissen jedoch vor schadigenden Einwirkungen geschiitzt werden, um
die zentralen Ziele der heutigen Landwirtschaft, Realisierung stabiler und hoher Ertrage,
Vermeidung von Leistungsminderungen und Sicherung der Nahrungsmittelqualitdt, zu
erreichen. In keinem Anbaugebiet konnten die heute erwarteten Ertrdge ohne
Pflanzenschutzmafinahmen gewahrleistet werden. Lange Zeit wurden ausschliefSlich
physikalische und chemische Verfahren zur Bekdampfung von Pflanzenkrankheiten
angewendet. Besonders bei der Bewertung des chemischen Pflanzenschutzes riickten aber
immer mehr die Okotoxikologischen Risiken in den Vordergrund und das
Umweltbewusstsein in der Bevdlkerung stieg. Dies fiihrte zu neuen Wegen im
Pflanzenschutz, wobei schliefllich biologische Mafinahmen wesentliche Beriicksichtigung
fanden. Hier erlangte der Einsatz von PGPR eine wichtige Bedeutung, da diese
Rhizospharenbakterien einen starken Einfluss auf die Gesunderhaltung von

Nutzpflanzen ausiiben konnen (Lugtenberg et al., 2001).
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Die ersten Inokulationen mit niitzlichen Bakterien liegen bereits mehr als 100 Jahre
zuriick. So wussten Landwirte aufgrund ihrer Erfahrungen zum Beispiel, dass wenn sie
Boden, in dem zuvor Leguminosen wuchsen, mit anderem Boden mischten, sich die
Ertrage beim darauf folgenden Anbau oftmals erhohten (Bashan, 1998). Zum Ende des
19. Jahrhunderts beschéftigten sich Friedrich Nobbe und Lorenz Hiltner mit der
symbiontischen Interaktion von Leguminosen mit Knollchenbakterien und entwickelten
das erste Bakterienpraparat mit dem Namen ,Nitragin” fiir die Inokulation von Pflanzen
(Hartmann ef al., 2008a).

Eine intensive Suche nach pflanzenwachstumsférdernden Bakterien und nutzbaren
mikrobiellen Antagonisten von phytopathogenen Mikroorganismen erfolgte seit Mitte der
sechziger Jahre des 20. Jahrhunderts. Dabei zdhlen die Untersuchungen mit Azospirillum
(Baldani et al., 1986; Okon & Kapulnik, 1986) und mit Pseudomonas fluorescens oder
Pseudomonas putida (Schroth & Hancock, 1982; Voisard et al., 1989) als Meilensteine. Bereits
1983 wurde der von Broadbent et al. (1971) isolierte Bacillus subtilis-Stamm A13 als
kommerzielles Produkt unter dem Namen ,Quantum-4000” zugelassen. Inzwischen gibt
es weltweit mehrere kommerziell erhiltliche biologische Pflanzenschutzmittel, die zum
Beispiel Bacillus subtilis-Stamme (,, Kodiak”, ,Subtilex” oder ,Serenade”), Bacillus pumilus
(,,YieldShield”), Bacillus licheniformis (,EcoGuard”), Azospirillum lipoferum (,Azogreen”)
und Pseudomonas fluorescens-, Pseudomonas putida- sowie Pseudomonas chlororaphis-Stamme
(,Cerall”, ,Cedomon”) enthalten. Seit 1997 erfolgt die Prdparation von Pflanzen-
starkungsmitteln auf mikrobieller Basis auch in Deutschland. Hier werden beispielsweise
,FZB24" (Bacillus amyloliquefaciens) und , Proradix” (Pseudomonas fluorescens) fiir den

Einsatz in der Landwirtschaft angeboten.

1.6  Proradix® als biologisches Pflanzenstiarkungsmittel

Pflanzenstarkungsmittel sind gemafs § 2 Nr. 10 des deutschen Pflanzenschutzgesetzes
(Gesetz zum Schutz der Kulturpflanzen) Produkte, die ausschliefSlich dazu bestimmt sind,

die Widerstandsfahigkeit von Pflanzen gegen Schadorganismen zu erhdhen sowie
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Pflanzen vor nichtparasitiren Beeintrachtigungen zu schiitzen. Proradix® ist eines der
zugelassenen Pflanzenstarkungsmittel und enthdlt einen natiirlich vorkommenden
Pseudomonas  fluorescens-Stamm als biologisch aktive Komponente. Laut Hersteller
(Sourcon-Padena GmbH & Co. KG) besiedelt dieser Pseudomonas fluorescens-Stamm nach
Aussaat des behandelten Saatgutes die Oberflache der Pflanzenwurzeln und vermehrt
sich dort. Die Wirkung soll sich iiber die Aktivierung pflanzeneigener Abwehrmecha-
nismen, liber wachstumsfordernde Effekte aufgrund vermehrter Wurzelbildung und
Konkurrenz um Nahrstoffe und Lebensraum entfalten. Proradix® soll die Pflanze vor
qualititsminderndem Befall durch bodenbiirtige Schadpilze, wie Pythium sp. und
Rhizoctonia solani, schiitzen. Der Hersteller empfiehlt die Anwendung von Proradix® als
Saatgutbeizung (Vakuuminfiltration), Tauchbehandlung, GieSbehandlung oder im
Spriihverfahren fiir Kartoffeln, Gemiise (Mohrriibe, Feldsalat, Rettich, Spargel, Sellerie),
Griindiingungssaaten, Sportrasen, Zierpflanzen (Blumenkulturen), Baumschulen, Tabak
sowie Gewlirz- und Arzneipflanzen.

Details zur Besiedlung und Wirkungsweise des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stammes sind grofitenteils nicht bekannt. Insbesondere die pflanzenwachstumsfordernde

Wirkung auf Gerste ist nicht untersucht.

1.7 Methoden der mikrobiellen Okologie

Um einen moglichst umfassenden Einblick in die Abundanz, die Dynamik, die Aktivitat
und die Diversitdt mikrobieller Gemeinschaften in ihren natiirlichen Habitaten zu
erhalten, werden in der mikrobiellen Okologie klassische Kultivierungstechniken und
kultivierungsunabhingige Methoden miteinander kombiniert (Liesack et al., 1997; van
Veen et al., 2007). Die tiblichen Kultivierungsansatze beruhen auf der Anreicherung von
Mikroorganismen unter Verwendung spezieller Nahrmedien sowie der Isolierung von
Reinkulturen. Dazu gehoren beispielsweise die von Garland & Mills (1991) entwickelte
Methode zur Charakterisierung heterotropher mikrobieller Populationen auf Grundlage

der Verwertbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen mit Hilfe des BIOLOG-Systems
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(BIOLOG, Inc., Hayward, CA, USA) oder die Quantifizierung der Koloniebildung auf
Agarplatten, wobei zwischen so genannten r- und K-Strategen (schnell wachsende
Opportunisten und langsam wachsende Spezialisten) unterschieden wird (De Leij et al.,
1993).

Die Simulation der natiirlichen Lebensbedingungen der Organismen im Labor und auch
die Auswahl der relevanten Proben sind jedoch mit Schwierigkeiten verbunden und so
wachsen meist weniger als 1% der mikroskopisch detektierbaren Zellen unter
Laborbedingungen an (Amann et al., 1995). Durch Optimierung von Kulturbedingungen
konnen jedoch stets neue bakterielle Arten und Gattungen isoliert werden (Koch et al.,
2008a; Zul et al., 2008). Dennoch ist die Diversitiat bakterieller Gemeinschaften in
natiirlichen Systemen grofstenteils noch nicht bekannt.

In den letzten zwei Jahrzehnten brachte aber die Entwicklung molekularbiologischer
Techniken revolutionierende Fortschritte in der Mikrobendkologie und ermdglichte die
Analyse mikrobieller Gemeinschaften unabhingig von deren Kultivierung (Olsen et al.,
1986). Dabei kommt den ribosomalen RNS Genen der Bakterien (16S-rRNS und 23S-rRNS)
als universelle molekulare Marker fiir phylogenetische Studien eine wesentliche
Bedeutung zu (Olsen et al., 1986). So ermoglicht die Entwicklung von 16S-rRNS
gerichteten, fluoreszenzmarkierten, phylogenetischen Oligonukleotidsonden und die
Durchfiithrung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) in Kombination mit der
konfokalen Laserscanning-Mikroskopie die Identifizierung von Bakterien direkt in ihrem
natiirlichen Habitat (Amann et al., 1995; Wagner et al., 2003). Dartiiber hinaus erweist sich
die Markierung von Organismen mit Reportergenen, wie griin oder rot fluoreszierende
Proteine (GFP, RFP), als alternative, sehr effiziente Methode der in situ Detektion. Mit
Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), verschiedener Klonierungs- und moderner
Sequenzierungstechniken konnen hoch komplexe Gemeinschaften untersucht werden.
Um Aussagen zur Abundanz und zur Diversitit spezifischer mikrobieller Gruppen in
einem Habitat treffen zu konnen, werden so genannte ,Fingerprinting-Methoden”, wie
die Terminale-Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (T-RFLP)-Analyse, die
Denaturierende-Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) oder die Temperatur-Gradienten-

Gelelektrophorese (TGGE), eingesetzt, welche die Diversitit der 16S-rDNS wiedergeben.
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Die Bedeutung all dieser kultivierungsunabhangigen Techniken ist immens. Wahrend bis
vor 20 Jahren 12 Phyla innerhalb der Doméne Bacteria bekannt waren, umfasst diese heute
mehr als 50 verschiedene Divisionen, von denen viele ausschlieslich Sequenzen bisher

nicht kultivierter Organismen enthalten (Hugenholtz ef al., 1998; Keller & Zengler, 2004).

1.8 Zielstellung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte das biologische Pflanzenstarkungsmittel Proradix® in
verschiedenen Experimenten sowohl im Labor als auch im Gewéachshaus und im Freiland
eingesetzt und deren Wirkung auf Gerste (Sorte Barke) untersucht werden. Dabei sollte
der PGPR-Effekt in verschiedenen Topfexperimenten unter Verwendung von
landwirtschaftlich genutztem Ackerboden und zwei weiteren unterschiedlichen
Kultursubstraten im Gewachshaus iiberpriift werden. Im Rahmen von Parzellen-
versuchen auf verschiedenen Schliagen zweier Versuchsgiiter in der Nahe Miinchens
sollten die nach Applikation von Proradix® erzielten Ertrdge im Vergleich zu den
Kontrollparzellen ermittelt werden.

Auflerdem sollte die Kolonisierung von Gerstenwurzeln durch den im Proradix®
enthaltenen pflanzenwachstumsstimulierenden Pseudomonas fluorescens-Stamm mit Hilfe
der Fluoreszenz in situ Hybridisierung und der GFP-Markierung als Methoden der
molekularen mikrobiellen Okologie verfolgt werden. Zur Lokalisierung der Bakterien-
zellen auf und in der Wurzel sollte die konfokale Laserscanning-Mikroskopie verwendet
werden.

Dariiber hinaus sollte die Frage beantwortet werden, ob der Einsatz von Proradix®
moglicherweise die bestehende bakterielle Rhizosphdrengemeinschaft beeinflusst. Zur
Untersuchung dieser Fragestellung sollten Terminale-Restriktions-Fragment-Langen-

Polymorphismus (T-RFLP)-Analysen durchgefiihrt und Klonbanken erstellt werden.
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2 Material und Methoden

21 Herstellung von Lésungen und Nihrmedien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Losungen wurden mit entsalztem und
filtriertem Wasser (im Folgenden H:Oreinst) aus einer Reinstwasseranlage (Milli-Q PLUS,
Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland) hergestellt. Fiir Nahrmedien wurde einfach
entionisiertes Wasser (im Folgenden H:Odem) verwendet. Alle Chemikalien wurden,
soweit nicht anders vermerkt, in p.a. Qualitit von den Firmen Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland) und VWR (Ismaning, Deutschland) bezogen. Die Sterilisation
samtlicher Losungen und Medien erfolgte in Wasserdampfhochdruckautoklaven (Systec
D65 und Systec V65, Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg, Deutschland) bei
121°C und einem Uberdruck von 1,013 x 10° Pa fiir 20 min. Hitzelabile Substanzen
hingegen wurden steril filtriert (Sterilfilter 0,22 um Porengréfie, Millipore GmbH) und
schliefSlich den autoklavierten, auf etwa 45°C abgekiihlten Losungen unter sterilen
Bedingungen zugegeben. Alle pH-Werte wurden mit NaOH- oder HCI-Losungen
entsprechender Normalitaten eingestellt (pH-Meter, pH 523, WTW, Weilheim,
Deutschland).

2.2 Kultivierung von Mikroorganismen

22.1  Verwendete Mikroorganismen

In der Tabelle 2.1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme und Pilzisolate

zusammengefasst:
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Tab. 2.1: Verwendete Mikroorganismen

Organismus Isolat Referenz

Burkholderia phytofirmans - Angela Sessitsch, ULB
Biotechnologie!

Escherichia coli Nissle 1917 - Tatiana Binder, Abt. Mikroben-
Pflanzen Interaktionen? (isoliert
aus Mutaflor, Ardeypharm GmbH,
Herdecke, Deutschland)

Proradix® (Pseudomonas - Sourcon-Padena GmbH & Co. KG,

fluorescens) Tiibingen, Deutschland

Proradix® (Pseudomonas - Uta von Rad, Institut fiir

fluorescens) Biochemische Pflanzenpathologie?

Plasmid pJBA28, GFP-markiert

Fusarium coeruleum 421 Marion Wenig, Institut fiir
Biochemische Pflanzenpathologie?

Fusarium culmorum - Alexandra Hagn, Institut fiir
Bodenokologie, Abt. Terrestrische
Okogenetik?

Fusarium graminearum L1P2 11 cf8 | Alexandra Hagn

Fusarium oxysporum - DSMZ 2018°

Fusarium solani 346 Marion Wenig

Gaeumannomyces graminis Ggt 13 - Karin Schreiner, Institut fiir
Bodendokologie, Abt. Terrestrische
Okogenetik?

Pythium ultimum Witzenhausen - Alexandra Hagn

Phytophthora erythroseptica 422 Marion Wenig

Rhizoctonia solani 329 Marion Wenig

Rhizoctonia solani 352 Marion Wenig

1 Austrian Research Centers GmbH (ARC), Seibersdorf, Osterreich
2 Helmholtz Zentrum Miinchen, Neuherberg, Deutschland
3 DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland
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2.2.2 Naihrmedien

Folgende Nahrmedien wurden zur Kultivierung der verwendeten Mikroorganismen

hergestellt:

King's B Medium
(King et al., 1954)

LB (Luria-Bertani)-Medium

(modifiziert nach Bertani (1951))

Bacto™ Proteose Pepton Nr. 3! 20g
K2HPO4 15¢g
MgSOs x 7 H20 15¢g
Glycerol 10 ml
ad H2Odem. 1000 ml
pH 7,2 1 Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Trypton (Caseinhydrolysat) 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 10¢g
ad H2oOdem. 1000 ml
pH?7,0

M9-Minimalmedium 1.) M9-Salze: Na2HPOs x 2 H.O 758
(modifiziert nach KH2PO4 3g
Sambrook et al. (1989)) NaCl 05¢g
NH.Cl lg

ad H2Odem. 1000 ml

2.) Glukose-Losung (40% [w/v]) 1ml

ad M9-Salzlosung 100 ml

Die Glukose-Losung wurde zunidchst steril filtriert (Sterilfilter 0,22 pm Porengrofle,

Millipore GmbH) und der M9-Salzlosung nach dem Autoklavieren zugegeben.
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MS (Murashige&Skoog)-Medium MS-Fertigmedium 43¢g

(Murashige & Skoog, 1962) ad H2Odem. 1000 ml
pH7,2

NB (Nutrient Broth)-Medium Pepton 5g
Fleischextrakt 3g
ad H2Odem. 1000 ml
pH7,0

Potato-Dextrose-Agar (PDA) Kartoffelextrakt 4g

(Fluka, Buchs, Schweiz) Dextrose 20g
ad H2Odem. 1000 ml
pH?7,0

Zur Verfestigung der Medien wurde den Nahrlosungen vor dem Autoklavieren 15 g/l
Agar (Bernd Euler Biotechnologie Mikrobiologie, Frankfurt am Main, Deutschland)

zugegeben.

2.2.3  Bakterienanzucht und Stammhaltung

Die Bakterienanzucht erfolgte bei 30 bzw. 37°C fiir 24 oder 48 Stunden auf festen
Nahrboden in Petrischalen in entsprechenden Inkubatoren (Innova 4200, New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA und Memmert, Schwabach, Deutschland). Ubernachtkulturen
wurden in Reagenzgliasern mit einer definierten Menge Fliissigmedium auf Rund-
schiittlern (Innova 4200, New Brunswick Scientific und Kompaktschiittler KS 15 mit
Inkubationshaube TH 15, Edmund Biihler Labortechnik, Hechingen, Deutschland) bei
175 rpm angezogen. Auf festen Nahrmedien kultivierte Mikroorganismen wurden bei 4°C
gelagert. In regelmafligen Abstinden wurden Einzelkolonien mit Hilfe einer
abgeflammten Impfdse oder sterilen Zahnstochern unter sterilen Bedingungen auf frische

Nahrboden iiberimpft.
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Zur langerfristigen Stammhaltung wurden von allen verwendeten Bakterienstimmen
Glycerinkulturen hergestellt. Dazu wurde jeder Stamm ausgehend von einer Einzel-
kolonie in einer Ubernachtkultur mit 4 ml des entsprechenden Mediums angezogen. Nach
Zentrifugation (Sigma 1-15 Tischzentrifuge, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz, Deutschland) bei 11000 rpm fiir 1 min wurden die Zellen in 1,8 ml steriler 1 x PBS-
Glycerin-Losung (4:1) resuspendiert. Diese Zelllosung wurde schliefslich in Kryoréhrchen
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) tiberfiihrt und bei -80°C gelagert.
Glycerin wird neben DMSO zum Einfrieren von Zellen verwendet, da es die Eiskristall-
bildung wahrend des Einfrierprozesses verhindert und dadurch eine Schadigung der
Zellen weitgehend unterbunden wird.

Zur Wiederanzucht der Stimme wurden bei -80°C gelagerte Zellen mittels einer sterilen
1ml Pipette oder einer abgeflammten Impfose auf dem jeweiligen Nahrmedium

ausgestrichen, bei der entsprechenden Wachstumstemperatur inkubiert und anschliefiend

vereinzelt.

Losungen

10 x PBS NaH2POs (100 mM) 12 ¢
Na2HPOs (100 mM) 142 ¢
NaCl (1,3 M) 76 g
ad HZOdemA 1000 ml
pH7,2-7,4

1x PBS 10 x PBS 100 ml
ad HZOdemA 1000 ml

2.2.4 Antibiotika

Fir die Kultivierung des GFP-markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes
und plasmidhaltiger E. coli-Stamme unter Selektionsdruck wurde Kanamycin mit einer

Endkonzentration von 50 pg/ml eingesetzt. Als Losungsmittel fiir Kanamycin wurde
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H:Oreinst verwendet. Eine 1000-fach konzentrierte Stammlosung wurde hergestellt, steril
filtriert und bei -20°C gelagert. Fliissigmedien wurden direkt vor der Inokulation mit
Kanamycin versetzt. Festen Nahrmedien wurde das Antibiotikum nach dem
Autoklavieren bei einer Temperatur von etwa 45°C zugegeben. Mit Kanamycin versehene

Festmedien wurden bei 4°C maximal 2 Monate aufbewahrt und verwendet.

2.3 Isolierung der aktiven biologischen Komponente aus dem
Proradix®-Originalpriparat und Bestimmung von Parametern

mit Bedeutung hinsichtlich des PGPR-Effekts

23.1 Keimzahlbestimmung und Isolierung des Proradix® (Pseudomonas

fluorescens)-Stammes

Zur Bestimmung der Anzahl der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Bakterien (CFU) im
Proradix®-Originalprdaparat wurden Verdiinnungsreihen durchgefiihrt. Dazu wurde
zunachst 0,1 g Proradix®-Pulver in a) 1 ml 1 x PBS und b) 1 ml 10 mM Magnesiumsulfat-
Losung (0,25 g MgSOs, ad H20dem. 100 ml, pH 7,2) gelost. Diese zwei Ausgangslosungen
wurden 25 min bei 200 rpm geschiittelt, so dass homogene Suspensionen vorlagen. Die
Verdiinnungen erfolgten anschlieffend bis zu einer Stufe von 10®. Von den Verdiinnungs-
stufen 10 bis 10® wurden in flinffacher Wiederholung jeweils 100 ul auf King's B
Medium ausplattiert und bei 30°C 24 Stunden inkubiert.

Innerhalb dieser Verdiinnungsreihen wurde der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stamm aus dem Proradix®-Originalpraparat isoliert und stand somit fiir Folge-

experimente zur Verfiigung.
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2.3.2  Nachweis der Siderophorenproduktion

Siderophore sind niedermolekulare Komplexbildner mit einer sehr hohen Affinitat fiir
Eisen. Sie werden von Bakterien und Pilzen unter Eisenmangelbedingungen produziert
und spielen eine wesentliche Rolle bei der Eisenaufnahme (Neilands, 1995).

Eine universelle und schnelle Methode, um die Bildung von Siderophoren nachzuweisen,
ist die Inkubation von Mikroorganismen auf CAS-Indikatorplatten. Dabei dient der
terndre Komplex aus Chromazurol S/Eisen-(IlI)/Hexadecyltrimethylammoniumbromid
(HDTMA) mit seiner charakteristischen Blaufarbung als Indikator (Schwyn & Neilands,
1987). Wenn Siderophore produziert und in das umgebende Medium abgegeben werden,
konnen sie Eisen-(III)-Ionen aus dem Chromazurol S/HDTMA-Komplex binden. Dadurch
erfolgt eine Verdnderung der Farbe von blau zu rot/orange.

Der Siderophorennachweis erfolgte nach Schwyn & Neilands (1987). Dazu wurden

zunachst folgende Losungen hergestellt:

MOPS-Puffer (0,5 M) Morpholinopropansulfonsaure 10,46 g
ad HoOreinst 100 ml
pH 6,8

MOPS sollte immer steril filtriert, nicht autoklaviert und lichtgeschiitzt aufbewahrt

werden. Nicht mehr verwendbare MOPS-Losungen sind an ihrer gelben Farbe zu

erkennen.

Magnesiumsulfat-Losung MgSOs x 7 H20 10¢g
(100/0 [W/V]) ad H2Oreinst 100 ml
Calciumchlorid-Lésung CaCl2x 2 H20 lg
(10/0 [W/V]) ad HZOreinst 100 ml
Losung 1 Chromazurol S 60,5 mg

ad H2Oreinst 50 ml
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Losung 2 FeCls x 6 H20 135 mg
ad H2Oreinst 495 ml
1 N HCl 5ml
Losung 3 HDTMA 72,9 mg
ad H2Oreinst 40 ml

Die Magnesiumsulfat- und die Calciumchlorid-Losung wurden steril filtriert. Unter
staindigem Riihren wurde Losung 1 (50 ml) mit Losung 2 (10 ml) versetzt und dies
langsam Losung 3 (40 ml) zugegeben. Diese Farblosung wurde autolaviert.

Die CAS-Indikatorplatten wurden schliefslich wie folgt angefertigt:

CAS-Medium KH2PO4 03g
K2HPO4 02¢g
Fruktose 2g
Glukose 2g
NH.Cl 05g
NaCl 01g
ad H2Odem. 800 ml
pH 6,8

Zur Verfestigung wurde vor dem Autoklavieren 15 g Agar zugegeben. Nach dem

Autoklavieren wurden unter sterilen Bedingungen die weiteren Bestandteile zugefiigt:

MOPS-Puffer (0,5 M) 100 ml
Farblosung 100 ml
MgSO: x 7 H20 (10% [w/v]) 2 ml
CaCl2 x 2 H20 (1% [w/v]) 2 ml
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Chromazurol S/HDTMA-Indikatorplatten wurden mit sterilen Zahnstochern mit dem
Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm beimpft und bei 30°C fiir 48 Stunden inkubiert.

Als Positivkontrolle wurde Escherichia coli Nissle 1917 verwendet.

2.3.3  Nachweis der Produktion von Indol-3-Essigsdure (IES)

Zur Uberpriifung einer moglichen IES-Produktion wurde der Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stamm in M9-Minimalmedium unter Zugabe von Tryptophan (0,05%) in
Schikanekolben bei 30°C iiber Nacht angezogen. Diese Ubernachtkultur wurde steril
filtriert und bis zur IES-Messung einige Tage bei -20°C gelagert. Im Institut fiir
Okologische Chemie (Helmholtz Zentrum Miinchen) erfolgte die Quantifizierung von
Indol-3-Essigsdure mit Hilfe eines Waters ACQUITY-UltraPerformance-LiquidChromato-
graphy-Trennsystems (UPLC; Waters GmbH, Darmstadt, Deutschland), welches mit
einem 2996 Photodiodenarray (PDA)-Detektor ausgeriistet war. Die Umkehrphasen-
separation wurde mit einer HSS Cis Sdaulenpackung mit 1,7 um Partikeldurchmesser und
Saulengrofsen von 100 x 2,1 mm (Waters GmbH, Darmstadt, Deutschland) ausgefiihrt.
Der Thermostat der Saule war auf 60°C und der Autosampler auf 27°C eingestellt. Das
Injektionsvolumen betrug 10 ul und die Durchflussrate 0,8 ml/min mit einem Druck von
750 bar. Als mobile Phase A wurde 0,1% wassrige Ameisensdure und als mobile Phase B
0,06% Ameisensdure in Acetonitril verwendet. Ein Losungsmittelgradient wurde von 20%
bis 100% mobile Phase B innerhalb einer Minute benutzt. Zur Detektion wurde die
Wellenldnge auf 222 nm mit einer Abtastrate von 40 Hz gestellt. Die Retentionszeit von
Indol-3-Essigsdure war 0,800 min mit einem Zeitfenster von 0,001 min. Die Integration der
Peak-Flachen erfolgte mit Hilfe der Chromatographiedatensoftware Empower 2 (Waters
GmbH, Darmstadt, Deutschland) und zur Quantifizierung wurde die Drei-Punkt-

Kalibrierung angewendet. Der Regressionskoeffizient der Kalibrierkurve war 0,986.
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234  Nachweis der 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Deaminase
Aktivitat

Bodenmikroorganismen, die das Enzym 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-
Deaminase synthetisieren, konnen das Pflanzenwachstum fordern, indem sie das von
Pflanzen produzierte ACC, als Vorstufe von Ethylen, aufnehmen und verwerten.
Infolgedessen wird der Ethylen-Gehalt in der Pflanze vermindert, da die Ethylenbio-
synthese von der ACC-Bildung in der Regel limitiert wird. Die wachstumshemmende
Wirkung von zu hohen Ethylenkonzentrationen wird dadurch aufgehoben und die
Pflanze wird so durch umweltbedingte Stresseinfliisse, welche zur Erh6hung von Ethylen
fiihren, weniger beeintrachtigt (Glick, 2005).

Fiir den Nachweis der ACC-Deaminase Aktivitdt wurde ein Minimalmedium nach Brown
& Dilworth (1975) verwendet. Dieses Medium wurde in einzelnen Komponenten
hergestellt. Alle Losungen wurden steril filtriert und nicht autoklaviert, um eine mdogliche
Kontamination mit Ammoniak als weitere Stickstoffquelle wéahrend des Autoklavier-

vorgangs zu vermeiden.

Losungen

Losung 1 (100 x) KH2PO: 10,8 g
KoHPO: 0g
ad H2Oreinst 300 ml

Losung 2 (100 x) MgSOs x 7 H20 75¢g
CaCl2 x 2 H20 06g
NaCl 6g
ad H2Oreinst 300 ml

Losung 3 (1000 x) FeCls x 6 H20 11g
EDTA 0015g
ad H2Oreinst 100 ml
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Losung 4 Thiamin HC1 01g
Ca-Pantothenat 02¢g
Biotin (10 mg/100 ml) 20 ml
ad H2Oreinst 100 ml
Glukose-Losung (10% [w/v]) Glukose 5g
ad H2Oreinst 50 ml
Ammoniumchlorid-Lésung NH.Cl lg
(1000 X) ad HZOreinSt 10 ml
ACC-Losung (1000 x) ACC lg
ad H2Oreinst 10 ml
Grundmedium Agarose 12 ¢
ad H2Odem. (steril filtriert) 950 ml

Das Grundmedium wurde 20 min in der Mikrowelle gekocht und anschliefsend mit den

jeweiligen Losungen versetzt:

Losung 1 10 ml
Losung 2 10 ml
Losung 3 1 ml
Losung 4 1ml
Glukose-Losung 20 ml

Danach wurde das daraus resultierende Medium gut gemischt und in 3 Teile (je 300 ml)
aufgeteilt. Das reine Minimalmedium ohne weitere Zusétze diente als Negativkontrolle.
Der zweite Teil des Minimalmediums (300 ml) wurde mit 2,1 ml Ammoniumchlorid-
Losung versetzt und als Positivkontrolle verwendet. ACC-Testplatten wurden durch

Zugabe von 2,1 ml ACC-Losung zu den iibrigen 300 ml Minimalmedium erhalten.
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Der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm wurde auf allen drei Medien
ausgestrichen und bei 30°C fiir 2 Wochen inkubiert. Auf den Negativkontrollplatten sollte
kein Wachstum erfolgen, da keine Stickstickstoffquelle vorhanden ist. Die Positiv-
kontrollen hingegen sollten ein deutliches Wachstum erkennen lassen. Wenn Bakterien
das Enzym ACC-Deaminase bilden, so konnen sie ACC als Stickstoffquelle nutzen und
auf den ACC-Testplatten wachsen. Als Positivkontrollstamm wurde Burkholderia

phytofirmans eingesetzt.

2.3.5 Dualkulturtests

Zur Uberpriifung einer moglichen antifungischen Aktivitat des Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stammes wurden so genannte Dualkulturtests durchgefiihrt. Zunachst
wurden die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten bodenbiirtigen Schadpilze auf PDA-Medium bei
22°C angezogen. Mit der abgeflammten runden Offnung einer Pasteurpipette wurden
gleich grofie Agarscheiben aus den entsprechenden mit Pilzmyzel bewachsenen Platten
ausgestochen, auf frische PDA- und M9-Agarplatten iibertragen und in deren Mitte
platziert. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes wurden diese Pathogenisolate bei
22°C 1 bis 3 Tage vorkultiviert. Der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm wurde
dann ebenfalls auf die Dualkulturtestplatten in gleichmafiigem Abstand zum bereits
wachsenden Pilz gebracht. Die Inkubation bei 22°C setzte sich {iber 4 weitere Tage fort.
Jeder Dualkulturtest erfolgte in dreifacher Wiederholung. Zur Kontrolle des pilzlichen
Wachstums wurde in je einer Petrischale pro Testreihe nur der Pilz ohne Bakterien

inkubiert.

34



Material und Methoden

24 Anzucht von Pflanzenmaterial

24.1 Verwendete Pflanzenart

Innerhalb dieser Arbeit wurde Sommergerste (Hordeum vulgare subsp. vulgare) der Sorte
Barke (Saatzucht Josef Breun GdbR, Herzogenaurach, Deutschland) in Experimenten im

Labor, Gewéachshaus und im Freiland verwendet.

24.2  Applikation von Proradix®

24.2.1 Saatgutbeizung bei Gerste

Gerstensaatgut wurde in ausreichender Menge kurz vor Beginn einer Experimentreihe
vom Proradix®Hersteller (Sourcon-Padena GmbH & Co. KG) mittels Vakuuminfiltration
mit Proradix® behandelt. Dazu wurden die Samen mit einer Fliissigbeize mit
8 x 10"°CFU/kg Saatgut bespriiht. Anschliefend wurde ein Vakuum angelegt und die
Gerste bei 27°C fiir vier Stunden riickgetrocknet. Auf diese Weise gebeiztes Saatgut

wurde bis zur Aussaat kurzzeitig bei 4°C gelagert.

2.4.2.2 Inokulation von Gerstenkeimlingen mit dem Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stamm

Eine Kolonie des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes wurde in 5 ml King's B
Medium tiberimpft und bei 30°C fiir etwa 10 Stunden inkubiert. Mit dieser Vorkultur
wurde eine 50 ml oder 200 ml Ubernachtkultur 1:100 beimpft. Diese {iber Nacht
gewachsene Kultur wurde bei 6000 rpm fiir 5 min zentrifugiert (Universal 320 R, Hettich
Zentrifuge, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) und der
Uberstand verworfen. Danach wurden die Zellen zweimal in 10 ml 1 x PBS gewaschen
und schliefslich in 20 ml 1 x PBS resuspendiert. Es folgte die Bestimmung der optischen
Dichte (OD) in Kunststoffkiivetten bei einer Wellenldinge von 436 nm in einem

Spektralphotometer (CE3021, Cecil, Cambridge, Grofibritannien). Die Bakterienkultur
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wurde mit 1 x PBS-Losung bis zu einer ODusnm von 0,7 bis 0,8 verdiinnt, was bei dem
Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm einem durch Ausplattieren von Verdiinnungs-
reihen ermittelten Wert von etwa 108 Zellen pro ml entsprach.

Zwei Tage zuvor wurden unsterile Gerstensamen auf Wasseragarplatten (15 g Agar, ad
H2Odem. 1000 ml) gelegt und bei 30°C ohne Licht inkubiert. Jedes Samenkorn wurde mit
100 pl H2Oreinst befeuchtet, um das Auskeimen zu begtinstigen. Gerstenkeimlinge mit 1 bis
2 cm langen Wurzeln wurden dann in 40 ml der vorbereiteten Zellsuspension mit
108 Zellen/ml in Petrischalen bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden inkubiert. Als
Kontrollen wurden parallel Keimlinge in 40 ml 1 x PBS-Losung inkubiert. Wenn mit dem
GFP-markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm inokuliert wurde, erfolgte
vorher die Uberpriifung der griinen Fluoreszenz mit Hilfe der Epifluoreszenz-

Mikroskopie (Abschnitt 2.6.1).

2.4.3 Anzucht von Gerste im Labor

24.3.1 Gerste im Quarzsandsystem

Zur Anzucht von Gerste im Labor wurde Kristallquarzsand (Sakret®, Sakret Trockenbau-
stoffe GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) der Korngréfie Nr. 5 (J 1,0 bis 2,5 mm)
fiinfmal mit H2Odem. gewaschen und bei 70°C getrocknet. Reagenzglaser (& 30 mm, Schott
Glas, Schott AG, Mainz, Deutschland) wurden mit etwa 70 g trockenem Quarzsand be-
fillt, mit Alu-Steck-Kappen (schuett-biotec GmbH, Gottingen, Deutschland) verschlossen
und autoklaviert. Anschliefsend erfolgte unter sterilen Bedingungen die Zugabe von 10 ml
MS-Medium je Reagenzglas. Ein inokulierter Gerstenkeimling (Abschnitt 2.4.2.2) wurde
mit einer sterilen Pinzette vorsichtig in jedes Reagenzglas eingesetzt und konnte darin bei
Raumtemperatur fiir maximal 4 Wochen bis zu einer Lange von etwa 30 cm wachsen.
Nach einigen Tagen wurde dieses System durch ein zweites steriles Reagenzglas erganzt,
welches auf dem ersten mit der Offnung nach unten mit Parafilm M® (Alcan Packaging,
Neenah, WI, USA) befestigt wurde.

Die Anzucht von Gerstenkeimlingen erfolgte entweder im unsterilen Quarzsandsystem,

wenn die Gerstensamen vor der Inokulation nicht sterilisiert bzw. mit Proradix® gebeizte
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Samen verwendet wurden, oder in einem keimfreien (axenischen) System, in dem sterile

Keimlinge mit einem definierten Bakterienstamm inokuliert wurden.

2.4.3.2 Samensterilisierung

Fiir die Anzucht im axenischen System mussten die Gerstensamen vor der Inokulation
mit dem Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm einer Oberfldachensterilisierung
unterzogen werden, um Pilzsporen und bakterielle Kontaminationen abzutéten. Dazu
wurden Samen in ausreichender Menge 2 min in 70%-Ethanol geschwenkt. Nach
Abgiefsen des Ethanols wurden die Samen fiir 15 min in 2%-Natriumhypochlorit-Losung
([v/v] 14% freies NaOCl, Riedel-de-Haén, Seelze, Deutschland) inkubiert und dann
sechsmal mit sterilem H>Odem. gewaschen. Es folgte eine 30mintitige Inkubation der Samen
in einer Losung, die Penicillin (600 mg/l), Streptomycin (250 mg/l) und Cycloheximid
(100 mg/l) enthielt. Penicillin sowie Streptomycin wurden zuvor in H2Orinst und
Cycloheximid in Ethanol 1000fach konzentriert gelost. Anschlieffend wurden mit einer
sterilen Pinzette je 10 Samen auf NB-Agarplatten gelegt und bei 30°C 2 Tage inkubiert.
Vor der Inokulation mit dem Bakterienstamm wurden ausgekeimte Samen ohne

erkennbare Kontamination mindestens dreimal mit sterilem H2Odem. gewaschen.

244  Topfexperimente im Gewdchshaus

Im Gewachshaus wurden verschiedene Experimente mit Gerste bei einer Lichtdauer von
12 bis 14 Stunden, 50 bis 70% Luftfeuchte, 16°C am Tag und 12°C in der Nacht
durchgefiihrt. Entsprechend der Aufientemperatur kam es zu Temperaturschwankungen.
Als Lichtquellen wurden entweder Hochdruck-Natriumdampflampen Philips SON-T
AGRO 400 (Philips GmbH, Hamburg, Deutschland) oder Halogen-Metalldampflampen
Osram HQI-TS 400 W/D (Osram GmbH, Miinchen, Deutschland) mit einer Leistung von

jeweils 400 W verwendet.
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24.4.1 Experimente mit Kultursubstrat

Fiir Topfexperimente im Gewachshaus wurden zwei verschiedene Kultursubstrate
eingesetzt: Kultursubstrat Typ RKS 2 mittel (Okohum® Tonsubstrat, Okohum GmbH,
Herbertingen, Deutschland) und eine Nullerde (Fruhstorfer Erde®, HAWITA Gruppe
GmbH, Vechta, Deutschland).

Tab. 2.2: Herstellerangaben der verwendeten Kultursubstrate in Topfexperimenten im Gewéchshaus

Salz-
Substrat pH gehalt (g/1) N (mg/1) P:0s5 (mg/l) | K20 (mg/l)
Okohum 5,2-6,2 1,3-2,2 230-430 170-310 280-480
Nullerde 5,9 0,2 20 10 40

Kunststofftopfe mit einem Volumen von 7 1 (d=26 cm) wurden mit einem Gemisch aus
dem entsprechenden Substrat und Perlit im Verhaltnis 3:1 befiillt. Mit Proradix® gebeizte
Gerstensamen (Abschnitt 2.4.2.1) bzw. Samen ohne Behandlung wurden in die Topfe
gesetzt, mit Substrat bedeckt und gewassert. In jedem Topf wuchsen 5 (bzw. 6) Pflanzen
in achtfacher (bzw. vierfacher) Wiederholung bis zur vollstindigen Kornreife. Die
Pflanzen wurden regelmafiig dreimal pro Woche mit einer Mischung aus Leitungswasser
und H2Odem. (1:1) ihrem Entwicklungszustand entsprechend gegossen. Eine Diingung mit
Wuxal Top N (Wilhelm Haug GmbH & Co. KG, Ammerbuch-Pfiffingen, Deutschland;
NPK 12-4-6, N-Anteil: 141,6 g/1) und einer 0,5 M MgSOs-Losung erfolgte nach 8 Wochen
Wachstum. Dabei wurden 0,25 g Stickstoff pro Topf und 0,025 g Magnesium je Pflanze
verabreicht. In Versuchen unter Nahrstoffmangelbedingungen wurde insgesamt die
Halfte dieser Nahrstoffmengen in 2 Gaben nach 4 und 8 Wochen Wachstum gediingt.

Nach einer Wachstumsdauer von 18 bis 24 Wochen erfolgte die Ernte. Dazu wurden alle
Halme je Topf direkt iiber der Substratoberfliche abgeschnitten. Ahren wurden von den
Halmen abgetrennt, pro Topf ausgezdhlt und separat gesammelt. Das Pflanzenmaterial
wurde bei 45°C getrocknet, anschlieffend gewogen und das Korn im Versuchsgut der
Technischen Universitit Miinchen in Roggenstein mit Hilfe eines Laborahrendreschers

(Wintersteiger AG, Ried im Innkreis, Osterreich) ausgedroschen. Die Bestimmung des
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Tausendkorngewichts (TKG) erfolgte ebenfalls in Roggenstein mit einem Kornerzahlgerat

Contador ,E” (Pfeuffer GmbH, Kitzingen, Deutschland).

24.4.2 Experimente mit Ackerboden

Zur Kultivierung von Gerste im Ackerboden wurde ein lehmiger Boden mit einem pH-
Wert von 6,3 vom Schlag A21 des HMGU-Versuchsgutes in Scheyern verwendet. Der
Boden wurde gesiebt (<10 mm) und in Topfe mit einem Volumen von 400 cm?® oder 2,5 1
(d=18 cm) gefiillt. In 400 cm?® Topfen wurden Einzelpflanzen, in 2,5 | Toépfen 3 Pflanzen je
Toptf fiir 8 bis 10 Wochen angezogen und zweimal in der Woche nach Bedarf mit H2Odem.
bewassert. Fiir verschiedene Experimente wurden entweder Proradix® gebeizte Samen
(Abschnitt 2.4.2.1) oder inokulierte Gerstenkeimlinge (Abschnitt 2.4.2.2) in den Boden

eingesetzt und schliefilich mit nicht behandelten Kontrollpflanzen verglichen.

2.4.5 Parzellenversuche im Freiland

In den Jahren 2006 und 2007 wurden Parzellenversuche auf verschiedenen Schldgen des
vom Helmholtz Zentrum Miinchen (HMGU) gepachteten Versuchsgutes des Klosters
Scheyern angelegt. Dabei wurde Gerste auf Parzellen mit einer GrofSe von 8 bis 10 x 1,5 m
ausgesat. Dariiber hinaus wurde im Jahr 2007 ein weiterer Parzellenversuch mit Gerste im
Versuchsgut der Technischen Universitit Miinchen in Roggenstein durchgefiihrt. Die
Aussaat- und Erntetermine sind in der Tabelle 2.3 zusammengefasst. Zur Aussaat wurde
ausreichend Gerstensaatgut vom Proradix®-Hersteller (Sourcon-Padena GmbH & Co. KG)

mit Proradix® gebeizt (Abschnitt 2.4.2.1).

Tab. 2.3: Aussaat- und Erntetermine der Parzellenversuche mit Gerste in Scheyern und Roggenstein

Standort Schlige Aussaat Ernte

Scheyern A1/A19/A21/A26 24.04.06 27.07./08.08.06

Scheyern A1/A19/A20/A26 05.04.07 01./02.08.07
Roggenstein - 17.03.07 18.07.07
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Alle Parzellen auf den Schldgen Al und A26 wurden 6kologisch und die Schlage A19,
A20 und A2l integriert bewirtschaftet. In der integrierten Bewirtschaftung erfolgten
Diingungs- und Pflanzenschutzmafinahmen. Die landwirtschaftliche Bearbeitung der
Parzellen ist im Anhang in den Tabellen 7.1-7.3 detailliert aufgefiihrt.

Parzellen mit Proradix® behandelten Pflanzen wurden neben Parzellen mit Pflanzen ohne
Behandlung mit jeweils 4 oder 8 Wiederholungen angelegt. Innerhalb dieser Feld-
experimente wurde in einer weiteren Doktorarbeit am Institut fiir Biochemische
Pflanzenpathologie (Helmholtz Zentrum Miinchen) ein zweites Pflanzenstarkungsmittel
(Messenger) eingesetzt. Abbildung 2.1 zeigt die Anordnung der Parzellen.

Auf allen Parzellenstandorten wurden Bodenproben genommen und analysiert. Dazu
erfolgten auf jedem Schlag diagonal gleichmafig iiber die Gesamtparzellenfldache verteilt
10 Einstiche mit einem Bohrstock in einer Tiefe von 0 bis 30 cm. Aus diesen 10 Einstichen
wurde eine Mischprobe hergestellt. Diese Bodenproben wurden iiber Nacht bei 45°C
getrocknet, gesiebt (<2 mm) und anschlieffend in der Arbeitsgruppe Elemente und
Elementspezies im Institut fiir Okologische Chemie (Helmholtz Zentrum Miinchen)
analysiert.

In Bonituren durch die Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL, Freising,
Deutschland) im Jahr 2007 wurde der Pathogendruck in Scheyern aufgrund der Trocken-
heitsphasen besonders im Keimlingsstadium der Gerstenpflanzen als nicht signifikant
vorhanden eingestuft. Auch im Parzellenversuch in Roggenstein wurde sowohl in der
okologischen als auch in der integrierten Bewirtschaftung kaum Pathogendruck

festgestellt (Johann Dennert, personliche Mitteilung).
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Abb. 2.1: Parzellenplan der Feldexperimente in Scheyern und Roggenstein

24.6  Wurzelernte und Wurzelaufbereitung

Zur Wurzelernte wurden Pflanzen vorsichtig unter Vermeidung von Verletzungen aus
dem Quarzsand oder Boden, im Freiland mit Hilfe eines Spatens, entnommen. Grob
anhaftendes Material wurde abgeschiittelt. Aus Quarzsand entnommene Wurzeln
wurden einmal in sterile 1 x PBS-Losung getaucht und Quarzsandpartikel mit einer
Pinzette entfernt. Wurzeln aus Ackerboden wurden zweimal in sterilem 1 x PBS in
Petrischalen gewaschen. Danach wurden die Wurzeln mit einer sterilen Schere vom
Sprossansatz abgetrennt und kurz zum Abtropfen auf ein mit Ethanol desinfiziertes
Zellstofftuch gelegt. Fiir die Anfertigung von Wurzelschnitten oder die sofortige

Mikroskopie wurden Wurzeln nach dem Waschen kurzzeitig bis zur Praparation in
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1 x PBS-Losung aufbewahrt. Abgetropfte Wurzeln wurden anschlieffend entweder mit
Paraformaldehyd fixiert, zur Isolierung von DNS in fliissigem Stickstoff zerrieben oder
zur Bestimmung des Frischgewichtes mit einer Feinwaage gewogen. Zur Ermittlung der
Trockenmasse wurden je nach Experiment Wurzeln bzw. Sprosse einzeln geerntet oder
von drei Pflanzen vereinigt und bei 70°C zwei Tage getrocknet.

Um den Einfluss des Wurzelwaschens mit 1 x PBS auf die zu untersuchende
Bakteriengemeinschaft zu iiberpriifen, wurden Vorversuche durchgefiihrt. Dabei wurden
Wourzelproben in drei verschiedene Fraktionen aufbereitet: Wurzeln mit fest anhaftenden
Bodenpartikeln ohne Waschen mit 1 x PBS (Fraktion 1), zweimal in 1 x PBS gewaschene
Wurzeln (Fraktion 2) und Bodenpartikel, die beim Waschvorgang von den Wurzeln
abgewaschen und durch Zentrifugation konzentriert wurden (Fraktion 3). Nach
Durchfiihrung molekularbiologischer Methoden (T-RFLP-Analyse, Abschnitt 2.5.9)
konnte festgestellt werden, dass der Waschvorgang die erfassten, wurzelassoziierten
Bakterien nicht beeinflusste, denn fast alle detektierten Restriktionsfragmente kamen
sowohl in der Fraktion 1 als auch in der Fraktion 2 vor. Zusatzliche, nur in der Fraktion 3
vorhandene Restriktionsfragmente stammten von Bodenbakterien, die nicht direkt

wurzelassoziiert waren.

2.4.7  Auswertung von Ergebnissen aus Topf- und Parzellenexperimenten

Die in Gewachshaus- und Feldexperimenten erhobenen Daten wurden zunachst mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Office Excel 2003 SP2 (Microsoft, Redmond,
WA, USA) ausgewertet. Statistische Analysen zur Ermittlung der Signifikanz und
Beurteilung von Unterschieden erfolgten mit der Software S-PLUS® 6.2 (Insightful
Corporation, Seattle, WA, USA). Dabei wurde zuerst ein ,Standard Two-Sample t-Test”
durchgefiihrt. Der t-Test wird zum Vergleich zweier Mittelwerte unabhangiger
Stichproben verwendet. Die Voraussetzungen dafiir sind, dass beide Grundgesamtheiten
normalverteilt mit gleichen, unbekannten Varianzen sind, die Stichproben miissen
unabhéngig und die Messwerte intervallskaliert sein (Kohler et al.,, 2007). Zusatzlich

wurde der Wilcoxon-Rangsummen-Test (dquivalent mit U-Test von Mann und Whitney)
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als verteilungsunabhdngige Methode angewendet. Beide Grundgesamtheiten sollen hier
stetige Verteilungen von gleicher Form haben, unabhingig sowie die Daten ordinal-
skaliert sein. Aufgrund des geringen Datenumfangs wurden beide Testverfahren

angewendet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit o wurde immer auf 0,05 festgelegt.

2.5 Molekularbiologische Methoden

25.1  Probenvorbereitung

Zur Isolierung hochmolekularer Gesamt-DNS aus Rhizospharenproben wurden Wurzeln
von in Quarzsand oder Ackerboden gewachsenen Gerstenpflanzen geerntet (Abschnitt
2.4.6) und folgendermafien vorbereitet:

Alle verwendeten Labormaterialien wurden mit 80%-Ethanol gereinigt und anschliefSend
in fliissigem Stickstoff vorgekiihlt. Gewaschenes Wurzelmaterial von jeweils drei
Pflanzen wurde je versuchsbedingter Behandlung und Probenahmezeitpunkt vereinigt
und in fliissigem Stickstoff gekiihlt in Mdrsern mit einem Pistill fein zerrieben. Dieses
Wurzelmaterial wurde dann in entsprechende Rohrchen zur DNS-Extraktion {tiberfiihrt,
erneut in fliissigem Stickstoff gekiihlt und bis zur weiteren Behandlung kurzzeitig bei

-20°C gelagert.

2,5.2  Isolierung von DNS

25.21 Isolierung hochmolekularer DNS aus Rhizosphirenproben

Die Isolierung der Gesamt-DNS erfolgte mit Hilfe des Fast DNA® SPIN Kit for Soil (MP
Biomedicals, Eschwege, Deutschland) nach Herstellerangaben. Dieses Kit ermdglicht die
Extraktion genomischer Gesamt-DNS aus Boden- oder Rhizospharenproben. Mitgelieferte
Lyse Matrix E-Rohrchen enthielten 1 g eines Gemisches aus Keramik- und Silika-
Partikeln. In diese Rohrchen wurden 500 mg des wie oben beschrieben zerriebenen

Wurzelmaterials eingewogen und mit Natriumphosphatpuffer sowie MT Puffer versetzt,
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um Proteine in Losung zu bringen. Anschlieflend kam es zu einer effizienten Zelllyse aller
in der Probe vorhandenen Mikroorganismen durch Schiitteln in einem Zellhomogenisator
(Fast Prep® Instrument, BIO 101, Carlsbad, CA, USA). Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und mit PPS (Protein Precipitating Solution) versetzt.
In diesem Schritt erfolgte die Ausfdllung der Proteine. Eine weitere Zentrifugation
ermoglichte die Abtrennung von Zellbestandteilen, Verunreinigungen und ausgefallten
Proteinen. Der DNS enthaltende Uberstand wurde mit Bindematrixsuspension vermischt.
Dabei erfolgte die selektive Bindung von DNS an eine Silika-Matrix. In zwei Schritten
wurde die DNS-haltige Matrix auf Spin™ Filter gegeben und abzentrifugiert. Nach einem
Waschschritt mit SEWS-M (Salt/Ethanol Wash Solution) wurde die DNS bei Raum-
temperatur 5 min getrocknet und schliefSlich mit 52 ul DES (DNA Elution Solution-Ultra
Pure Water) eluiert. Es folgte die photometrische Konzentrationsbestimmung (Abschnitt
2.5.4). Die extrahierte DNS wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. Einmal aufgetaute
DNS wurde bei 4°C fiir maximal 3 Monate aufbewahrt und verwendet. Dabei wurden
nach Uberpriifung mittels Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.5.5) keine qualitativen

Veranderungen festgestellt.

2.5.2.2 Isolierung chromosomaler DNS aus bakteriellen Reinkulturen

Fiir die Extraktion der chromosomalen DNS aus Reinkulturen wurden 3 ml Fliissig-
medium mit einer Einzelkolonie des jeweiligen Stammes beimpft und bei 30°C sowie
175 rpm iiber Nacht auf einem Rundschiittler inkubiert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (14000rpm, 1 min) geerntet und die DNS, wie im Abschnitt 2.5.2.1
beschrieben, mit dem Fast DNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) isoliert.
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2.5.2.3 Isolierung von Plasmid-DNS

Plasmid-DNS aus rekombinanten Escherichia coli-Kulturen wurde unter Verwendung des
NucleoSpin® Plasmid Kits (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland) den
Angaben des Herstellers entsprechend isoliert. Alle notwendigen Puffer und Losungen
wurden gebrauchsfertig mitgeliefert. E. coli-Stamme wurden in 4 ml LB-Fliissigmedium,
versetzt mit Kanamycin (50 ug/ml), bei 37°C und 200 rpm iiber Nacht auf einem
Rundschiittler angezogen. Die unter Selektionsdruck gewachsenen Kulturen wurden bei
11000 rpm 1 min zentrifugiert. Nach Resuspendierung der Zellen mit dem Puffer Al
erfolgte der Zellaufschluss durch alkalische Lyse. Die Zugabe des Puffers A3
neutralisierte das Lysat und erzeugte geeignete Bedingungen fiir die Bindung der
Plasmid-DNS an die Silika-Membran der NucleoSpin® Plasmid Saulchen. In einem
Zentrifugationsschritt wurde die Plasmid-DNS von Proteinen und Zellbestandteilen
abgetrennt. Der DNS enthaltende Uberstand wurde auf die NucleoSpin® Plasmid
Saulchen gegeben und es folgten zwei Waschschritte. Zuletzt wurde die Plasmid-DNS
unter Niedrigsalz-Bedingungen mit 50 ul eines schwach alkalischen Puffers AE (5 mM
Tris/HCl, pH 8,5) eluiert. Plasmid-DNS-Isolate wurden nach einer photometrischen

Konzentrationsbestimmung bei -20°C gelagert.

2.5.3  Aufreinigung von DNS und PCR-Produkten

Zur Aufreinigung von DNS-Isolaten, zur Abtrennung aller aus der PCR stammenden
eventuell storenden Komponenten von amplifizierten PCR-Fragmenten und fiir die
Extraktion von DNS aus Agarosegelen wurde das NucleoSpin® Extract II Kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG) verwendet. Aufzureinigende DNS wurde hierbei nach Zugabe
eines Puffers in Anwesenheit chaotropischer Salze an eine Silika-Matrix der im Kit
enthaltenden Chromatographiesaulchen gebunden. Verunreinigungen und makromole-
kulare Bestandteile wurden in einem Waschschritt entfernt. Gereinigte DNS-Molekiile
wurden unter Niedrigsalz-Bedingungen mit 30 pl des schwach alkalischen Puffers NE

(5 mM Tris/HCI, pH 8,5) eluiert.
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254  Quantitative, photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassriger Losung wurde mit Hilfe von spektral-
photometrischen Messungen bei einer Wellenldnge von 260 nm ermittelt. Bei A =260 nm
zeigt DNS aufgrund ihrer pseudoaromatischen Struktur eine maximale Absorption. Dabei
entspricht 1 OD260 nm meist 50 ug/ml fiir doppelstrangige DNS (Cryer et al., 1975). Nach
vorsichtiger, jedoch griindlicher Durchmischung der jeweiligen Probe wurden 2 ul
geloste DNS entnommen und auf ein NanoDrop Spektralphotometer (ND-1000,
NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) aufgetragen. Die Messung erfolgte mit
der dazugehdrigen Software ND-1000 v3.3.0 (NanoDrop Technologies).

Aussagen zur Qualitdit und Reinheit der Nukleinsaure-Losungen konnten anhand der
Quotienten aus den Extinktionswerten bei 230, 260 und 280 nm getroffen werden. Ist die
isolierte DNS mit Protein verunreinigt, nimmt der Quotient Eze0/E2s0 einen Wert kleiner 1,8
an. Verunreinigungen mit RNS werden durch den Quotienten Ezx60/E230 mit Werten unter

2,2 angezeigt (Marmur, 1961; Sambrook et al., 1989).

25,5  Qualitative Analyse von hochmolekularer chromosomaler DNS und

DNS-Fragmenten

Die Geschwindigkeit, mit der sich DNS-Fragmente im elektrischen Feld auf den positiven
Pol zu bewegen, ist hauptsiachlich von ihren Molekulargewichten abhingig. Lineare,
doppelstrangige DNS wandert durch ein Agarosegel mit Geschwindigkeiten, die
umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Grofie sind. Unterschiedlich grofie DNS-
Molekiile werden mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die Lange von
linearisierten, unbekannten DNS-Fragmenten kann schliefilich durch Anfarbung mit

Ethidiumbromid und unter Verwendung eines Grofienstandards ermittelt werden.
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Losungen

50 x TAE-Puffer Tris/HCI (2M) 242 ¢
EDTA (0,1 M) 37¢g
ad H2Odem. 1000 ml
pH 8,8 mit Eisessig

Ethidiumbromid-Losung Ethidiumbromid (1% [w/V]) 50 ul
ad H2Odem. 500 ml

Zur qualitativen Analyse von Nukleinsdaure-Losungen und PCR-Produkten wurde eine
horizontale Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurde 0,8 bis 3,5%ige (w/v)
Agarose (PeqLab, Erlangen, Deutschland) in 1 x TAE-Puffer durch Kochen in der Mikro-
welle gelost und in mit Klebeband abgedichtete Geltrager mit eingesetzten Probekammen
gegossen. Nach dem Erstarren der Agarose wurden die Probekdmme entfernt und das
Gel in die mit 1 x TAE-Puffer befiillte Elektrophoreseapparatur gelegt. Von der DNS-
Losung wurden 5 ul entnommen, mit 2 ul 6 x Loading Dye Solution (Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot, Deutschland) vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Die elektrophore-
tische Auftrennung erfolgte bei 70 bis 100 mA. Durch die im Auftragspuffer enthaltenen
Farbmarker (Bromphenolblau, Xylencyanol) konnte der Lauf optisch verfolgt werden.

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Agarosegel zur Anfarbung 20 bis 40 min
in der Ethidiumbromid-Losung leicht geschwenkt. Die DNS-Fragmente wurden unter
UV-Licht bei A =312 nm detektiert und mit einem Video-Dokumentationssystem (INTAS,

Gottingen, Deutschland) fotografisch festgehalten.

2.5.5.1 Bestimmung der Linge von DNS-Fragmenten

Durch Auftragung eines DNS-Grofienstandards zusammen mit den zu analysierenden
DNS-Fragmenten konnte die Lange einer unbekannten Probe ermittelt werden. Es
wurden folgende Groflenstandards von der Firma Fermentas GmbH verwendet:
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder fiir DNS-Fragmente mit einer Lange von 100-10000 bp
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder fiir DNS-Fragmente mit einer Lange von 100-3000 bp
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2.5.5.2 Praparative DNS-Gelelektrophorese

Zur gezielten Abtrennung von nicht gewiinschten DNS-Fragmenten aus einem Gemisch
von DNS-Banden unterschiedlicher Grofie wurden praparative DNS-Gelelektrophoresen
durchgefiihrt. Sie verlaufen nach dem Prinzip der im Abschnitt 2.5.5 beschriebenen
analytischen Agarosegelelektrophorese. Um eine moglichst schonende Isolierung und
geniigend Ausbeute des gewiinschten DNS-Fragments zu erreichen, wurden jedoch
einige Anderungen vorgenommen. Es wurden 45 pl eines PCR-Amplifikats mit 10 pl
6 x Loading Dye Solution (Fermentas GmbH) versetzt und in ausreichend breite Geltaschen
uiberfiihrt. Groflere DNS-Mengen konnten scharfer aufgetrennt werden, indem fiir die
Gelelektrophorese eine geringere Stromstarke (70 mA) gewahlt wurde. Das 0,8%ige (w/v)
Agarosegel wurde in einer frischen SYBR® Green I-Lésung fiir 10 min angefarbt.
Anschliefend erfolgte die Detektion im UV Licht in sehr kurzer Zeit, um eine
Beschadigung der DNS zu verhindern und die entsprechende DNS-Bande wurde mit
einem sterilen Skalpell ziigig ausgeschnitten. Die DNS wurde aus dem Agarosestiickchen

entsprechend Abschnitt 2.5.3 extrahiert.

Lésung

SYBR® Green I-Losung SYBR® Green I 50 ul
(10000 x Losung in DMSO)
ad 1 x TAE (pH 8,0) 500 ml

2.5.6  Amplifikation von spezifischen DNS-Fragmenten durch die

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Methode, mit der auch aus
Losungen mit sehr niedrigen DNS Konzentrationen spezifische DNS-Abschnitte
vervielfiltigt werden konnen. Das Prinzip der PCR ist die enzymatische Vermehrung

einer DNS-Sequenz mit Hilfe eines Oligonukleotidprimerpaares, welches zu den DNS-
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Abschnitt flankierenden Oligonukleotidsequenzen komplementdr ist. In einem
Denaturierungsschritt wird die doppelstrangige DNS in ihre beiden Einzelstrange
aufgeschmolzen. Dann erfolgt die Anlagerung der Primer in der Annealingphase und
schliefllich synthetisiert eine DNS-Polymerase komplementdre DNS-Sequenzen im
Elongationsschritt. Diese drei aufeinander folgenden Schritte werden in mehreren Zyklen
wiederholt, wobei die DNS-Kopienzahl unter optimalen Bedingungen exponentiell

ansteigt.

2.5.6.1 Verwendete PCR-Primer

Alle innerhalb dieser Arbeit eingesetzten PCR-Primer wurden von der Firma Thermo
Electron GmbH (Ulm, Deutschland) synthetisiert und sind in Tabelle 2.4 aufgefiihrt.
Lyophylisierte Primer wurden in nukleasefreiem Wasser (Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland) zu Losungen von 50 oder 100 pmol/ul rekonstituiert. Die Lagerung aller

Primer-Losungen erfolgte bei -20°C.

Tab. 2.4: Verwendete 16S-rDNS spezifische Oligonukleotidprimer

Bindungs-

.. Referenz
position

Primer | Sequenz (5'-3")

616-F AGA GTTTGA TYM TGG CTC AG 8-27 Juretschko et al. (1998)

630-R | CAK AAA GGA GGT GAT CC 1529-1545 | Juretschko et al. (1998)

Ba27-F | AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 8-27 Edwards et al. (1989)

907-R CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 907-926 | Lane et al.(1985)

1492-R | TAC GGY TAC CTIT GTT ACG 1492-1513 | Lane (1991)
ACTT

Der mit F gekennzeichnete , Forward” (Vorwarts)-Primer bindet an den -Strang, der mit R
versehene ,Reverse” (Riickwarts)-Primer bindet an den +Strang. Fiir Y werden die Basen

T oder C, fiir M die Basen A oder C und fiir K die Basen G oder T in der Primersequenz
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verwendet. Als Bindungsposition wird die Position in der rRNS von Escherichia coli

angegeben (Brosius et al., 1981).

2.5.6.2 Standardansatz fiir die Durchfithrung einer PCR

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte in 200 ul Reaktionsgefafien (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) oder in 96er Mikrotiterplatten (ABgene, Hamburg, Deutschland) in den
Geraten Primus 96 plus (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) und Primus 96 advanced
(PeqLab, Erlangen, Deutschland). Alle PCR-Reagenzien wurden von der Firma Fermentas
GmbH bezogen. Die verwendete thermostabile DNS-Polymerase stammt aus dem
hyperthermophilen Organismus Thermus aquaticus (Taq). Sie katalysiert eine DNS-
Synthese in 5'-3'-Richtung, erzeugt PCR-Produkte mit 3’-Adenin-Uberhiangen und besitzt
keine 3’-5" Exonukleaseaktivitat (,,Proofreading”).

Reaktionspuffer, Nukleotide, Magnesiumchlorid, DMSO und nukleasefreies Wasser
wurden entsprechend der Anzahl der zu amplifizierenden Proben gemischt und fiir 3 min
mit UV-Licht bei A=312nm bestrahlt, um einer Kontamination vorzubeugen.
Anschliefend wurden Primer und Tag-Polymerase dazu gegeben. Das Gesamtvolumen
eines jeden PCR-Ansatzes betrug 50 ul. Fiir alle Ansiatze wurde nukleasefreies, steriles

Wasser (Promega GmbH) verwendet.

Standardansatz fiir eine PCR:
10 x Puffer 5ul
10 x 2,5 mM dNTP-Mix 5ul

25 mM MgCl 5ul
Primer F (50 pmol/ul) 1l
Primer R (50 pmol/pl) 1l

Tag-Polymerase (1 U/ul) 0,5 pl
DNS 1l
ad HoOnukieasefrei 50 },ll
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PCR-Standardprogramm:
Initiale Denaturierung 5 min, 95°C

30-35 Zyklen:

Denaturierung 1 min, 94°C
Annealing 30 s, 50-55°C
Elongation 2 min, 72°C
Finale Elongation 10 min, 72°C

Der PCR-Ansatz und das PCR-Programm wurden entsprechend der zu amplifizierenden
DNS-Abschnitte modifiziert. Fiir die verwendeten Primerpaare wurde die jeweils
optimale Annealing-Temperatur gewdhlt. Um die Vervielfaltigung bestimmter DNS-
Abschnitte zu optimieren, wurden verschiedene MgCl:-Konzentrationen und wenn
notwendig auch DMSO als Additiv (verhindert weitgehend die Ausbildung von

storenden Primerdimeren) eingesetzt.

2.5.6.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Amplifikate wurden mit Hilfe des NucleoSpin® Extract II Kits, wie im Abschnitt 2.5.3
beschrieben, aufgereinigt und von storenden PCR-Reagenzien abgetrennt. Traten mehrere
unspezifische PCR-Produkte auf, wurde eine praparative DNS-Gelelektrophorese
durchgefiihrt (Abschnitt 2.5.5.2). Aufgereinigte PCR-Produkte wurden erneut durch
horizontale Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.5.5) iiberpriift und dann bei -20°C

gelagert.

2.5.7  Erstellung von Klonbanken

25.7.1 Amplifikation der 165-rDNS

Bei der Konstruktion von Klonbanken erfolgte die Amplifikation der gesamten 16S-rDNS

aller Mikroorganismen aus Rhizospharenproben von 2 und 4 Wochen im Ackerboden
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(Scheyern, Schlag A21) im Gewdachshaus gewachsenen Gerstenpflanzen in Anlehnung an

die T-RFLP-Analysen (Abschnitt 2.5.9).

Ansatz fiir eine PCR (Klonbanken):
10 x Puffer 5ul
10 x 2,5 mM dNTP-Mix 5ul
25 mM MgCl 6 ul
DMSO 3ul
Primer 616-F (50 pmol/ul) 1 pul
Primer 1492-R (50 pmol/ul) 1 pl
Tag-Polymerase (1 U/ul) 0,5 ul
DNS (10 ng/ul) 1l
ad H2Onukteasefrei 50 ul

Das PCR-Standardprogramm (Abschnitt 2.5.6.2) wurde mit einer Annealing-Temperatur
von 53°C verwendet. Im Anschluss an die PCR erfolgte die prdparative DNS-Gel-
elektrophorese (Abschnitt 2.5.5.2). Fiir jede Rhizospharenprobe wurde die PCR mit 20, 24
und 28 Zyklen durchgefiihrt. Die daraus entstandenen, aufgereinigten PCR-Amplifikate
wurden anschlieffend gepoolt. Zuvor wurde die Konzentration aller PCR-Produkte
bestimmt (Abschnitt 2.5.4), um beim Poolen beriicksichtigen zu konnen, dass mit

steigender Zyklenanzahl die Konzentration der amplifizierten 165-rDNS zunahm.

2.5.7.2 Erzeugung von Adenin-Uberhingen

Die verwendete DNS-abhidngige DNS Polymerase besitzt die Eigenschaft, strang-
unabhingig 3'terminale Adenin-Uberhinge an die PCR Amplifikate zu generieren. Diese
Eigenschaft wird bei der so genannten T-Vektor Klonierung genutzt (,,sticky ends”). Im
Gegensatz zu einer ,blunt end” Ligation wird bei dieser Methode eine sehr viel hohere
Effizienz erreicht. Da die tiberhdangenden Adenin-Enden der PCR-Produkte relativ schnell

wieder abgebaut werden, diese aber fiir die Ligation bei der T-Vektor Klonierung
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entscheidend sind, wurden zusétzlich nach der PCR und direkt vor der Ligation Adenin-
Uberhénge generiert. Dazu wurden 50 pl Ansétze, wie im Abschnitt 2.5.7.1 aufgefiihrt,
jedoch ohne Primer und mit je 20 pl des jeweiligen aufgereinigten PCR-Produkts,
hergestellt. Die Ansdtze wurden 30 min bei 72°C inkubiert und anschlieffend aufgereinigt

(Abschnitt 2.5.3).

2.5.7.3 Klonierung von PCR-Produkten

In der vorliegenden Arbeit wurde das TOPO TA Cloning® Kit der Firma Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) mit chemokompetenten Escherichia coli TOP10 Zellen zur Ligation
und anschlieflenden Klonierung von PCR-Produkten verwendet. Als Klonierungsvektor
wurde das Plasmid pCR®2.1-TOPO eingesetzt. Alle benodtigten Losungen und die
kompetenten Zellen waren im Klonierungskit enthalten. Die Durchfiihrung entsprach
dem beiliegenden Arbeitsprotokoll.

Der Klonierungsvektor pCR®2.1-TOPO tragt an den 3’-Enden ein iiberhdngendes
Desoxythymidin. Da die PCR-Produkte 3’-Desoxyadenin-Uberhinge aufweisen, lauft die
Ligation durch die kovalent an den Vektor gebundene Topoisomerase erfolgreich ab. Die
Topoisomerase verkniipft das PCR-Fragment mit dem Vektor und wird dabei freigesetzt.

Auflerdem tragt das Plasmid eine Ampicillin- und Kanamycinresistenz sowie eine
multiple Klonierungsstelle (MCS), die fiir das a-Peptid der (3-Galaktosidase (lacZ-Gen)
kodiert. Das a-Peptid komplementiert das lacZ w-Fragment der Wirtszelle, so dass (-
Galaktosidase gebildet werden kann. Bei Zugabe von X-Gal, einem Derivat des
natiirlichen Substrates Laktose, wird dieses gespalten und die Klone sind an ihrer blauen
Farbe zu erkennen. Wenn ein DNS-Fragment in die MCS inseriert wird, wird der
Leserahmen von lacZ unterbrochen und die Bildung des a-Peptids und somit auch die
B-Galaktosidase Aktivitat unterbleiben. Deswegen kann X-Gal nicht gespalten werden
und die Zellen erscheinen weifs (Blau-Weif3-Selektion).

Auf LB-Kanamycin-Agarplatten (50 pg/ml Kanamycin) wurden je 40 ul X-Gal-Losung
aufgetragen. Darauf wurden jeweils 20 ul des Transformationsansatzes ausplattiert und

bei 37°C fiir 24 Stunden inkubiert. Am nachsten Tag wurden 150 weifse Kolonien pro
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Klonbank entnommen und auf frische LB-Kanamycin-X-Gal-Platten iibertragen. Nach
erneuter Inkubation folgten die Kolonie-PCR (Abschnitt 2.5.7.4) und anschlieffend die
Isolierung der Plasmid-DNS (Abschnitt 2.5.2.3) sowie die Anfertigung einer Glycerin-

kultur fiir jeden Klon (Abschnitt 2.2.3).

Losung
X-Gal-Lésung X-Gal 004¢g
ad Dimethylformamid (99% [v/v]) 1 ml

Die X-Gal-Losung wurde lichtgeschiitzt bei -20°C gelagert.

2.5.7.4 Kolonie-PCR

Die Methode der Kolonie-PCR wurde nach der Klonierung zur Uberpriifung der richtigen
Insertgrofie gewahlt. Dabei wurden Zellen von einer frisch gewachsenen E. coli-Einzel-
kolonie mit einem sterilen Zahnstocher entnommen und in 100 pl nukleasefreies Wasser
tiberfiihrt. Diese Losungen wurden mehrmals eingefroren und wieder aufgetaut, um die
Zelllyse zu begiinstigen und DNS fiir die folgende Kolonie-PCR ohne zeitaufwendige
Extraktionsmethoden frei zu setzen. Die initiale Denaturierung wurde auf 10 min
verldngert, um ebenfalls Zellen zu lysieren. Von der Zellsuspension (100 ul) wurden 2 bis
5 ul je Reaktion eingesetzt. Ansonsten entsprach der Reaktionsansatz dem PCR-Standard-
ansatz (Abschnitt 2.5.6.2). Es wurden die Primer 616-F (Tabelle 2.4) und M13-R (Tabelle

2.6) verwendet.

Kolonie-PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 10 min, 94°C
30 Zyklen:
Denaturierung 1 min, 94°C
Annealing 1 min, 55°C
Elongation 1 min, 72°C
Finale Elongation 10 min, 72°C
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2.5.7.5 Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse

Bei dieser Methode entstehen nach Behandlung eines doppelstrangigen DNS-Abschnittes
mit einer Restriktionsendonuklease entsprechend ihrer Erkennungssequenz der
Restriktionsschnittstelle unterschiedlich lange DNS-Fragmente, die als Bandenmuster
nach Auftrennung durch horizontale Agarosegelelektrophorese und Anfarbung mit
Ethidiumbromid (Abschnitt 2.5.5) sichtbar werden. Demzufolge konnen verschiedene
Mikroorganismen aufgrund von Unterschieden in ihrer DNS-Sequenz und daraus
resultierenden ungleichen Fragmentmustern differenziert werden.

Zundchst wurden von jeder Plasmid-Probe Losungen mit einer Plasmid-DNS-
Konzentration von 5 ng/ul hergestellt. Diese Losungen wurden erneut 1:100 verdiinnt
und anschlieffend in eine PCR mit 30 Zyklen, wie im Abschnitt 2.5.7.1 beschrieben, zur
Amplifikation der Inserts eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden einer RFLP-Analyse
unterzogen. Dabei wurden die beiden Restriktionsendonukleasen Mspl und Rsal
(Fermentas GmbH und Promega GmbH; Tabelle 2.5) verwendet. Alle Restriktionen
wurden nach Empfehlungen des Herstellers in den entsprechenden Reaktionspuffern
durchgefithrt. Es wurden jeweils 1 pl des Enzyms (10 U/ul) und 10 pl des PCR-
Amplifikats in einem Volumen von 20 ul eingesetzt und bei 37°C fiir 2 Stunden inkubiert.
Im Anschluss daran wurden die RFLP-Ansatze mit 6 x Loading Dye Solution (Fermentas
GmbH) vermischt und in die Taschen eines 3,5%igen (w/v) Agarosegels iiberfiihrt. Die

Gelelektrophorese erfolgte bei 70 mA.

Tab. 2.5: Verwendete Restriktionsendonukleasen

Enzym T (°C) Erkennungssequenz Herkunftsorganismus
Mspl 37 5-C"CGG-3 Moraxella species
Rsal 37 5-GThA C-3' Rhodopseudomonas sphaeroides
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2.5.8 DNS-Sequenzanalyse

2.5.8.1 Durchfiihrung von Sequenzierungen

Die Sequenzierung von aufgereinigten PCR-Produkten erfolgte im Genomanalyse-
zentrum (GAC) am Helmholtz Zentrum Miinchen mit dem DNS-Kapillarsequenzier-
automaten ABI 3730 (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland).

Zunachst wurde die Sequenzier-PCR in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (ABgene)
durchgefiihrt, wobei das BigDye Terminator (BDT) wv3.1 Sequenzierkit (Applera

Deutschland GmbH) verwendet wurde.

Ansatz fiir eine Sequenzier-PCR:

BDT Pulffer 1l
Primer (10 pmol/ul) 0,2 ul
BDT Mix 1l
Plasmid-DNS 1l

(50, 100 oder 150 ng/pl)
ad H>Onukleasefrei 5 H.l

Sequenzier-PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 1 min, 96°C
50 Zyklen:
Denaturierung 10's,96°C
Annealing 5s,50°C
Elongation 4 min, 60°C
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Zur Sequenzierung der etwa 1500 bp langen 16S5-rDNS-Fragmente wurden folgende

Primer eingesetzt:

Tab. 2.6: Verwendete Primer fiir die Sequenzierung

Primer Sequenz (5'-3") Bindungsposition
M13-F TGT AAA ACG ACG GCC AG Klonierungsvektor
M13-R CAG GAA ACA GCT ATG AC Klonierungsvektor
609-F GGA TTA GAT ACC CBD GTA 16 S rDNS, 785-802
616-F AGA GTIT TGA TYM TGG CTC AG 16 S rDNS, 8-27

612-R GTA AGGTTY TNCGCGT 16 S rDNS, 969-984
907-R CCGTCA ATTCMT TTG AGT TT 16 S rDNS, 907-926

Fiir B werden die Basen G, T oder C, fiir D die Basen G, A oder T, fiir M die Basen A oder
C, fiir N die Basen A, G, T oder C und fiir Y die Basen C oder T in der Primersequenz
verwendet. Als Bindungsposition wird die Position in der rRNS von Escherichia coli
angegeben (Brosius et al., 1981).

Nach der Sequenzier-PCR erfolgte eine Ethanolfdllung zur Aufreinigung der PCR-
Produkte. Zu jedem 5 ul PCR-Ansatz wurden 25 ul 100%-Ethanol gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5 min. Dann wurden die Ansatze bei 2000 x g und
4°C 15 min zentrifugiert, die Uberstande verworfen und die PCR-Amplifikate mit je
125 pl 70%-Ethanol versetzt. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurden die
gereinigten PCR-Produkte in 50 ul LiChrosolv  Wasser (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) gelost, in eine Sequenzier-Mikrotiterplatte (ABgene) {iberfithrt und

sequenziert.
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2.5.8.2 Phylogenetische Auswertung von Sequenzdaten

Alle erhaltenen 16S-rDNS-Sequenzen wurden mit Hilfe der vom National Center for
Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) angebotenen Such-
maschine ,BLAST” (Altschul et al., 1997) mit in der Datenbank GenBank abgelegten
Sequenzen verglichen. Zuvor wurden alle vorhandenen Vektorsequenzen manuell
entfernt.

Fiir die phylogenetische Auswertung wurden die erhaltenen Teilsequenzen zuerst mit der
Sequenzanalyse-Software SeqMan (Lasergene® v7.1, DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA)
zu Gesamtsequenzen zusammengefligt und korrekturgelesen. Dann wurden die
Sequenzen in das Softwarepaket ARB (Ludwig et al., 2004) importiert und in ein
~Alignment” bereits bekannter Sequenzen eingepasst. Dabei wurden die neu importierten
Sequenzen mit phylogenetisch bereits analysierten Sequenzen verglichen und homologe
Positionen an der gleichen Stelle angeordnet. Zundchst erfolgte eine automatische
Anordnung der Sequenzen mit dem Tool ,Fast Aligner” aus dem ARB Softwarepaket.
Danach wurden alle Sequenzen anhand der Sequenzierergebnisse sowie unter
Verwendung der Chromatogramme und der Software Chromas Lite v2.01 (Technelysium
Pty Ltd., Australien) {iberpriift und wenn notwendig das Alignment manuell korrigiert.
Bei dieser Art der Sequenzanalyse ist es notwendig, die erhaltenen Sequenzen einem
Chimarentest zu unterziehen. Dazu wurde in dieser Arbeit das Programm Bellerophon
(http://foo.maths.uq.edu.au/~huber/bellerophon.pl) (Huber et al., 2004b) verwendet. Als
Chimaéren eingestufte Sequenzen wurden von der weiteren phylogenetischen Analyse
ausgeschlossen.

Die Stammbaume zur Rekonstruktion phylogenetischer Verwandtschaften wurden nach
der Maximum-Parsimony- (Fitch, 1966), Neighbor-Joining- (Saitou & Nei, 1987) und
Maximum-Likelihood- (Felsenstein, 1981) Methode erstellt. Alle Baumberechnungs-
verfahren waren im Programmpaket ARB implementiert. Die Matrix der paarweisen
Distanzwerte diente als Grundlage zur Stammbaumrekonstruktion nach der Neighbor-
Joining-Methode (Saitou & Nei, 1987). Mittels Maximum-Parsimony- und Maximum-
Likelihood-Analysen wurde die Topologie der Stammbaume tiiberpriift und gegebenen-

falls korrigiert.
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2.5.9  Terminale-Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus (T-RFLP)-

Analyse

Die T-RFLP-Analyse ist eine sichere und reproduzierbare Methode, um die
Zusammensetzung und Diversitit einer bakteriellen Gemeinschaft in den
unterschiedlichsten Proben zu untersuchen sowie Verdnderungen innerhalb der
Populationsstruktur zu erfassen (Osborn et al., 2000). Diese kultivierungsunabhingige
Methode beruht auf der Extraktion und Amplifikation (PCR) der Gesamt-16S-rDNS der
zu untersuchenden Probe, wobei ein oder auch beide Primer mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Nach Behandlung der PCR-Produkte mit einer
Restriktionsendonuklease werden die terminal fluoreszenzmarkierten Restriktions-
fragmente mit Hilfe eines DNS-Grofienstandards und eines Sequenzierautomaten ihrer
Lange nach aufgetrennt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die T-RFLP-Methode verwendet, um mdogliche
Veranderungen innerhalb der bakteriellen Gemeinschaft in der Rhizosphére von Gerste
nach Einsatz von Proradix® zu untersuchen. Dabei wurden von jeder Rhizospharenprobe
jeweils drei parallele DNS-Isolierungen und schliefdlich drei separate T-RFLP-Analysen
durchgefiihrt.

2.5.9.1 Amplifikation der Gesamt-16S-rDNS

Nach der Isolierung hochmolekularer Gesamt-DNS aus Rhizospharenproben (Abschnitt
2.5.2.1) erfolgte die Amplifikation der Gesamt-16S-rDNS wie im Abschnitt 2.5.7.1
beschrieben. Dabei wurden die Primer Ba27-F und 907-R (Tabelle 2.4; 50 pmol/ul, 0,5 pl je
Primer je Ansatz) eingesetzt. Der Primer Ba27-F war mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM
(6-Carboxyfluorescein) mit einem Absorptionsmaximum bei 488 nm und einem
Emissionsmaximum bei 518 nm markiert. Die PCR wurde mit 23 bis 27 Zyklen

durchgefiihrt.
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2.5.9.2 Aufreinigung fluoreszenzmarkierter PCR-Produkte

Die PCR-Amplifikate wurden nach ihrer Uberpriifung mittels horizontaler Agarosegel-
elektrophorese (Abschnitt 2.5.5) mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Alle notwendigen Losungen
und Puffer waren im Kit enthalten. Aufgereinigte PCR-Amplifikate wurden mit 25 ul EB

Puffer eluiert und ihre Konzentrationen photometrisch bestimmt (Abschnitt 2.5.4).

2.5.9.3 Restriktion der 16S-rDNS-Amplifikate

Die Restriktion der aufgereinigten 165-rDNS-Amplifikate erfolgte unter Verwendung der
Restriktionsendonuklease Mspl (Fermentas GmbH; Tabelle 2.5). Dazu wurden jeweils 1 pl
des entsprechenden Enzympuffers, 0,3 pl des Enzyms (10 U/ul) und 50 ng des PCR-

Produkts in einem Volumen von 10 ul eingesetzt und bei 37°C fiir 2 Stunden inkubiert.

2.5.9.4 Aufreinigung der Restriktionsfragmente

Zur Aufreinigung der Restriktionsfragmente wurde das DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen
GmbH) nach Angaben des Herstellers verwendet. Mit diesem Kit werden Molekiile
entsprechend ihrem Molekulargewicht schnell und effizient mittels Gelfiltration

aufgereinigt.

2.5.9.5 Detektion fluoreszenzmarkierter Restriktionsfragmente

Die Detektion der terminal fluoreszenzmarkierten Restriktionsfragmente erfolgte im
Genomanalysezentrum (GAC) am Helmholtz Zentrum Miinchen mit dem DNS-
Sequenzierautomaten ABI 3730 (Applied Biosystems). Zur Bestimmung der Fragment-

langen wurde als interner Grofenstandard der MapMarker® 1000 (BioVentures, Inc.,
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Murfreesboro, TN, USA) eingesetzt. Dieser Grofienstandard ist mit dem Fluoreszenz-
farbstoff ROX (6-Carboxy-X-rhodamin, Absorptionsmaximum: 488 nm, Emissions-
maximum: 602 nm) markiert.

In Sequenzier-Mikrotiterplatten (ABgene) mit 96 Vertiefungen wurden jeweils 1 pl des
mit der Restriktionsendonuklease Mspl geschnittenen PCR-Amplifikats mit 13 pl HiDi-
Formamid (Applied Biosystems) versetzt. Im Formamid war eine 1:400 Verdiinnung des
MapMarkers® 1000 enthalten. Es folgte ein Denaturierungsschritt bei 95°C fiir 5 min im
Thermocycler Primus 96 plus (MWG Biotech). Danach wurde die Mikrotiterplatte sofort

auf Eis gestellt und schliefilich die Detektion der Restriktionsfragmente begonnen.

2.5.9.6 Auswertung von T-RFLP-Ergebnissen

Die Ergebnisse einer T-RFLP-Analyse wurden in Form eines Elektropherogrammes,
welches die einzelnen Fluoreszenzsignale (Peaks) mit unterschiedlichen Peak-Hohen
entsprechend der Fluoreszenzintensitaten zeigt und in einer Tabelle mit den jeweiligen
Fragmentldangen in Basenpaaren, den entsprechenden Peak-Hohen und Peak-Fldchen
angegeben. Dazu erfolgte die erste Auswertung und Ermittlung der Fragmentlangen tiber
den internen Grofienstandard mit Hilfe der GeneMapper® v3.5-Software (Applied
Biosystems). Signale mit einer Peak-HOhe unter 100 Fluoreszenzeinheiten wurden als
Hintergrundrauschen eingestuft und nicht detektiert (Osborn et al., 2000).

Zur weiteren Auswertung wurden die Peak-Hohen verwendet. Zundchst wurden die
mittleren Peak-Hohen fiir die jeweiligen gleichen Fragmente aus den drei separaten T-
RFLP-Analysen einer Rhizosphdrenprobe mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft® Office Excel 2003 SP2 (Microsoft) errechnet. Dabei wurden die Restriktions-
fragmente als identisch eingestuft, deren Fragmentlangen in einem Bereich von + 1-2 bp
lagen (Graff & Conrad, 2005). Alle Fragmente, die kleiner als 50 bp waren, wurden als
Primerdimere eingestuft und von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Innerhalb
der Sequenzdatenanalyse (Abschnitt 2.5.8.2) wurden Sequenzen gefunden, die durch
Amplifikation von rRNS Genen von Chloroplasten und Mitochondrien der Gerste

entstanden sind. Bei der Auswertung der T-RFLP-Analysen wurden die Fragmente, die
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von Chloroplasten (494, 620, 868 bp) und von Mitochondrien (386, 534, 953 bp) stammten,
nicht berticksichtigt (Sessitsch et al., 2004; Graff & Conrad, 2005).

Die relative Abundanz eines jeden Restriktionsfragments wurde aus der jeweiligen
Signalhohe dieses Fragments dividiert durch die gesamte Peak-Hohe aller Fragmente der
entsprechenden T-RFLP-Analyse berechnet. Diese Quotienten wurden schliefslich in
prozentuale Anteile an der Gesamt-Peak-Hohe (100%) eines T-RFLP-Elektrophero-
grammes umgerechnet. Fragmente mit einer relativen Abundanz unter 0,25% wurden
ausgeschlossen.

Um die in umfangreichen T-RFLP-Datensitzen enthaltenen Informationen komprimiert
und vereinfacht darzustellen, bietet die Hauptkomponentenanalyse in der molekularen,
mikrobiellen Okologie eine wertvolle Anwendung (Dollhopf et al., 2001). So wurde zur
statistischen Auswertung eine Datenmatrix mit den Fragmentlingen und ihren
entsprechenden relativen Abundanzen der zu vergleichenden T-RFLP-Analysen angelegt
und eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis (PCA)) mit der
Software CANOCO 4.5 (Microcomputer Power, Inc., Ithaca, NY, USA) durchgefiihrt.
Dabei wurden die Beziehungen der Variablen untereinander simultan dargestellt. Die
Skalierung wurde mit Fokus auf die Korrelation der Fragmentldngen eingeteilt und es

erfolgte keine nachtragliche Transformation der Abundanzen.

2.5.10 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Nur ein kleiner Bruchteil der in natiirlichen Okosystemen vorkommenden Mikro-
organismen ist kultivierbar und kann mit Hilfe von klassischen kultivierungsabhangigen
Techniken identifiziert werden (Giovannoni et al, 1988; Amann et al., 1995). Die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung hingegen ist eine Methode, die die phylogenetische
Identifizierung und Quantifizierung einzelner Mikroorganismen direkt in ihrem
Mikrohabitat ohne Populationsverschiebungen ermdglicht (Amann ef al., 1995; Wagner et
al., 2003). Dabei werden gegen die ribosomale RNS gerichtete, fluoreszenzmarkierte,
phylogenetische Oligonukleotidsonden eingesetzt. Als Zielmolekiil dient meistens die

16S- oder 235-rRNS, die wegen ihrer funktionellen Konstanz, der hohen Kopienzahl und
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der Struktur mit konservierten und variablen Regionen besonders gut fiir phylogene-

tische Analysen geeignet ist. Die Oligonukleotide sind komplementdr zu bestimmten

Regionen der ribosomalen RNS, wodurch je nach Spezifitit der verwendeten Sonde

gezielt Mikroorganismen in einer Umweltprobe nachgewiesen werden konnen und eine

Unterscheidung bis auf Artniveau moglich ist.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit fand die FISH-Methode zur Detektion der Proradix®

(Pseudomonas fluorescens)-Zellen in der Rhizosphare von Gerste Anwendung.

Losungen
10 x PBS

0,5 M EDTA-L6sung

5 M Natriumchlorid-Lésung

SDS-Losung (10% [w/v])

1 M Tris/HCl-Losung

NaH:PO: (100 mM)
Na:HPO: (100 mM)
NaCl (1,3 M)

ad H2Odem.

pH 7,2-7,4

EDTA
NaOH-Pladttchen
ad H2Oreinst

pH 8,0

NaCl
ad H2Oreinst

Natriumdodecylsulfat (SDS)

ad H2Oreinst

Tris

ad H2Oreinst

pH 8,0 (mit HCI einstellen)

12 g
142 ¢
76 g
1000 ml

73,05¢g
10g
500 ml

146,1 g

500 ml

10g
100 ml

60,57 g
500 ml
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2.5.10.1 Verwendete rRNS gerichtete Oligonukleotidsonden

Alle innerhalb dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidsonden wurden von der Firma

Thermo Electron GmbH fertig markiert bezogen und sind in der Tabelle 2.7 aufgefiihrt.

Tab. 2.7: Verwendete Oligonukleotidsonden

Bindungs- | Sondensequenz | % | Referenz

Sonde Spezifitat position 5.3 FA
EUB-338-1 Bacteria ohne 16S, GCTGCCTCC |35 | (Amannetal,
Planctomycetales, 338-355 | CGT AGG AGT 1990)
Verrucomicrobiales
EUB-338-11 | Planctomycetales 16S, GCA GCC ACC | 35 | (Daims et al.,
338-355 | CGT AGG TGT 1999)

EUB-338-I11 | Verrucomicrobiales 16S, GCT GCC ACC | 35 | (Daims et al.,

338-355 CGT AGG TGT 1999)
GAM-42A y-Proteobacteria 23S, GCCTTCCCA |35 | Manzetal.,
1027-1043 | CATCGT TT 1992)
PSE-225 Pseudomonas 16S CCG ACCTAG | 35 | diese Arbeit
fluorescens, 225242 GCT CAT CTA

aeruginosa,
syringae, putida

Fir % FA wird die verwendete Formamidkonzentration in Prozent (v/v) im
Hybridisierungspuffer angegeben. Zur Detektion der Domaéne Bacteria wurden die
Sonden EUB-338-, 1I, III als dquimolare Mischung eingesetzt. Die Sonde PSE-225 wurde
in Anlehnung an die von Huber et al. (2004a) veroffentlichte Sonde PSE-224 gelegt. Aus
dieser Arbeit war bekannt, dass diese Zielregion fiir die Detektion von Pseudomonas-
Stammen mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden geeignet ist. Die Sondensequenz
und Bindungsstelle wurden entsprechend angepasst, um den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm detektieren zu konnen.

Samtliche Sonden-Losungen wurden bei -20°C lichtgeschiitzt gelagert. Bei Einsatz der
Oligonukleotidsonde GAM-42A wurde gleichzeitig der nicht fluoreszenzmarkierte
Kompetitor (Sondensequenz 5-3": GCC TTC CCA CTT CGT TT) verwendet.
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2.5.10.2 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Alle eingesetzten Oligonukleotidsonden waren mit einem fluoreszierenden Farbstoff
markiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluos,

Cy3 und Cy5 verwendet.

Tab. 2.8: Kenndaten der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Absorptions- Emmissions- Extinktionskoeffizient ¢
Farbstoff . ] .
maximum (nm) maximum (nm) in (1 x mol x cm)
Fluos 494 518 7,5 x 104
Cy3 554 570 1,3 x 105
Cyb 650 667 2x 105

2.5.10.3  Zellfixierung mit Paraformaldehyd

Die Zellfixierung mit Paraformaldehyd (PFA) ermdglicht den Erhalt der Zellstruktur in
ihrem natiirlichen Zustand, da PFA eine Quervernetzung der Zellwdnde bewirkt.
Reinkulturen Gram-negativer Bakterien und ganze Wurzeln wurden mit einer 4% (w/v)-
PFA-Losung fixiert (Amann et al., 1990).

Zundchst wurde die 4% (w/v)-PFA-Losung hergestellt. Dazu wurden 45 ml HoOreinst auf
60 bis 65°C erwdarmt und nach Zugabe von 2 g Paraformaldehyd tropfenweise mit 10 N
NaOH versetzt, bis sich die Losung aufklarte. Nach Zugabe von 5 ml 10 x PBS wurde die
Losung auf etwa 20°C abgekiihlt und der pH-Wert auf 7,2-7,4 eingestellt. Die Losung
wurde steril filtriert (0,45 um Porengrofie, Millipore GmbH) und war bei 4°C gelagert
maximal eine Woche haltbar.

Je 2 ml einer Ubernachtkultur wurden bei 8000 rpm 2 bis 3 min zentrifugiert. Die
sedimentierten Zellen wurden in 200 ul 1 x PBS-Losung resuspendiert, zur Fixierung mit
600 ul 4% (w/v)-PFA-Losung vermischt und bei 4°C fiir mindestens eine Stunde inkubiert.

Anschliefend wurden die Kulturen abzentrifugiert, zweimal mit 1 x PBS-Losung
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gewaschen und in einer 1:1 1 x PBS/EtOHabs-LOsung bis zur Hybridisierung bei -20°C
gelagert.

Ganze Wurzeln wurden in 15 ml Rohrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) ebenfalls in einer Mischung aus 4% (w/v)-PFA- und 1 x PBS-Losung im
Verhiltnis 3:1 bei 4°C fiir zwei Stunden fixiert. Danach wurden die Wurzeln zweimal mit
1 x PBS-Losung vorsichtig gewaschen und zur Lagerung in 15 ml Rohrchen bei -20°C mit

1 x PBS/EtOHoabs (1:1) tiberschichtet.

2.5.104 Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden

Fir die Hybridisierung von Reinkulturen wurden je nach Zelldichte 1 bis 3 ul der
fixierten Bakteriensuspension auf Objekttrager mit 6 oder 10 Aussparungen (Carl Roth
GmbH + Co. KG) pipettiert und bei 46°C angetrocknet. Der Objekttrager mit dem
Probenmaterial wurde zur Dehydratisierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%
(v/v), 80% (v/v), 100%) fiir je 3 min behandelt und anschlieffend luftgetrocknet. Bei der
folgenden Hybridisierung wurde die Stringenz (Bindungsstirke) durch Zugabe von
Formamid (FA) zum Hybridisierungspuffer eingestellt, wobei durch Schwachung der
Wasserstoffbriicken zwischen DNS-Oligonukleotidsonde und rRNS die Bindungsstarke
des Hybrids verringert wird. So erniedrigt die Zugabe von 1% (v/v)-Formamid zum
Hybridisierungspuffer die Dissoziationstemperatur des Hybrids um etwa 0,5°C. Je mehr
Formamid im Puffer enthalten ist, desto stringenter sind die Hybridisierungs-
bedingungen. Die verwendete Formamidkonzentration war von der jeweils eingesetzten
Oligonukleotidsonde abhdngig und wurde der entsprechenden Literatur entnommen.

Der Hybridisierungspuffer setzte sich wie folgt zusammen:

Hybridisierungspuffer NaCl (5 M) 360 pl
Tris/HC1 (1 M, pH 8,0) 40 pl
deionisiertes Formamid siehe Tabelle 2.9
H2Oreinst siehe Tabelle 2.9
SDS (10% [w/v]) 2ul
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Tab. 2.9: Formamidkonzentration im Hybridisierungs-
puffer bei 46°C Hybridisierungstemperatur

% (v/v) Formamid (ul)| H2Oreinst (1)
Formamid

0 0 1600
5 100 1500
10 200 1400
15 300 1300
20 400 1200
25 500 1100
30 600 1000
35 700 900
40 800 800
45 900 700
50 1000 600
55 1100 500
60 1200 400
65 1300 300
70 1400 200
75 1500 100
80 1600 0

Zur Hybridisierung wurde auf jedes Feld mit Reinkulturen eine Mischung von 1 ul
Sondenarbeitslosung (Cy3 und Cy5: 30 ug/ml, Fluos: 50 pg/ml) und 9 ul Hybridisierungs-
puffer pipettiert. Bei Verwendung einer zweiten Sonde bei derselben Formamid-
konzentration wurde von dieser Sonde ebenfalls 1 ul in denselben Reaktionsansatz
gegeben. Der Objekttrager wurde anschliefend in ein 50 ml Probengefafs {iberfiihrt,
welches ein mit 2 ml Hybridisierungspuffer befeuchtetes Stiick Zellstoff zum Schutz vor
Verdunstung enthielt. Die Proben wurden bei 46°C fiir mindestens 1,5 h inkubiert.

Danach folgte ein stringenter Waschschritt in 50 ml vorgewarmtem Waschpuffer bei 48°C
fir 15 min, um unspezifisch gebundene Sonden zu entfernen. Damit die Menge an
toxischem Formamidabfall moglichst gering gehalten wurde, erfolgte die Einstellung der
benotigten Stringenz durch Variation der NaCl-Konzentration im Waschpuffer. Ab 20%
(v/v) Formamid wurde zusétzlich zur Komplexierung storender zweiwertiger Kationen

500 ul 0,5 M EDTA-Losung zugegeben.
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Waschpuffer Tris/HC1 (1 M, pH 8,0) 1ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0; ab 20% FA) 500 pl

NaCl (5 M) siehe Tabelle 2.10
ad H2Oreinst 50 ml
SDS (10% [w/v]) 50 pl

Tab. 2.10: NaCl-Konzentration im Waschpuffer bei 48°C Waschtemperatur

% (v/v) Formamid NaCl ul NaCl (5 M)
im Hybridisie- (mol) (von 20-65% FA: Zugabe
rungspuffer von 500 ul 0,5 M EDTA)

0 0,900 9000
5 0,636 6300
10 0,450 4500
15 0,318 3180
20 0,225 2150
25 0,159 1490
30 0,112 1020
35 0,080 700
40 0,056 460
45 0,040 300
50 0,028 180
55 0,020 100
60 0,014 40
65 0,010 -
70 0,007 350 ul EDTA
75 0,005 250 ul EDTA
80 0,0035 175 ul EDTA

Nach dem Waschschritt wurden der Objekttrager vorsichtig mit H2Oreinst abgespiilt,
lichtgeschiitzt luftgetrocknet und die fertigen Praparate in Citifluor-AF1 (Citifluor Ltd.,
London, Grofsbritannien) eingebettet, um Ausbleichungseffekte wahrend der mikrosko-
pischen Auswertung zu vermindern. Der Objekttrager wurde mit einem Deckglas
versehen.

Bei der Hybridisierung von etwa 2 cm langen Wurzelabschnitten erfolgten alle Schritte
aufler dem stringenten Waschen im 2 ml Reaktionsgefafs (Eppendorf). Im
Hybridisierungsschritt wurden die Wurzelabschnitte mit einer Mischung aus 120 ul
Hybridisierungspuffer und je 15 pl der entsprechenden Sonde bedeckt. Am Ende wurden

die Wurzelstiicke auf Standardobjekttrager gelegt und in Citifluor-AF1 eingebettet.
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2.6 Mikroskopische Methoden

2.6.1  Epifluoreszenz-Mikroskopie

Die Detektion von fluoreszenzmarkierten Bakterien aus Reinkulturen erfolgte mit einem
Epifluoreszenz-Mikroskop der Firma Zeiss (Axioplan, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland). Zur Auswertung wurden ein Olimmersionsobjektiv ~(Plan-Neofluar
Objektiv, numerische Apertur 1,3) mit 100-facher Vergrofierung oder ein Wasser-
immersionsobjektiv (63x/1,2 W) verwendet. Das Anregungslicht wurde durch eine
Quecksilberdampflampe (HBO50ac, Carl Zeiss AG) erzeugt. Die verwendeten

Fluoreszenzfiltersatze sind in der Tabelle 2.11 zusammengefasst.

Tab. 2.11: Kenndaten der zur Epifluoreszenz-Mikroskopie verwendeten Filtersitze

Fluorochrom Anregungsfilter Farbteiler Emissionsfilter

Griine Fluoreszenz;

Fluorescein und GFP HQ 480/40 Q505LP HQ 535/50

Rote Fluoreszenz;

HQ 535/50 Q 565LP HQ 605/75
Cy3

2.6.2  Vorbereitung von Wurzeln fiir die konfokale Laserscanning-

Mikroskopie

2.6.2.1 Wurzeln mit GFP-markierten Bakterien

Mit dem GFP-markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm inokulierte
Gerstenwurzeln wurden, wie im Abschnitt 2.4.6 beschrieben, geerntet, sofort auf einen
Objekttrager gelegt und in Citifluor-AF1 eingebettet. Darauf wurde ein Deckglas gelegt

und mit Klebestreifen befestigt.
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2.6.2.2 Praparation von Wurzelquerschnitten

Neben der Fluoreszenz in situ Hybridisierung an ungeschnittenen Wurzelstiicken wurden
auch Wurzelschnitte von mit dem GFP-markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stamm inokulierten Gerstenwurzeln angefertigt. Dazu wurde ein kleiner Styroporblock in
der Mitte eingeschnitten und dazwischen ein Stiick einer frisch geernteten Wurzel
(Abschnitt 2.4.6) eingeklemmt. Mit einer Rasierklinge wurden mehrere, zwischen 50 und
100um dicke Querschnitte von allen Teilen der Wurzel durchgefiihrt. AnschlieSend
wurden die Querschnitte jeweils in einen Tropfen H2Oreinst auf einen Epoxyharz-
beschichteten Objekttrager mit 10 Aussparungen (Carl Roth GmbH + Co. KG) gelegt, kurz

angetrocknet, mit Citifluor-AF1 {iberschichtet und sofort mikroskopiert.

2.6.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Diese mikroskopische Methode besitzt den Vorteil, ausschliefslich aus der Fokusebene
stammende Fluoreszenzsignale detektieren zu konnen. Die Erfassung von Streulicht-
signalen, die von ober- und unterhalb der eigentlichen Fokusebene stammen, kann mit
Hilfe eines so genannten Pinholes verhindert werden. Das zu untersuchende Préaparat
wird dabei punktformig mit monochromatischem Licht angeregt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das konfokale Laserscanning-Mikroskop
LSM-510 der Firma Zeiss zur Betrachtung von Wurzelpraparaten und Detektion
fluoreszenzmarkierter Bakterien verwendet. Dabei dienten ein Argon- (488 nm) und zwei
Helium-Neon-Laser (543, 633 nm) als Lichtquelle und es wurde ein Wasserimmersions-
objektiv C-Apochromat® 63x/1,2 W Korr mit 63-facher Vergrofierung und einer
numerischen Apertur von 1,2 verwendet. Die Bildaufnahme und -verarbeitung erfolgte
mit der mitgelieferten Software Zeiss LSM Image Browser Version 2.80. Verwendete

Fluoreszenzfarbstoffe, Filtersatze und Laser sind in der Tabelle 2.12 aufgefiihrt.
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Tab. 2.12: Kenndaten der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und der entsprechenden Filtersatze und

Laser des konfokalen Laserscanning-Mikroskops

Fluorochrom Abs?rptlons- Em,l ssions- Laser Strahlteiler Filter
maxima (nm) | maxima (nm) (nm)
NFT 490
GFP 498 516 Argon 488 HFT BP 500-550
488/543
NFT 490
Fluos 490, 494 520, 525 Argon 488 HFT BP 500-550
488/543
Helium- HFT
14 4 7 LP
Cy3 514, 552, 55 566, 570 Neon 543 488/543 560
Helium- HFT UV
4 7 LP
y5 649 666,670 | Neon 633 | 488/543/633 650
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stammes anhand von Parametern mit pflanzenwachstums-

fordernder Relevanz

3.1.1 Keimzahlbestimmung

Zur Quantifizierung des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes im Proradix®-
Originalpraparat wurden Verdiinnungsreihen mit 1 x PBS- und 10 mM Magnesiumsulfat-
Losung hergestellt. Die Verdiinnungsstufen 10 bis 10 wurden auf King’s B Medium
ausplattiert (Abschnitt 2.3.1). Alle gewachsenen Kolonien hatten die gleiche Kolonieform
und die bei dem verwendeten Medium fiir Pseudomonas fluorescens typische gelb-griin
fluoreszierende Farbe. Fiir die Zellzahlbestimmung wurden die Platten der Verdiinnungs-
stufe 107 ausgezahlt. Dabei wurden Mittelwerte aus fiinf parallelen Zdhlungen in Hohe
von 2,4 x 10" (£ 0,6 x 10'%; 1 x PBS) und 2,9 x 10" (+ 0,5 x 10'% MgSOs-Losung) CFU pro g
Proradix®-Originalpraparat ermittelt. Die Zahlen in Klammern stellen die Standard-
abweichungen dar. Der Hersteller des Praparates gibt einen Wert von 5 x 10 CFU je g

Proradix® an (Sourcon-Padena GmbH & Co. KG).

3.1.2  Siderophorenproduktion

Um eine mogliche Bildung von Siderophoren nachzuweisen, wurde der Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Stamm auf Chromazurol S/HDTMA-Indikatorplatten angezogen
(Abschnitt 2.3.2). Das Ergebnis wird in der Abbildung 3.1 gezeigt. Es waren deutlich
rot/orangefarbene Hofe um die Bakterienkolonien ausgepragt. Demzufolge besitzt der

Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm die Fahigkeit, Siderophore zu produzieren, die
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Eisen-(III)-Ionen aus dem Chromazurol S/HDTMA-Komplex herauslosten und somit den

Farbumschlag bewirkten.

Abb. 3.1: Nachweis der Siderophorenproduktion mit Hilfe von
Chromazurol S/HDTMA-Indikatorplatten fiir den
Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm

3.1.3 IES-Produktion

Um zu tiberpriifen, ob der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm in der Lage ist,
Indol-3-Essigsaure zu produzieren, wurde er in einer Ubernachtkultur in M9-Minimal-
medium mit Tryptophan angezogen und der IES-Gehalt mittels eines Waters ACQUITY-
UltraPerformance-LiquidChromatography-Trennsystems (UPLC) ermittelt (Abschnitt
2.3.3). Dabei wurde ein Wert von 93,5 nmol IES/ml Uberstand bestimmt. Im Vergleich
dazu wurde fiir den IES-produzierenden Stamm Azospirillum brasilense Sp7 ein IES-Gehalt

von 90,6 nmol/ml Uberstand gemessen.

3.14 ACC-Deaminase Aktivitit

Da bei einigen Bakterien ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt des Enzyms 1-
Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Deaminase und der Forderung des pflanzlichen

Wachstums besteht, wurde der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm auf Produktion
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dieses Enzyms getestet (Abschnitt 2.3.4). Dazu wurde das Minimalmedium nach Brown &
Dilworth (1975) verwendet und Burkholderia phytofirmans als Positivkontrollstamm
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.2 dargestellt.

Auf den Positivkontrollen, die das Minimalmedium und Ammoniumchlorid enthielten,
war ein deutliches Wachstum und auf den Negativkontrollen ohne Stickstoffquelle kein
Wachstum erkennbar. Der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm wuchs nicht auf der
ACC-Testplatte. Im Vergleich zum Positivkontrollstamm konnte bei Burkholderia
phytofirmans ein eindeutiges Wachstum auf der ACC-Testplatte beobachtet werden.
Folglich ist der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm anhand der gewahlten

Methode nicht in der Lage, das Enzym ACC-Deaminase zu synthetisieren.

Abb. 3.2: Nachweis der ACC-Deaminase Aktivitat
A-C: Proradix® (Pseudomonas fluorescens), D-F: Burkholderia phytofirmans;, A/D: Positivkontrolle,
B/E: ACC-Testplatte, C/F: Negativkontrolle

3.1.5 Hemmung von Pilzwachstum (Dualkulturtests)

In so genannten Dualkulturtests oder auch Konfrontationstests wurde {iberpriift, ob der
Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm das Wachstum phytopathogener Pilze
beeinflussen kann. Dabei wurde der Stamm, wie im Abschnitt 2.3.5 beschrieben,
zusammen mit bodenbiirtigen Schadpilzen auf PDA- und M9-Agarplatten (Abschnitt
2.2.2) inkubiert. Welche Wirkung Proradix® (Pseudomonas fluorescens) auf die

ausgewahlten Pilze ausiibte, ist in der Tabelle 3.1 und der Abbildung 3.3 dargestellt.
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Eine deutliche Hemmung des pilzlichen Wachstums in Anwesenheit von Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) war bei Gaeumannomyces graminis Ggt 13 (auf M9-Medium) und
Pythium ultimum Isolat Witzenhausen sichtbar. Das Wachstum aller in dieser Arbeit
verwendeten Fusarien-Arten mit Ausnahme von Fusarium coeruleum wurde durch
Proradix® (Pseudomonas fluorescens) nicht beeinflusst und das Wachstum von Phytophthora

erythroseptica sowie Rhizoctonia solani wurde nur schwach gehemmt.

Tab. 3.1: Dualkulturtests: Die Tabelle gibt an, welchen Einfluss der Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stamm auf das Wachstum ausgewahlter phytopathogener Pilze
austibte.

-: keine Hemmung, +: Wachstum verlangsamt jedoch keine Hemmung, (+):
schwache Hemmung, +: deutliche Hemmung, /: kein Pilzwachstum auf diesem

Medium méglich
Phytopathogener Pilz PDA M9
Fusarium coeruleum / +
Fusarium culmorum - -
Fusarium graminearum / -
Fusarium oxysporum / -
Fusarium solani - -
Gaeumannomyces graminis Ggt 13 (+) +
Pythium ultimum Witzenhausen + +
Phytophthora erythroseptica (+) /
Rhizoctonia solani 1 * (+)
Rhizoctonia solani 2 * (+)

Abb. 3.3: Wirkung des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes auf phytopathogene Pilze
A: Gaeumannomyces graminis Ggt 13 auf M9-Agar und B/C: Pythium ultimum Isolat Witzenhausen auf
PDA Agar (B: Kontrolle, auf der nur der Pilz wachst)
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3.2 Uberpriifung des pflanzenwachstumsférdernden Effekts

durch Proradix® (Pseudomonas fluorescens)

3.21  Anzucht von Gerste im Quarzsandsystem

Zuniachst wurden 4 Pflanzen, die mit Proradix® durch Saatgutbeizung behandelt waren
und 4 unbehandelte Kontrollpflanzen im unsterilen Quarzsandsystem im Labor
angezogen (Abschnitt 2.4.3.1). Nach 3 Wochen Wachstum wurden alle Pflanzen geerntet
und ihre Spross- und Wurzellangen sowie die Trockenmassen nach Inkubation bei 70°C
bestimmt (Abschnitt 2.4.6).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Proradix® behandelten Pflanzen
und den Kontrollen gefunden werden (Abbildungen 7.1 und 7.2 im Anhang). Dieses

Experiment wurde dreimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt.

3.2.2  Kultivierung von Gerste in Topfexperimenten im Gewdachshaus

3.2.2.1 Experimente mit Kultursubstrat

Um die Frage zu beantworten, ob sich die Behandlung mit Proradix® forderlich auf das
pflanzliche Wachstum auswirkt, wurde Gerste in Experimenten mit zwei verschiedenen
Kultursubstraten und zwei unterschiedlichen Lichtquellen in 7 1 Tépfen bis zur Kornreife
im Gewachshaus angezogen (Abschnitt 2.4.4). Es wurden durch Saatgutbeizung mit
Proradix® behandelte Pflanzen mit nicht inokulierten Kontrollpflanzen verglichen. In
allen durchgefiihrten Experimenten wurden die Anzahl der Ahren pro Topf, das Stroh-,

Ahren- und Korngewicht pro Topf sowie das Tausendkorngewicht (TKG) ermittelt.
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Abb. 3.4: Durchfiihrung von Topfexperimenten im Gewachshaus unter
Verwendung von Hochdruck-Natriumdampflampen
A: Pflanzen nach 13 Wochen Wachstum, B: Vergleich zwischen
Kontrolle und Proradix®-Behandlung zum Erntezeitpunkt

Abb. 3.5: Durchfiihrung von Topfexperimenten im Gewédchshaus unter Verwendung von Halogen-Metall-

dampflampen
A: nahrstoffreiches Substrat (Okohum®), B: Mischung (1:1) aus néhrstoffreichem Substrat

(Okohum®) und nihrstoffarmer Nullerde (Fruhstorfer Erde®)

Ein Teil der Experimente erfolgte unter Verwendung von Hochdruck-Natriumdampf-
lampen Philips SON-T AGRO 400 als Lichtquelle und eines néhrstoffreichen Substrats
(Okohum®) mit 6 Pflanzen je Topf. Fiir fast alle ermittelten Parameter konnten signifikant
hohere Werte bei den Pflanzen mit Proradix®-Behandlung festgestellt werden (Abbildung
3.4 B und 3.6). So nahmen die Anzahl der Ahren und das Strohgewicht pro Topf im
Vergleich zur Kontrolle um 44% zu. Nur das Tausendkorngewicht war fiir die Kontrolle

und fiir die Proradix®-Behandlung gleich und lag bei 43 g.
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Abb. 3.6: Topfexperiment im Gewédchshaus mit Hochdruck-Natriumdampflampen und néhrstoffreichem
Substrat (Okohum®): Anzahl der Ahren pro Topf, Stroh-, Ahrengewicht pro Topf und Tausend-
korngewicht von nicht inokulierten Gerstenpflanzen und durch Saatgutbeizung mit Proradix®
behandelten Pflanzen (6 Pflanzen pro 7 1 Topf); Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
vom arithmetischen Mittelwert aus 4 Wiederholungen an. Signifikante Unterschiede sind nach
Durchfithrung des t-Tests und des Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) mit * gekennzeichnet.

An den Gerstenpflanzen traten jedoch starke Mangelerscheinungen auf (Abbildung 3.4
A). Dieser Zustand konnte durch Diingergaben in verschiedenen Konzentrationen nicht
verdndert werden. Demzufolge wurde die Beleuchtung ausgetauscht und so kamen
Halogen-Metalldampflampen Osram HQI-TS 400 W/D in allen Folgeexperimenten zum
Einsatz (Abbildung 3.5). Das Wachstum der Gerste verbesserte sich deutlich.

Zunachst wurde ein Versuch mit Halogen-Metalldampflampen und optimaler Nahrstoff-
versorgung (Okohum® Substrat, zusétzliche Nahrstoffzufuhr durch Diingung, Abschnitt

2.44.1)) mit 5 Pflanzen pro Topf in dreifacher Wiederholung im Abstand von einem
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Monat durchgefiihrt. Bei Betrachtung der Ergebnisse der Kontrollpflanzen fallt im
Vergleich zum vorherigen Experiment auf, dass unter diesen Bedingungen in allen drei
Versuchsansdtzen deutlich hohere Ergebnisse fiir alle untersuchten Parameter erzielt
wurden. Jedoch konnten keine Unterschiede zwischen der Kontrolle und der Proradix®-

Behandlung festgestellt werden (Abbildung 3.7).
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Abb. 3.7: Topfexperiment im Gewéachshaus mit Halogen-Metalldampflampen und néhrstoffreichem Substrat
(Okohum®): Anzahl der Ahren pro Topf, Stroh-, Ahrengewicht pro Topf und Tausendkorngewicht
von nicht inokulierten Gerstenpflanzen und durch Saatgutbeizung mit Proradix® behandelten
Pflanzen (5 Pflanzen pro 7 1 Topf); Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom
arithmetischen Mittelwert aus 8 Wiederholungen an. Unterschiede sind nicht signifikant.

In einem weiteren Experiment wurden Nahrstoffmangelbedingungen erzeugt. Es wurde
eine nahrstoffarme Nullerde (Fruhstorfer Erde®, Abschnitt 2.4.4.1) verwendet und nur die
Halfte der fiir Versuche mit Nahrstoffreichtum eingesetzten Diingermenge verabreicht.

Die Ahrenanzahl, das Stroh-, Ahren- und Korngewicht und auch das Tausendkorn-
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gewicht verringerten sich in diesem Experiment verglichen mit den vorhergehenden
Versuchsansdtzen unter Nahrstoffreichtum sehr deutlich. Dabei konnte ein signifikanter
wachstumsstimulierender Effekt durch Proradix® nachgewiesen werden (Abbildung 3.8).
Fiir die Anzahl der Ahren pro Topf konnte eine Zunahme um 24% im Vergleich zur
Kontrolle verzeichnet werden. Es ergab sich eine Steigerung um 29% fiir das Strohgewicht
und um 16% fiir das Ahrengewicht verglichen mit den nicht inokulierten Kontrollen. Bei
den mit Proradix® behandelten Pflanzen wurde ein nicht signifikant geringeres

Tausendkorngewicht gegeniiber den Kontrollpflanzen bestimmt.
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Abb. 3.8: Topfexperiment im Gewaidchshaus mit Halogen-Metalldampflampen und néhrstoffarmer Nullerde
(Fruhstorfer Erde®): Anzahl der Ahren pro Topf, Stroh-, Ahrengewicht pro Topf und Tausend-
korngewicht von nicht inokulierten Gerstenpflanzen und durch Saatgutbeizung mit Proradix®
behandelten Pflanzen (5 Pflanzen pro 7 1 Topf); Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
vom arithmetischen Mittelwert aus 8 Wiederholungen an. Signifikante Unterschiede sind nach
Durchfithrung des t-Tests und des Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) mit * gekennzeichnet.
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Im darauf folgenden Versuch wurden nahrstoffreiches Substrat (Okohum®) und
nahrstoffarme Nullerde (Fruhstorfer Erde®) im Verhiltnis 1:1 gemischt und wie im
vorherigen Experiment unter Nahrstoffmangelbedingungen gediingt. Die Ergebnisse in
der Abbildung 3.9 zeigen eine signifikant hdhere Ahrenanzahl mit einer Zunahme um
18%, wahrend fiir das Stroh- und das Ahrengewicht pro Topf nur eine leichte, nicht
signifikante Steigerung um 4% bzw. 6% bei der mit Proradix® behandelten Gerste zu
verzeichnen war. Das Tausendkorngewicht nahm fast identische Werte sowohl fiir die

Kontroll- als auch die Proradix®-Pflanzen an.
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Abb. 3.9: Topfexperiment im Gewachshaus mit Halogen-Metalldampflampen und einer Mischung (1:1) aus
néhrstoffreichem Substrat (Okohum®) und nahrstoffarmer Nullerde (Fruhstorfer Erde®): Anzahl der
Ahren pro Topf, Stroh-, Ahrengewicht pro Topf und Tausendkorngewicht von nicht inokulierten
Gerstenpflanzen und durch Saatgutbeizung mit Proradix® behandelten Pflanzen (5 Pflanzen pro 7 1
Topf); Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom arithmetischen Mittelwert aus
8 Wiederholungen an. Signifikante Unterschiede sind nach Durchfithrung des t-Tests und des
Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) mit * gekennzeichnet.
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3.2.2.2 Experimente mit Ackerboden

Dariiber hinaus wurden jeweils drei Pflanzen in 2,5 1 Toépfen befiillt mit Ackerboden
vom Schlag A21 des HMGU-Versuchsgutes in Scheyern unter den im Abschnitt 2.4.4
genannten Gewdchshausbedingungen und Verwendung von Hochdruck-Natriumdampf-
lampen angezogen. Nach 1, 2, 3, 4, 6, 8 und 10 Wochen Wachstum wurden je drei Topfe
geerntet und die Sprossldngen sowie die Trockenmassen (70°C) der Sprosse und Wurzeln
von nicht inokulierten Kontrollpflanzen und durch Saatgutbeizung mit Proradix®
behandelten Pflanzen ermittelt. Fiir die Bestimmung der Trockenmassen wurden die drei
Sprosse bzw. die drei Wurzeln je Topf vereinigt. In den Abbildungen 3.10-3.12 ist
erkennbar, dass in der ersten Wachstumsphase von Spross und Wurzel noch keine
sichtbare Wachstumsstimulierung durch Proradix® stattfand. Nach 1, 2 und 3 Wochen
Wachstum wurden anndhernd gleiche Trockenmassen fiir Kontroll- und Proradix®-
Pflanzen gemessen. Im weiteren Verlauf verringerten sich sogar die Trockenmassen vom
Spross und der Wurzel der mit Proradix® behandelten Pflanzen im Vergleich zur
Kontrolle. Erst nach 10 Wochen konnte eine leichte Tendenz zur Erhéhung des Spross-

und Wurzelgewichts bei der mit Proradix® behandelten Gerste festgestellt werden.
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Abb. 3.10: Sprosstrockenmassen von bis zu 10 Wochen im Ackerboden (Versuchsgut Scheyern) im
Gewaichshaus angezogenen Gerstenpflanzen, deren Samen unbehandelt bzw. mit Proradix®
gebeizt waren (3 Pflanzen pro 2,5 1 Topf). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
vom arithmetischen Mittelwert aus 3 Wiederholungen an. Signifikante Unterschiede sind nach
Durchfithrung des t-Tests und des Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) mit * gekennzeichnet.
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Abb. 3.11: Wurzeltrockenmassen von bis zu 10 Wochen im Ackerboden (Versuchsgut Scheyern) im
Gewachshaus angezogenen Gerstenpflanzen, deren Samen unbehandelt bzw. mit Proradix®
gebeizt waren (3 Pflanzen pro 2,5 1 Topf). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
vom arithmetischen Mittelwert aus 3 Wiederholungen an. Unterschiede sind nach Durch-
fiihrung des t-Tests und des Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) nicht signifikant.

Die Sprosslangen zeigten einen dhnlichen Verlauf, wobei eine geringe Zunahme bei der

Proradix®-Behandlung bereits nach 8 Wochen zu sehen war.
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Abb. 3.12: Sprosslangen von bis zu 10 Wochen im Ackerboden (Versuchsgut Scheyern) im Gewachshaus
angezogenen Gerstenpflanzen, deren Samen unbehandelt bzw. mit Proradix® gebeizt waren
(3 Pflanzen pro 2,5 1 Topf). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom arithmetischen
Mittelwert aus 9 Messungen an. Unterschiede sind nach Durchfithrung des t-Tests und des

Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) nicht signifikant.
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Zur Untersuchung von Einzelpflanzen wurde der Ackerboden in 400 cm?® Topfe gefiillt.
Die Ernte der Gerste erfolgte bereits nach 8 Wochen, da diese Topfe aufgrund der
geringen Bodenmenge und eines begrenzten Nahrstoffangebots eine lingere Anzucht
nicht zuliefSen. In mehreren Versuchsansatzen wurden nicht inokulierte Gerstenkeimlinge
als Kontrollen und Keimlinge von mit Proradix® gebeizten Samen verwendet. Zusatzlich
wurden zundchst unbehandelte Keimlinge und Keimlinge der durch Saatgutbeizung mit
Proradix® behandelten Samen mit der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellsuspension
(108 Zellen/ml, Abschnitt 2.4.2.2) inokuliert. Innerhalb dieser Experimente konnte nach 8
Wochen kein pflanzenwachstumsfordernder Effekt nach Applikation von Proradix®

beobachtet werden (siehe Abbildungen 7.3 und 7.4 im Anhang).

Die innerhalb der im Gewdachshaus durchgefiihrten Topfexperimente erzielten Ergebnisse
zeigen, dass unter optimalen Wachstumsbedingungen kein wachstumsstimulierender
Effekt durch Proradix® nachweisbar war. Wurde Gerste jedoch unter Mangelbe-
dingungen, zum Beispiel das Licht- oder Nahrstoffangebot betreffend, angezogen, so
wurden sowohl mehr Ahren mit einer groSeren Masse gebildet als auch das
Sprossgewicht erhoht. Dieser Effekt konnte noch nicht nach 8 Wochen Wachstum,
sondern erst am Ende einer kompletten Vegetationsperiode, welche die vollstandige

Kornreife einschlief3t, beobachtet werden.

3.2.3 Parzellenversuche mit Gerste im Feldmafistab

Neben den Topfexperimenten im Gewadchshaus wurden praxisbezogen Parzellenversuche
mit Gerste auf verschiedenen ©kologisch oder integriert bewirtschafteten Schlagen des
vom Helmholtz Zentrum Miinchen betriebenen Versuchsgutes des Klosters Scheyern
durchgefiihrt (Abschnitt 2.4.5). Dabei wurden die in den Abbildungen 3.14 und 3.15

dargestellten Ertrage ermittelt.
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Abb. 3.13: Durchfithrung von Parzellenversuchen mit Gerste auf dem vom Helmholtz Zentrum Miinchen
betriebenen Versuchsgut des Klosters Scheyern in den Jahren 2006 und 2007
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Abb. 3.14: Parzellenversuche auf den Schldgen Al, A26, A19 und A21 des Versuchsgutes in Scheyern im
Jahr 2006: Ertrage von Gerste mit und ohne Poradix-Behandlung; Mit ,,6” ist die 6kologische, mit
»i” die integrierte Bewirtschaftung bezeichnet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
vom arithmetischen Mittelwert aus 4 Wiederholungen an. Signifikante Unterschiede sind nach
Durchfithrung des t-Tests und des Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) mit * gekennzeichnet.

Im Jahr 2006 fithrte der Einsatz von Proradix® zu einer signifikanten Ertragssteigerung
um 19% auf dem Okologisch bearbeiteten Schlag A1l und um 15% auf dem integriert
bewirtschafteten Schlag A21. An den tiibrigen beiden Standorten war eine leichte, nicht

signifikante Tendenz zur Erh6hung des Ertrags in den Proradix® behandelten Bestanden
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zu erkennen, wobei das vermehrte Auftreten der Ackerkratzdistel das Wachstum der
Gerste auf dem Schlag A26 beeintrachtigte.

Das Jahr 2007, welches durch eine sehr ausgepragte Trockenheitsphase gekennzeichnet
war, erbrachte insgesamt um bis zu 50% erniedrigte Ertrage (Vergleich Abbildungen 3.14
und 3.15). Auf dem integrierten Schlag A19 war eine signifikante Zunahme des Ertrags
um 13% fiir die mit Proradix® behandelte Gerste zu verzeichnen (Abbildung 3.15),
wahrend auf den weiteren drei Schldgen keine Mehrertrage durch Proradix®-Behandlung
festgestellt werden konnten. In den Okologisch bearbeiteten Parzellen wurden die
Gerstenertrdge von einem starken Unkrautdruck durch die Ackerkratzdistel beeinflusst
(Abbildung 3.17 B). Insgesamt wurden in beiden Jahren im integrierten Anbau bis zu

doppelt so hohe Ertrage verglichen mit der 6kologischen Bewirtschaftung erreicht.
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Abb. 3.15: Parzellenversuche auf den Schldgen Al, A26, A19 und A20 des Versuchsgutes in Scheyern im
Jahr 2007: Ertrage von Gerste mit und ohne Poradix-Behandlung; Mit ,,6” ist die 6kologische, mit
»i” die integrierte Bewirtschaftung bezeichnet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
vom arithmetischen Mittelwert aus 8 Wiederholungen an. Signifikante Unterschiede sind nach
Durchfithrung des t-Tests und des Wilcoxon-Rangsummen-Tests (a=0,05) mit * gekennzeichnet.

Im Jahr 2007 bestand die Moglichkeit, einen weiteren Parzellenversuch mit Gerste im

Versuchsgut der Technischen Universitat Miinchen in Roggenstein anzulegen. Bei diesem
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Versuch wurden im 6kologischen und im integrierten Anbau bis zu doppelt so hohe
Ertrage im Vergleich mit den Ergebnissen aus Scheyern erreicht. Eine wachstums-
fordernde Wirkung durch Proradix® konnte in Roggenstein jedoch nicht nachgewiesen
werden (Abbildung 3.16). In den Parzellen im TU-Versuchsgut traten kaum Unkraut-

druck (Abbildung 3.17 A) und kaum Pathogendruck auf.
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Abb. 3.16: Parzellenversuch im TU-Versuchsgut in Roggenstein im Jahr 2007: Ertrdge von Gerste mit und
ohne Poradix-Behandlung; Mit ,0ko” ist die o©kologische, mit ,int” die integrierte
Bewirtschaftung bezeichnet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom

arithmetischen Mittelwert aus 8 Wiederholungen an. Unterschiede sind nicht signifikant.

Abb. 3.17: Vergleich der Parzellen mit 6kologischer Bewirtschaftung im TU-Versuchsgut in Roggenstein (A)
und im HMGU-Versuchsgut in Scheyern (B) im Jahr 2007
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Zur Untersuchung des Néahrstoffgehalts wurden Bodenproben von allen Parzellenstand-
orten in Scheyern und Roggenstein analysiert (Abschnitt 2.4.5). Die Ergebnisse der

Bodenanalysen sind in der Tabelle 3.2 dargestellt.

Tab. 3.2: Nahrstoffgehalt der Boden in den Versuchsgiitern in Scheyern und Roggenstein, auf denen
Parzellenversuche innerhalb der vorliegenden Arbeit durchgefithrt wurden. Mit ,6ko” ist die
okologische, mit ,int” die integrierte Bewirtschaftung bezeichnet.

Schlag Versuch/Jahr C (%) N (%) P (g/kg) | K(g/kg | Mg (g/kg)
Al Gerste 06ko/2006 1,38 0,142 0,728 0,974 1,85
A26 Gerste 6ko/2006 1,61 0,175 0,663 1,00 1,97
A19 Gerste int/2006 1,24 0,127 0,797 1,47 3,28
A21 Gerste int/2006 1,07 0,125 0,614 1,50 3,32
Al Gerste 6ko/2007 1,22 0,134 0,802 1,18 2,26
A26 Gerste 6ko/2007 1,16 0,132 0,578 1,34 2,35
A19 Gerste int/2007 1,85 0,175 1,34 1,88 3,49
A20 Gerste int/2007 1,70 0,177 0,738 1,58 3,33
Roggenstein| Gerste 6ko/2007 1,71 0,162 0,791 2,46 3,99
Roggenstein| Gerste int/2007 1,70 0,189 0,752 2,10 3,92

Verglichen mit den Schldgen in Scheyern wurden fiir Roggenstein deutlich hohere
Kalium- und Magnesiumkonzentrationen ermittelt. In Scheyern ist das Nahrstoffangebot
der Boden der Parzellenstandorte im integrierten Anbau im Vergleich zur 6kologischen
Bewirtschaftung nachweisbar erhoht. Dies zeigen die Werte fiir Kalium und Magnesium
im integrierten Anbau in beiden Versuchsjahren und fiir Kohlenstoff, Stickstoff und
Phosphat im Jahr 2007. Der Boden in Roggenstein hingegen ist durch gleich grofie
Nahrstoffkonzentrationen sowohl fiir die Parzellen mit integrierter als auch mit

okologischer Bewirtschaftung gekennzeichnet.
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3.3 Besiedlung von Gerstenwurzeln durch den Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Stamm - Untersuchungen mit FISH

und spezifischer GFP-Markierung

3.3.1 Inokulation von Gerstenkeimlingen

Zur Untersuchung des Kolonisierungsverhaltens von Proradix® (Pseudomonas fluorescens)
an Gerstenwurzeln wurden mit Proradix® gebeizte Samen (Abschnitt 2.4.2.1) verwendet
oder zwei Tage alte Keimlinge in 40 ml einer Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Zellsuspension mit 108 Zellen pro ml inokuliert (Abschnitt 2.4.2.2). Um Keimlinge in
ausreichender Anzahl praparieren zu konnen, wurden zunachst unbehandelte Samen in
Petrischalen mit 20 ml H2Oreinst, in Petrischalen, welche ein mit 10 ml H2Oreinst befeuchtetes
Zellstofftuch enthielten oder auf Wasseragarplatten gelegt und bei 30°C ohne Licht
inkubiert. In H2Oreinst war nach 2 Tagen keine Keimung zu beobachten. Auf dem
befeuchteten Zellstofftuch keimten die Samen sehr gut, jedoch bereitete das Ablosen der
Keimlinge vom Zellstoff ohne deren Beschadigung Schwierigkeiten. So erwies sich zum
Auskeimen nicht sterilisierter Samen die Inkubation auf Wasseragarplatten (Abschnitt
2.4.2.2) als erfolgreichster Ansatz und wurde folglich fiir weitere Inokulationen gewahlt.

Nach Optimierung und Auswahl der Keimlinge wurden zwei verschiedene Moglich-
keiten der Inokulation getestet. Einerseits wurden Gerstenkeimlinge, wie im Abschnitt
2.4.2.2 beschrieben, in 40 ml der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellsuspension bei
Raumtemperatur fiir zwei Stunden inkubiert und anschliefsend in Quarzsand oder Boden
eingesetzt. Andererseits wurden unbehandelte Keimlinge in das Quarzsandsystem oder
in Topfe mit unsterilem Boden gebracht und nach zwei Tagen Wachstum wurde 1 ml der
Bakteriensuspension mit 10® Zellen/ml auf die Wurzeln pipettiert. Mit der ersteren
Inokulationsmethode konnten die Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen eindeutig
und in groflerer Zahl als mit der Inokulationsmethode 2 auf den Gerstenwurzeln mit Hilfe
der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie detektiert werden. Dementsprechend wurden
zur Inokulation alle Keimlinge in den folgenden Experimenten in 40 ml Zellsuspension

fur zwei Stunden inkubiert.
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3.3.2  In situ Detektion von Proradix® (Pseudomonas fluorescens)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (Abschnitt 2.5.10) wurde an Wurzeln von Gersten-
keimlingen, deren Samen durch die Saatgutbeizung mit Proradix® behandelt wurden und
die fiir 2 Wochen im Quarzsand oder im Ackerboden unter unsterilen Bedingungen
wuchsen, durchgefiihrt. Bei der Hybridisierung von etwa 2 cm langen Wurzelabschnitten
aus allen Bereichen der Wurzel wurde die fluoreszenzmarkierte, speziesspezifische
Oligonukleotidsonde PSE-225 zusammen mit der j-Proteobacteria spezifischen Sonde
GAM-42A (mit Kompetitor) und/oder einer dquimolaren Mischung der Sonden EUB-338-
I, I und IIT (EUB-mix), die die meisten bekannten, der Doméane Bacteria zugerechneten
Sequenzen erfasst, verwendet. Die von der Sonde PSE-225 erfassten Bakterien sind in der
Tabelle 3.3 dargestellt.

Pseudomonas-Zellen konnten in grofier Zahl vor allem in der Wurzelhaarzone von
Wurzeln aus dem Quarzsandsystem nachgewiesen werden (Abbildung 3.18). Dabei
handelte es sich jedoch nicht nur um Zellen des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stammes, da an Wurzeln von Kontrollpflanzen ohne Proradix®-Saatgutbeizung ebenso
Pseudomonaden, die sicherlich von der Oberflaiche der nicht sterilisierten Samen

stammten, erfasst wurden.

Abb. 3.18: Wurzelhaarzone von mit Proradix® durch Saatgutbeizung behandelten Gerstenpflanzen nach
2 Wochen Wachstum im Quarzsandsystem unter unsterilen Bedingungen. Die in situ
Hybridisierung erfolgte mit den Sonden EUB-338-mix-Fluos und PSE-225-Cy3, wodurch
Pseudomonas-Zellen in gelb und alle weiteren Bakterienzellen in griin erschienen.

90



Ergebnisse

Tab. 3.3: Sequenzvergleich der Sondensequenz der Oligonukleotidsonde PSE-225 mit den Bindungsregionen
aller im verwendeten Datensatz an SSU rRNS vorhandenen Sequenzen. Dargestellt sind die
Vertreter, die bis zu 2 Basenfehlpaarungen in ihrer Zielregion zur Sondensequenz aufweisen. Die
Berechnung erfolgte mit dem im Programmpaket ARB enthaltenen Tool ,,probe match”.

Oligonukleotidsonde PSE-225

Sondensequenz 57 -CCGACCTAGGCTCATCTA-3"

Sequenz der 5" ~UAGAUGAGCCUAGGUCGG-3"
Sondenbindungsstelle

Proradix® (P. fluorescens) UCACGCUAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas fluorescens UCACGCUAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas oryzihabitans UCACGCUAU-==================-AUUAGCUAG
Agrobacterium agile UCGCGCCAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas stutzeri UUGCGCUAA-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas flavescens UUGCGCUAA-==================-AUUAGUUAG
Azomonas insignis UUGCGCUAA-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas psychrotolerans UCACGCUAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas pseudoalcaligenes UCGCGCCAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas guinea UCGCGCCAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas oleovorans UCACGCUAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas anguilliseptica UCGCGCCAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas aeruginosa UCACGCUAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas mendocina UCGCGCCAU-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas argentinensis UUGCGCUAA-==================-AUUAGCUAG
Pseudomonas straminea UUGCGCUAA-==================-AUUAGCUUG
Pseudomonas putida F1 UUGCGCUAU-==================-AUUAGCUAG
P4I118 UUGCGCCAU-C=================-AUUAGCUAG
P2I1114 UUGCGCUAU-C=================-AUUAGCUAG
Pseudomonas putida UUGCGCUAU-C=================-AUUAGCUAG
Pseudomonas aeruginosa UCACGCUAU-C=================-AUUAGCUAG
Pseudomonas monteilii UUGCGCUAU-C=================-AUUAGCUAG
Bacillus sp. NY27 UUGCGCUAU-C=================-AUUAGCUAG
Pseudomonas poae UUGCGCUAU-C=================-AUUAGCUAG
Pseudomonas sp. L54 UUGCGCUAU-C=N===============-AUUAGCUAG
Pseudomonas aeruginosa UCACGCUAU-C==N==============-NUUAGNUAG
Pseudomonas sp. K94.23 UUGCGCUAU-C=N===============-AUUAGCUAG
Pseudomonas sp. S3-24 UUGCGCUAU-C=N===============-AUUAGCUAG
Flavobacterium lutescens UCACGCUAU-CN================-AUUAGCUAG
Pseudomonas syringae UUGCGCUAU-C======N==========-AUUAGCUAG
Pseudomonas entomophila UUGCGCUAU-C=N===============-AUUAGCUAG
Pseudomonas sp. C9B1 UCACGCUAU-=g====g===========-AUUAGCUAG
Azotobacter chroococcum UCACGCUAU-Cg================-AUUAGCUAG
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Im Bodensystem wurden kaum fluoreszenzmarkierte Bakterienzellen gefunden, da sich
fest an der Wurzeloberfliche anhaftende Bodenpartikel des lehmigen Ackerbodens
(Abschnitt 2.4.4.2) aufgrund ihrer starken Autofluoreszenz bei der konfokalen

Laserscanning-Mikroskopie storend auswirkten.

3.3.3  Detektion von GFP-markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-

Zellen

Um Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen an den Gerstenwurzeln zu lokalisieren und
ihr Besiedlungsverhalten weiterfithrend zu analysieren, wurden als zusétzliche Methode
ausgekeimte, unbehandelte oder oberflachensterilisierte Samen mit dem GFP-markierten
Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm inokuliert. Die Pflanzen wurden im
axenischen bzw. unsterilen Quarzsandsystem (Abschnitt 2.4.3.1) oder in Topfen mit
unsterilem Ackerboden (Abschnitt 2.4.4.2) angezogen und nach 1, 2, 3 oder 4 Wochen
geerntet. Der Einsatz des GFP-markierten Stammes ermoglichte es, frisch geerntete
Wurzeln (Abschnitt 2.4.6) ohne weitere Behandlungen (Abschnitt 2.6.2.1) sofort zu
mikroskopieren und die Bakterienzellen in intaktem Wurzelgewebe zu detektieren.

An zahlreichen verschiedenen Wurzelpraparaten konnten GFP-markierte Zellen vom
dlteren Teil der Wurzel bis hin zur Wurzelspitze in allen Bereichen auf der Wurzel-
oberflache gefunden werden. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Zellen nicht tiberall auf der Wurzel gleichmaflig verteilt vor-
kommen, sondern eher ,inselartig” grofiere Siedlungsdichten oder Mikrokolonien direkt
auf der Wurzeloberflache oder an Wurzelhaaren detektierbar sind. In einigen Proben war
eine starke Besiedlung im Bereich der Wurzelspitze, in anderen Prdparaten auf der
Wurzeloberflache alterer Wurzelteile und in der Wurzelhaarzone zu beobachten.

Im axenischen Quarzsandsystem konnten deutlich mehr GFP-markierte Zellen als bei der
Anzucht im unsterilen System, in dem weitere, von der Samenoberfliche stammende,
konkurrierende Bakterien Siedlungsraum einnahmen, detektiert werden. GFP-markierte

Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen wurden in mehreren Wurzelquerschnitten
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(Abschnitt 2.6.2.2) endophytisch in Wurzelkortexzellen gefunden (Abbildung 3.19). Dieses
Phanomen konnte jedoch nur bei der Anzucht unter sterilen Bedingungen beobachtet

werden.

Abb. 3.19: Querschnitt eines &lteren Wurzelabschnittes einer Gerstenpflanze, die mit dem GFP-
markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm inokuliert und nach drei Wochen
Wachstum im axenischen Quarzsandsystem geerntet wurde. Die weiflen Pfeile heben GFP-
markierte Bakterienzellen innerhalb der Wurzelrinde hervor, gelbe Pfeile deuten auf Zellen
auf der Wurzeloberflache.

Beim Vergleich zwischen der Inokulation mit 10 Zellen/ml und der Saatgutbeizung mit
dem GFP-markierten Stamm war eine starkere Besiedlung der Wurzeloberflache nach
Inokulation offensichtlich.

Bei der Untersuchung von Wurzeln aus Ackerboden konnte der Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stamm aufgrund der starken GFP-Fluoreszenz trotz Autofluoreszenz
anhaftender Bodenpartikel deutlich lokalisiert werden. Selbst nach vier Wochen wurden
noch GFP-markierte Zellen gefunden, obwohl die Anzahl detektierbarer Zellen nach drei
Wochen deutlich abnahm. Im Bodensystem wurde eine deutlich geringere Besiedlungs-
dichte der Wurzel verglichen mit der Anzucht im Quarzsandsystem festgestellt. Dennoch
konnten auch hier GFP-markierte Zellen auf der Wurzeloberfldche in allen Bereichen der
Wurzel, besonders in der Wurzelhaarzone detektiert werden (Abbildung 3.21). Nach der
Verwendung saatgutgebeizter Samen waren sehr wenig GFP-markierte Proradix®

(Pseudomonas fluorescens)-Bakterien auffindbar.
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Abb. 3.20: Detektion von GFP-markierten Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen an inokulierten

Gerstenwurzeln (siehe Abschnitt 2.4.2.2), die fiir drei Wochen im Quarzsandsystem unter
sterilen (A) bzw. unsterilen (B-D) Bedingungen angezogen wurden.
A: Lokale Ansammlung GFP-markierter Zellen direkt auf der Wurzeloberflache in der
Wourzelhaarzone, B: Besiedlung der Oberflache in der Wurzelhaarzone, C: Dichte Besiedlung
der Oberfliche von Wurzelhaaren eines jungen Wurzelabschnittes, D: An einigen Stellen
konnten GFP-markierte Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen mit hohen Siedlungs-
dichten gefunden werden.
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Abb. 3.21: Lokalisierung GFP-markierter Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen im unsterilen
Ackerbodensystem. Die gezeigten Gerstenwurzeln wurden, wie im Abschnitt 2.4.2.2
beschrieben, inokuliert und wuchsen fiir zwei Wochen im Gewéachshaus (Abschnitt 2.4.4.2).
A: GFP-markierte Zellen auf der Wurzeloberfliche in der Wurzelhaarzone, B: Zell-
ansammlung auf der Oberflache eines Wurzelhaares

3.4 Untersuchung der Zusammensetzung der bakteriellen
Rhizosphidrengemeinschaft mit molekularen Fingerprinting-

Methoden

341  Isolierung der Gesamt-DNS aus Rhizosphirenproben fiir die T-RFLP-

Analyse

Um zu untersuchen, ob und wie sich Proradix® (Pseudomonas fluorescens) auf die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft in der Rhizosphdre von Gerste
auswirkt, wurden in dieser Arbeit T-RFLP-Analysen durchgefiithrt. Dazu wurden
Wurzeln von Gerstenpflanzen geerntet und die Gesamt-DNS aus den Rhizosphiren-
proben unter Verwendung des Fast DNA® SPIN Kit for Soil isoliert (Abschnitt 2.5.2.1).
Dieses Kit ermoglichte die effiziente Extraktion von DNS aus Umweltproben, wobei
storende Kontaminanten, wie Huminsduren, eliminiert wurden. Huminsduren binden

stark an Nukleinsduren und konnen bei der Anwendung klassischer Extraktions-
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methoden mit isoliert werden und folgende Analysen beeintrachtigen. Von im Quarz-
sandsystem oder im Ackerboden gewachsenen Gerstenwurzeln lagen die Ausbeuten der
aus jeweils 500 mg zerriebenem Wurzelmaterial extrahierten und in 52 ul DES gelosten
Gesamt-DNS in den Bereichen von 32 bis 122 ng/ul (Quarzsand) und 41 bis 235 ng/ul
(Ackerboden).

Fiir die DNS-Isolierung aus bakteriellen Reinkulturen wurde ebenfalls das Fast DNA®
SPIN Kit for Soil eingesetzt. Dabei konnten hohere Mengen an extrahierbarer DNS

gewonnen und Werte von 399 bis 540 ng/ul erreicht werden.

3.4.2  Amplifikation der Gesamt-16S-rDNS fiir die folgende T-RFLP-Analyse

Zur Amplifikation der Gesamt-165-tDNS fiir die T-RFLP-Analyse wurden der
fluoreszenzmarkierte Primer Ba27-F und der Primer 907-R verwendet (Abschnitte 2.5.7.1
und 2.5.9.1, Tabelle 2.4). Zunachst waren einige Optimierungsschritte notwendig. Dazu
wurden verschiedene MgCl2- und DMSO-Konzentrationen, jeweils 1 bis 6 ul pro PCR-
Ansatz, getestet. Dabei wurden fiir MgClz 6 ul und fiir DMSO 3 ul je PCR-Ansatz als
optimale Mengen ermittelt. Der zusétzliche Einsatz von BSA fiihrte zu keiner sichtbaren
Verbesserung. Die Konzentration der geldsten Primer betrug 50 pmol/ul. Anfangs wurde
je 1 ul beider Primer pro PCR-Ansatz verwendet. Im weiteren Verlauf wurde die Primer-
zugabe jedoch auf 0,5 ul pro PCR-Ansatz reduziert.

Fiir die Ermittlung der optimalen Template-DNS-Konzentration wurden Konzentrations-
reihen mit 10 bis 70 ng/ul DNS angesetzt. Nach Durchfiihrung der PCR und der
anschliefenden Agarosegelelektrophorese wurden mit zunehmender Template-DNS-
Konzentration neben dem spezifischen PCR-Produkt auch unspezifische Amplifikate
sichtbar (Abbildung 3.22 A). Demzufolge wurden zur Amplifikation der Gesamt-165-
rDNS fiir die T-RFLP alle DNS-Losungen auf eine Konzentration von 10 ng/ul eingestellt.

Die PCR mit zundchst 30 Zyklen fiihrte zur Entstehung von PCR-Artefakten (Abbildung
3.22 B). Daraufhin wurde die PCR mit 20, 23 sowie 25 Zyklen durchgefiihrt (Abbildung
3.22 C) und schliefllich wurden meist 23 Zyklen gewahlt (Abbildung 3.22 D). Die
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Zyklenanzahl wurde jedoch je nach Ausgangs-DNS-Isolat geringfiigig in einem Bereich

von 23 bis 27 Zyklen variiert, um optimale PCR-Produkte zu erhalten.
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Abb. 3.22: Amplifikation der Gesamt-165-rDNS mit den Primern Ba27-F-FAM / 907-R und anschlieffende
Agarosegelelektrophorese.

A: Optimierung der Template-DNS-Konzentration. Es wurden 1: 10, 2: 20, 3: 30, 4: 40, 5: 50, 6: 60,
7:70 ng/pl DNS in die PCR eingesetzt (8: PCR-Negativkontrolle ohne Template-DNS)., B: Ampli-
fikate nach Durchfithrung der PCR mit 30 Zyklen, C: PCR-Produkte nach Reduzierung der
Zyklenanzahl auf 20 (1/2), 23 (3/4) und 25 (5/6) Zyklen (7: PCR-Negativkontrolle), D: Fragmente

nach Durchfiihrung der PCR mit 23 Zyklen. Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder verwendet.

3.4.3 Bestimmung der Linge des fiir Proradix® (Pseudomonas fluorescens)

charakteristischen terminalen Restriktionsfragments

Zunachst wurde DNS aus einer Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Kultur isoliert
(Abschnitt 2.5.2.2) und stand fiir die T-RFLP-Analyse (Abschnitt 2.5.9) des Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Stammes zur Verfiigung. So konnte die Lange des fiir diesen

Stamm charakteristischen terminalen Restriktionsfragments ermittelt und schliefslich in
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den folgenden T-RFLP-Analysen gepriift werden, ob das Proradix®-spezifische Fragment
detektiert wurde. Die Abbildung 3.23 zeigt das Fluoreszenzsignal des Proradix®

(Pseudomonas fluorescens)-Restriktionsfragments mit einer Fragmentlange von 143 bp.
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Abb. 3.23: Elektropherogramm einer T-RFLP-Analyse des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes, in der
das Proradix®-Restriktionsfragment mit einer Lange von 143 bp detektiert wurde.

344  T-RFLP-Analyse der bakteriellen Rhizosphirengemeinschaften im

Rahmen eines Gewachshausversuches

Zur Untersuchung der Auswirkung von Proradix® (Pseudomonas fluorescens) auf die
bakterielle Gemeinschaft der Rhizosphare von Gerste wurden 2,5 1 Topfe mit Ackerboden
befiillt und 3 Pflanzen je Topf im Gewdéchshaus unter Verwendung von Hochdruck-
Natriumdampflampen kultiviert (Abschnitt 2.4.4). Nach 1, 2, 3, 4, 6, 8 und 10 Wochen
Wachstum wurden unbehandelte Kontrollpflanzen (K), durch Saatgutbeizung (Abschnitt
2.4.2.1) mit Proradix® behandelte (P) und nach Saatgutbeizung zuséatzlich mit Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) inokulierte (Abschnitt 2.4.2.2) Pflanzen (PI) geerntet (Abschnitt
2.4.6). Je drei Wurzeln wurden vereinigt und als Ausgangsmaterial zur DNS-Extraktion in
Triplikaten eingesetzt. Mit diesen DNS-Triplikaten erfolgten anschlieffend fiir jede
Wourzelprobe drei parallele T-RFLP-Analysen.

Die T-RFLP-Analysen lieferten umfangreiche Ergebnisse, welche auf den ersten Blick

keine sichtbaren Unterschiede zwischen der Kontrolle und den beiden Proradix®-
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Behandlungen erkennen lieffen. Um die in den T-RFLP-Ergebnissen enthaltenen
Informationen und Zusammenhéange zu interpretieren, wurde eine Hauptkomponenten-
analyse (Principal Component Analysis (PCA)) durchgefiihrt. Das Ergebnis der Haupt-
komponentenanalyse ist in der Abbildung 3.24 dargestellt.

Bei den Proradix®-Pflanzen (P, PI) ist die bakterielle Gemeinschaft fiir den ersten Unter-
suchungszeitpunkt nach einer Woche Wachstum deutlich getrennt von der Kontrolle zu
unterscheiden. Nach 2 Wochen ist die Zusammensetzung der bakteriellen Rhizospharen-
gemeinschaft der Kontrolle und der durch Proradix®-Saatgutbeizung (P) behandelten
Pflanzen kaum noch voneinander zu unterscheiden. Die bakterielle Gemeinschaft der
Rhizosphéare nach zusatzlicher Inokulation mit dem Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stamm (PI) zur erfolgten Saatgutbeizung weicht insgesamt 3 Wochen lang von der

Kontrolle ab.
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Abb. 3.24: Hauptkomponentenanalyse mit den Fragmentldngen und zugehorigen relativen Abundanzen
der T-RFLP-Analysen im Gewéchshausversuch.
Gerste wurde im Ackerboden angezogen und nach 1, 2, 3, 4, 6, 8 und 10 Wochen beprobt. Die
farbigen Symbole sind mit der entsprechenden Behandlung (K=Kontrolle, P=Saatgutbeizung mit
Proradix®, PI=Saatgutbeizung mit Proradix® + zusétzliche Inokulation mit Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)) und mit der Zahl fiir die Beprobungswoche bezeichnet. Je ein Symbol
wurde fiir jede Beprobungswoche gewéhlt und ist in der Legende rechts aufgefiihrt. Die
Prozentangaben in den Achsenbeschriftungen geben den durch die jeweilige Haupt-
komponente erklédrten Varianz-Anteil an der Gesamtvarianz an.
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Zudem wird eine eindeutige Veranderung der T-RFLP-Muster iiber die Zeit sichtbar, da
sich die Muster nach 1, 2, 3, und 4 Wochen auf der rechten Halfte und nach 6, 8 und
10 Wochen deutlich getrennt auf der linken Seite der Abbildung 3.24 gruppieren. Die
Abbildung 3.25 zeigt die zeitliche Veranderung der T-RFLP-Analysen im Verlauf des

Beprobungszeitraums.
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Abb. 3.25: Vergleich der Anzahl der iiber den gesamten Beprobungszeitraum in den T-RFLP-Analysen
detektierten terminalen Restriktionsfragmente im Gewachshausversuch, in dem unbehandelte
und mit Proradix® behandelte (Saatgutbeizung und Saatgutbeizung + Inokulation) Gerste im
Ackerboden angezogen wurde.

Nach einer Woche Wachstum wurden fiir die Kontrolle 16, fiir die Proradix® (gebeizt)-
Behandlung 15 und bei der zusatzlichen Inokulation mit Proradix® (Pseudomonas
fluorescens) 12 Restriktionsfragmente detektiert. Von Woche zu Woche nahm die Zahl der
Restriktionsfragmente bis auf wenige Ausnahmen zu, so dass nach 10 Wochen Wachstum
bis zu 50 verschiedene Fragmente in der T-RFLP-Analyse der mit Proradix® gebeizten
Gerste erfasst wurden, was die zunehmende Diversitit der Besiedlung widerspiegelt.

Die Abbildungen 3.26 und 3.27 zeigen die ermittelten relativen Abundanzen aller in den
T-RFLP-Analysen erhaltenen Fragmente aus der Rhizosphdre der unbehandelten

Kontrollpflanzen, der durch Saatgutbeizung mit Proradix® behandelten und der
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zusatzlich mit Proradix® (Pseudomonas fluorescens) inokulierten Gerstenwurzeln nach 1, 2,
3 und 4 Wochen. Diese beiden Abbildungen verdeutlichen ebenso die Zunahme der
Fragmente {iber die Zeit, was besonders von Woche 3 zu 4 sichtbar wird. So kamen nach
4 Wochen Wachstum insgesamt zehn Fragmente mit einer Lange von 85, 113, 124, 154,

398, 429, 433, 484, 854 und 855 bp hinzu.

(%) zuepunqy aAQe[Y

Fragmentlinge (bp)

Woche 2
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Fragmentlinge (bp)

Abb. 3.26: Vergleich der relativen Abundanzen der in T-RFLP-Analysen detektierten Restriktionsfragmente
aus der Rhizosphare von Gerste nach 1 und 2 Wochen Wachstum im Ackerboden im Gewachshaus
(K=Kontrolle, P=Saatgutbeizung mit Proradix®, Pl=Saatgutbeizung mit Proradix® + zusitzliche
Inokulation mit Proradix® (Pseudomonas fluorescens))
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Woche 3

(%) Zuepunqy aAney

69 80 Fragmentlinge (bp)

(%) zuepunqy 2ane[y

Fragmentlinge (bp)

Abb. 3.27: Vergleich der relativen Abundanzen der in T-RFLP-Analysen detektierten Restriktionsfragmente
aus der Rhizosphare von Gerste nach 3 und 4 Wochen Wachstum im Ackerboden im Gewachshaus
(K=Kontrolle, P=Saatgutbeizung mit Proradix®, PI=Saatgutbeizung mit Proradix® + zusatzliche
Inokulation mit Proradix® (Pseudomonas fluorescens))

Anhand der Abbildungen 3.26 und 3.27 werden weitere Unterschiede in der
Rhizosphdrengemeinschaft der Gerstenwurzeln nach Behandlung mit Proradix® deutlich.
Nach 1 Woche wurden die Fragmente mit einer Lange von 69, 87, 91, 149 und 482 bp in
der Behandlung PI nicht detektiert, traten jedoch in den beiden iibrigen Behandlungen
auf. Ein 290 bp langes Fragment war ausschliefilich in der Kontrolle vorhanden. Die
Abundanzwerte der 131, 136, 139 bp langen Fragmente nahmen von der Kontrolle her
iiber die Behandlung P bis hin zu PI deutlich ab, wahrend sich die Abundanz des

Fragments mit einer Lange von 487 bp in der gleichen Reihenfolge erhohte. Unterschiede
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zwischen den beiden Proradix®-Behandlungen beruhten hauptsdchlich auf der erhdhten
Abundanz des 80 bp-Fragments bei PI1 und des 425 bp-Fragments bei P1. Ein 157 bp
langes Fragment war nach 1 und 2 Wochen Wachstum der Gerste in der PI-Behandlung
mit hoheren Abundanzen vertreten.

Auch nach 2 Wochen konnte das 87 bp-Fragment bei PI2 nicht detektiert werden. Die
Fragmente mit 91, 149 und 482 bp Lange wurden nach 2 Wochen mit dhnlichen
Abundanzwerten in allen drei Behandlungen gefunden. Ebenso war das 69 bp-Fragment
jetzt in allen Behandlungen, jedoch bei P2 und PI2 wie auch bei PI3 gegeniiber der
Kontrolle verringert vorhanden. Das 290 bp-Fragment trat nach 2 Wochen ebenfalls nur in
der Kontrolle auf und war dann im weiteren Untersuchungszeitraum nicht mehr
detektierbar. Die Proradix®-Behandlungen bewirkten auch nach 2 Wochen eine
Verminderung der Abundanzen der 131, 136 und 139 bp-Fragmente.

Sowohl nach 2 als auch nach 3 Wochen waren die Fragmente mit 487 und 490 bp bei PI
mit hoheren Abundanzen verglichen mit den iibrigen beiden Behandlungen vertreten.
Dies traf nach 3 Wochen ebenfalls fiir das 80 bp- und das 482 bp-Fragment zu. Nach
3 Wochen trat schliefilich das 139 bp-Fragment in allen Behandlungen mit fast gleichen
Abundanzwerten auf. In den Proradix®-Behandlungen konnte aber weiterhin ein Einfluss
auf die 131 und 136 bp langen Fragmente beobachtet werden. Das Fragment mit 157 bp
wurde nach 3 Wochen nur in den Proradix®-Behandlungen detektiert. Ein nach 3 Wochen
hinzugekommenes Fragment mit einer Linge von 434 bp wies in den Proradix®-
Behandlungen geringere Abundanzen auf, was auch nach 4 Wochen bestitigt wurde. Die
131 und 139 bp langen Fragmente nahmen nach 4 Wochen in den Proradix®-
Behandlungen schliefilich zu. Nach 4 Wochen waren die Abundanzwerte der detektierten
Fragmente im Vergleich zwischen den drei untersuchten Behandlungen meist sehr
ahnlich.

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so konnten innerhalb der T-RFLP-Analysen im
Rahmen des Gewéachshausversuches hauptsachlich fiir die relativen Abundanzwerte der
terminalen Restriktionsfragmente mit einer Lange von 131, 136, 139, 157, 434, 482, 487 und
490 bp Unterschiede nach Einsatz von Proradix® und Inokulation mit dem Proradix®

(Pseudomonas fluorescens)-Stamm innerhalb der ersten 3 Wochen der Wurzelentwicklung
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gefunden werden. Im weiteren Versuchsverlauf hoben sich diese Unterschiede fiir die
meisten Fragmente auf.

Das Proradix®-spezifische Fragment (143 bp) konnte nur bei der zusétzlichen Inokulation
(PI) detektiert werden. Allerdings war das Proradix®-Fragment nicht eindeutig zu
identifizieren, da insgesamt zwei Fragmente mit einer Lange von 143 bp (142,6 bp und
143,3 bp) auftraten. Im gesamten Untersuchungszeitraum wurde das 142,6 bp-Fragment
nur einmal nach 1 Woche bei der Behandlung Saatgutbeizung + Inokulation mit einer
relativen Abundanz von 7,2% gefunden. Das 143,3 bp lange Fragment tauchte erstmalig
nach 3 Wochen bei der Proradix®-Saatgutbeizung mit einer Abundanz von 1,7% und nach
4 Wochen in allen drei Behandlungen mit Abundanzen von 1,5% (K und P) und 1,2% (PI)
auf. Im weiteren Verlauf wurde es mit sehr niedrigen Abundanzen unter 1% in den
Proradix®-Behandlungen nach 6 und 10 Wochen detektiert. Da dieses Fragment erst nach
3 Wochen Wachstum der Gerste auftrat und nach 4 Wochen auch in der Kontrolle mit
gleicher Abundanz wie in den Proradix®-Behandlungen vorkam, ist es wahrscheinlich,

dass das 142,6 bp-Fragment den Proradix®-Stamm reprasentierte.

345  T-RFLP-Analyse der bakteriellen Rhizosphirengemeinschaften im

Quarzsandsystem

Da der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm mit Hilfe der T-RFLP-Analysen nach
Anzucht von Gerste im Ackerboden nur nach einer Woche detektierbar war, wurde ein
zusatzliches Experiment im Quarzsandsystem (Abschnitt 2.4.3.1) im Labor mit den drei
gleichen Behandlungen wie im vorangegangenen Gewachshausversuch durchgefiihrt.
T-RFLP-Analysen erfolgten nach 1, 2, 3 und 4 Wochen Wachstum der Gerstenpflanzen im
zuvor sterilisierten Quarzsand. Nach 4 Wochen starb die Pflanze aufgrund des be-
grenzten Systems sowie des eingeschrankten Nahrstoffangebots ab, was selbstver-

standlich zugleich die deutliche Abnahme der Bakterienpopulationen zur Folge hatte.
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Insgesamt wurden deutlich weniger Restriktionsfragmente als im Ackerboden detektiert,
da sich die untersuchte Bakteriengemeinschaft ausschliefilich auf die urspriinglich auf der
Oberflache der nicht sterilisierten Gerstensamen vorhandenen Bakterien beschrankte. Wie
die Tabelle 3.4 zeigt, war das Proradix®-spezifische Restriktionsfragment (143 bp) im
Labormafistab eindeutig nachweisbar. Bis auf Woche 3 wurde das 143 bp lange Fragment
bei der Proradix®Behandlung Saatgutbeizung + zusatzliche Inokulation mit hoheren
Intensitaten als bei der Saatgutbeizung detektiert. Nach 2 Wochen wurde das Proradix®-
Fragment mit sehr geringer Intensitdt auch in der Kontrolle gefunden, was als Hinweis

auf weitere Mikroorganismen, die dieses Fragment bilden, angesehen werden muss.

Tab. 3.4: Detektion des fiir den Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm charakteristischen Restriktions-
fragments mit den zugehorigen Fluoreszenzintensititen (Peak-Hohen) in Fluoreszenzeinheiten
innerhalb der T-RFLP-Analysen nach Anzucht von Gerste im Quarzsandsystem (K=Kontrolle,
P=Saatgutbeizung mit Proradix®, PI=Saatgutbeizung mit Proradix® + zusétzliche Inokulation mit
Proradix® (Pseudomonas fluorescens))

Fragment{ Peak-Ho6he Fragment{ Peak-Hohe Fragment{ Peak-Ho6he
linge (bp) linge (bp) linge (bp)
Woche 1
Ki| / | / P1| 14266 | 5218 |pn| 14264 | 6752
Woche 2
K2| 14275 [ 139 P2 | 14259 | 4642 |P2| 14262 | 7781
Woche 3
<IN / P3| 14269 | 8925 |PI3| 14276 | 5698
Woche 4
Ke| /| / P4| 14267 | 687 |pl4| 14274 | 1451
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Die Abbildung 3.28 zeigt das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse fiir den
Quarzsandversuch. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum sind die Proradix®-
Behandlungen deutlich von der Kontrolle zu unterscheiden. Dies ist besonders nach 1
und 2 Wochen Wachstum der Gerste sichtbar. Nach einer Woche wurden fiir die
Proradix®-Behandlungen insgesamt 13 bzw. 14 Restriktionsfragmente detektiert, wobei
allein fiir das Proradix®-Fragment (143 bp) sehr hohe Abundanzen von 46%
(Saatgutbeizung) und 47% (Saatgutbeizung + Inokulation) ermittelt wurden.

Wie bereits im Gewachshausversuch beobachtet, ist auch bei der Anzucht im Quarzsand-
system die zeitliche Verlagerung entlang der x-Achse erkennbar. Die untersuchten
Behandlungen ordnen sich nach einer Woche in der rechten Halfte und nach 4 Wochen

schliefslich in der linken Halfte der Abbildung 3.28 an.
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Abb. 3.28: Hauptkomponentenanalyse mit den Fragmentldngen und zugehorigen relativen Abundanzen der
T-RFLP-Analysen im Laborversuch.
Gerste wurde im Quarzsandsystem angezogen und nach 1, 2, 3 und 4 Wochen beprobt. Die
farbigen Symbole sind mit der entsprechenden Behandlung (K=Kontrolle, P=Saatgutbeizung mit
Proradix®, PI=Saatgutbeizung mit Proradix® + zusatzliche Inokulation mit Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)) und mit der Zahl fiir die Beprobungswoche bezeichnet. Je ein Symbol wurde fiir jede
Beprobungswoche gewéhlt und ist in der Legende rechts aufgefiihrt. Die Prozentangaben in den
Achsenbeschriftungen geben den durch die jeweilige Hauptkomponente erklarten Varianz-Anteil
an der Gesamtvarianz an.
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3.5 Erstellung von Klonbanken zur Identifizierung terminaler

Restriktionsfragmente

Zur Identifizierung der in den T-RFLP-Analysen innerhalb des Gewachshausversuches
(mit Scheyern-Boden) erzeugten terminalen Restriktionsfragmente (siehe Abschnitt 3.4.4)
wurden vier Klonbanken angelegt. Die Gesamt-DNS wurde aus Rhizospharenproben von
2 und 4 Wochen im Ackerboden gewachsenen Gerstenpflanzen mit und ohne Proradix®-
Behandlung isoliert. Fiir jede Klonbank wurde DNS aus je drei separaten DNS-
Isolierungen vereinigt und anschliefend die 16S-rDNS amplifiziert (Abschnitt 2.5.7.1).
Aus dem Agarosegel eluierte PCR-Produkte wurden dann in den Vektor pCR®2.1-TOPO
ligiert und die vier Ansdtze wurden schliefilich zur Transformation von E. coli eingesetzt
(Abschnitt 2.5.7.3). Die Klonierung verlief erfolgreich. Pro Klonbank wurden 150 Klone
auf Vorhandensein eines Inserts mit der richtigen Grofle von etwa 1500 bp mit Hilfe der
Kolonie-PCR (Abschnitt 2.5.7.4) tiberpriift.

Alle Klone der Klonbank: Gerste ohne Proradix®-Behandlung (Kontrolle) nach 2 Wochen
Wachstum wurden mit K2 und die Klone der Klonbank: Gerste mit Proradix®-Saatgut-
beizung nach 2 Wochen mit P2 bezeichnet. Nach 4 Wochen Wachstum lautete die
Bezeichnung der Klone entsprechend K4 bzw. P4. Zusitzlich wurde jeder Klon zur

internen Nummerierung mit einer romischen und einer arabischen Zahl versehen.

3.5.1 Differenzierung der erhaltenen Klone mit Hilfe der Restriktions-

Fragment-Lingen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse

Klone mit der richtigen Insertgrofie wurden einer Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP)-Analyse unterzogen. Zundchst wurden mehrere, beliebig
ausgewahlte Klone in separaten Reaktionsansatzen jeweils mit den Restriktionsenzymen
Alul, Hin6l, Mspl und Rsal behandelt und die gebildeten Restriktionsmuster nach
Agarosegelelektrophorese miteinander verglichen. Darauthin wurden die Enzyme Mspl

und Rsal fiir die RFLP-Analyse ausgewahlt.
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Insgesamt wurden 466 Klone aus den vier Klonbanken K2, P2, K4 und P4 untersucht. In
den Tabellen 3.5 bis 3.8 sind die aufgetretenen RFLP-Muster mit den entsprechenden
Haufigkeiten fiir jede Klonbank aufgefiihrt. Die Abbildungen 7.5 bis 7.12 im Anhang
zeigen die RFLP-Muster aller untersuchten Klone nach Durchfiihrung der Agarosegel-
elektrophorese. Durch Restriktion mit dem Enzym Mspl entstandene Muster wurden mit
Zahlen durchnummeriert. Nach Behandlung mit Rsal unterschiedene Restriktionsmuster

wurden mit Buchstaben gekennzeichnet.

Tab. 3.5: Nach Restriktion mit den Enzymen Mspl und Rsal entstandene RFLP-Muster innerhalb der
Klonbank K2

Klonbank K2
Mspl Mspl Mspl Mspl Rsal Rsal

RFLP-Muster Haufigkeit RFLP-Muster Hiufigkeit RFLP-Muster Haufigkeit
1 33 2 1

2 34 6
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Innerhalb der Klonbank K2 wurden insgesamt 116 Klone mittels RFLP-Analyse
untersucht. Dabei entstanden nach Behandlung mit Mspl 39 und mit Rsal 31 verschiedene
Muster, die oft durch einen Klon reprasentiert wurden. Das Muster 4 (Mspl) / d (Rsal) trat
besonders hdufig auf. Dieses Muster wurde nach Restriktion des in der PCR mit den
verwendeten universellen Primern 616-F und 1492-R amplifizierten DNS-Abschnittes von
Chloroplasten der Gerste gebildet. Klone mit diesem Muster wurden aus der weiteren

Analyse ausgeschlossen.

Tab. 3.6: Nach Restriktion mit den Enzymen Mspl und Rsal entstandene RFLP-Muster innerhalb der

Klonbank P2
Klonbank P2
Mspl Mspl Mspl Mspl Rsal Rsal
RFLP-Muster Haufigkeit RFLP-Muster Hiufigkeit RFLP-Muster Haufigkeit
1 1 61 1 a 1
2 2 62 1 b 2
4 48 63 1 c 1
5 5 64 1 d 47
7 5 65 1 e 7
8 4 66 1 g 13
11 5 67 2 i 10
12 3 68 1 1 3
17 1 69 1 m 3
26 5 70 1 n 5
30 1 71 1 ) 1
33 2 72 1 u 4
34 1 73 1 % 6
43 3 74 1 af 1
44 1 75 2 ag 4
45 3 76 1 ah 1
46 1 77 1 ai 2
47 1 78 1 aj 2
48 1 79 2 ak 1
49 1 80 1 al 1
50 1 am 1
51 1 an 1
52 1 ao 1
53 1 ap 1
54 1 aq 1
55 1 ar 2
56 1 as 2
57 1 at 2
58 1 au 1
59 2 av 1
60 1 aw 1
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Von der Klonbank P2 wurden mit 129 Klonen RFLP-Analysen durchgefiihrt, wobei

51 Mspl-Muster bzw. 31 Rsal-Muster auftraten. Gegeniiber der Klonbank K2 kamen nach

Restriktion mit Mspl 38 und mit Rsal 18 verschiedene RFLP-Muster hinzu.

Tab. 3.7: Nach Restriktion mit den Enzymen Mspl und Rsal entstandene RFLP-Muster innerhalb der

Klonbank K4
Klonbank K4
Mspl Mspl Mspl Mspl Rsal Rsal
RFLP-Muster Haufigkeit RFLP-Muster Hiufigkeit RFLP-Muster Haufigkeit
1 1 83 1 a 1
2 6 84 2 b 3
4 39 85 1 d 44
5 4 86 2 e 4
6 2 87 1 f 1
7 1 88 1 g 9
8 7 89 1 i 8
11 4 90 1 1 1
12 3 91 1 m 4
15 3 92 1 n 4
17 1 93 1 o) 3
24 1 94 1 q 2
25 1 t 1
26 1 u 5
33 1 \ 2
36 1 X 1
39 1 ab 1
45 1 ad 2
48 1 ag 1
49 1 ah 1
52 2 ai 1
55 1 an 1
58 1 ar 2
59 5 au 1
61 1 ax 1
66 1 ay 1
70 1 az 1
81 1 ba 1
82 1 bg 1

Aus der Klonbank K4 wurden 108 Klone einer RFLP-Analyse unterzogen. Es konnten

41 verschiedene Muster nach Restriktion mit Mspl und 29 Bandenmuster mit Rsal

gefunden werden. Im Vergleich zu K2 und P2 traten in der Klonbank K4 14 (Mspl) und
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5 (Rsal) weitere neue Muster auf. Alle iibrigen RFLP-Muster lagen bereits in den

Klonbanken K2 und P2 vor.

Tab. 3.8: Nach Restriktion mit den Enzymen Mspl und Rsal entstandene RFLP-Muster innerhalb der

Klonbank P4
Klonbank P4
Mspl Mspl Mspl Mspl Rsal Rsal
RFLP-Muster Hiufigkeit RFLP-Muster Hiufigkeit RFLP-Muster Hiufigkeit
2 5 72 1 b 2
4 32 75 1 c 1
5 1 76 1 d 33
6 1 80 1 e 8
7 1 84 1 g 14
8 9 87 2 h 1
11 8 93 1 i 13
12 3 95 2 1 3
14 1 96 1 m 1
17 2 97 2 n 5
18 2 98 1 P 2
19 1 99 1 u 4
20 1 100 1 v 3
21 1 101 1 w 1
24 1 102 1 X 1
25 3 ab 1
26 2 ad 1
27 1 ag 1
30 2 ah 2
33 1 aj 1
36 1 am 1
44 2 an 1
45 1 ao 1
46 1 ap 1
47 1 ar 1
48 1 aw 3
51 2 ax 1
55 1 ay 1
57 1 bb 1
59 2 bc 1
61 2 bd 1
66 1 be 1
67 1 bf 1

Unter den 113 Klonen der Klonbank P4, die mit der RFLP-Methode analysiert wurden,
kamen 48 (Mspl) bzw. 33 (Rsal) unterschiedliche Bandenmuster vor, wobei 8 Muster

(Mspl) und 5 Muster (Rsal) zuvor in den anderen Klonbanken noch nicht vertreten waren.
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Durch den FEinsatz zweier verschiedener Restriktionsenzyme konnten zusatzliche
Unterschiede in den RFLP-Mustern identifiziert werden, die nur mit einem Enzym nicht
nachgewiesen werden konnten. Nach Kombination aller RFLP-Muster, die nach
Behandlung mit Mspl und Rsal entstanden waren, konnten die Klone verschiedenen
RFLP-Typen zugeordnet werden. Von jedem RFLP-Typ wurde ein Klon zur Sequenz-

analyse ausgewahlt.

3.5.2  Phylogenetische Analyse der erhaltenen 16S-rDNS-Sequenzen

Insgesamt wurden 181 Klone aus den vier Klonbanken, wie im Abschnitt 2.5.8.1
beschrieben, sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden zundchst mit bekannten
Sequenzen der Offentlichen Datenbank NCBI (http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST/)
verglichen. Dann erfolgte die phylogenetische Auswertung der Sequenzen mit dem
Softwarepaket ARB (Abschnitt 2.5.8.2). Zur Anordnung der Sequenzen in einem phylo-
genetischen Stammbaum wurden verschiedene Baumberechnungsverfahren (Maximum-
Parsimony-, Neighbor-Joining- und Maximum-Likelihood-Methode) sowie unterschied-
liche Sequenzfilter verwendet.

Von den 181 Sequenzen wurden 15 Chloroplasten-Sequenzen und eine Mitochondrien-
Sequenz, die von der Gerste stammten, bei der phylogenetischen Auswertung nicht
berticksichtigt. Nach Durchfiihrung des Chiméarentests (Abschnitt 2.5.8.2) wurden weitere
13 Sequenzen als Chiméren eingestuft und ebenso von der phylogenetischen Analyse
ausgeschlossen.

Die verbleibenden 152 Klone wurden in die Stammbdume der einzelnen Haupt-
entwicklungslinien eingerechnet. Der Radialstammbaum in der Abbildung 3.29 zeigt die

Hauptentwicklungslinien, denen Sequenzen zugeordnet werden konnten, im Uberblick.
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\ a-Proteobacteria
&-Proteobacteria
y-Proteobacteria ,
Bacteroidetes
P-Proteobacteria
————"—" Spirochaetes
Planctomycetes
/ <.  Chloroflexi - Thermomicrobia
Gemmatimonadetes
OTU Spam
Verrucomicrobiae
Actinobacteria
Acidobacteria
10 % Firmicutes

Abb. 3.29: Radialstammbaum der Hauptentwicklungslinien der Bacteria, denen 16S-rDNS-Sequenzen aus den
Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zugeordnet werden konnten. Der Mafistab gibt einen Sequenz-
unterschied von 10% an.

Die meisten Sequenzen konnten den Proteobakterien zugeordnet werden. Insgesamt
waren 19 Klone unter den a-Proteobacteria (Abb. 7.13, 7.14), 43 unter den p-Proteobacteria
(Abb. 7.15-7.18), 14 bei den y-Proteobacteria (Abb. 3.30, 3.31) und weitere 14 bei den 6-
Proteobacteria (Abb. 7.19) zu finden. Dem Phylum Acidobacteria waren 3 Sequenzen, den
Actinobacteria 10 und den Bacteroidetes 23 Sequenzen zugeordnet (Abb. 7.20-7.24). Zu den
Chloroflexi-Thermomicrobia gehorten 7 Klone und zu den Firmicutes 6 Sequenzen (Abb. 7.25,
7.26). In die Hauptentwicklungslinien Gemmatimonadetes und Planctomycetes sowie in die
OTU Spam (Lipson & Schmidt, 2004) mit nicht klassifizierten, unkultivierten Bakterien
tiel jeweils eine Sequenz (Abb. 7.27). Unter den Spirochaetes waren 2 Sequenzen auffindbar

und die Verrucomicrobiae waren mit 8 Klonen vertreten (Abb. 7.27, 7.28).
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In der folgenden Tabelle 3.9 ist zusammengefasst, wie viele der ausgewdhlten und
sequenzierten Klone aus den jeweiligen Klonbanken in die einzelnen Hauptentwicklungs-
linien fielen. Die Auswahl der Klone, die schliefSlich sequenziert wurden, erfolgte je nach
ihrem RFLP-Typ aus allen vier Klonbanken, wobei nur ein Vertreter des jeweiligen RFLP-
Typs zufdllig genommen wurde. Mit Hilfe der RFLP-Analyse war sichtbar geworden,
dass von den insgesamt 466 untersuchten Klonen diejenigen mit identischen RFLP-
Mustern nicht nur in einer der vier Klonbanken vorkamen (siehe Abschnitt 3.5.1).
Demzufolge sind die erhaltenen Sequenzen nicht fiir eine bestimmte Klonbank

charakteristisch.

Tab. 3.9: Anzahl der anhand der 165-rDNS-Sequenzanalyse in die entsprechenden Hauptentwicklungslinien
der Bacteria gehorigen Klone aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4

Phylum Anzahl der Sequenzen aus den Klonbanken Sequenzen
K2 P2 K4 P4 insgesamt
a-Proteobacteria 6 3 6 4 19
B-Proteobacteria 15 9 8 11 43
y-Proteobacteria 1 6 2 5 14
0-Proteobacteria 4 5 4 1 14
Acidobacteria / / / 3 3
Actinobacteria 1 4 3 2 10
Bacteroidetes 3 7 4 9 23
Chloroflexi-Thermomicrobia 4 1 1 1 7
Firmicutes / 2 1 3 6
Gemmatimonadetes 1 / / / 1
Planctomycetes / / / 1 1
OTU Spam 1 / / / 1
Spirochaetes / 1 / 1 2
Verrucomicrobiae 2 5 1 / 8

Da der in dieser Arbeit untersuchte Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm in die
Hauptentwicklungslinie der y-Proteobacteria gehort (Abschnitt 3.5.3), wird in den
Abbildungen 3.30 und 3.31 exemplarisch die phylogenetische Einordnung weiterer in den
Klonbanken gefundener y-Proteobacteria-Sequenzen dargestellt. Die erhaltenen 16S-rDNS-
Sequenzen wurden den Klonen entsprechend bezeichnet, wobei dem Namen der

Klonbank eine romische und eine arabische Zahl folgen. Neun Sequenzen (KA4III39,
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P41112, P21148, P2I119, P21114, P2II35, K4I38, P4136, P4III50) gruppierten sich zu bereits

bekannten 165-rDNS-Sequenzen von nicht kultivierten Bakterien mit Sequenzahnlich-

keiten in einem Bereich von 81,2% bis 99,0% (siehe Tabellen 7.4 und 7.5 im Anhang). Die

Sequenz P41148 wies eine Sequenzahnlichkeit von 98,8% zu einem nicht kultivierten

Xanthomonadaceae-Bakterium und 93,5% zu einem Rhodanobacter sp.-Stamm auf.

Auflen-
gruppen
-«—

uncultured soil bacterium, EF688386
K4I1139
uncultured bacterium, AY221058
uncultured bacterium, AJ582039

a-Proteobacteria

uncultured bacterium, EU335225

P4I112

uncultured soil bacterium, AY326587

bacterium Ellin5264, AY234615

uncultured bacterium, AY395402

uncultured soil bacterium, DQ297982

P2I148

uncultured bacterium, AY221082

uncultured bacterium, AY221039

Rhodanobacter sp. CC-JY-1, DQ239766
uncultured bacterium, AF418945

uncultured Xanthomonadaceae, EU266803

P41148

P2I119
uncultured bacterium, AY218694

uncultured bacterium, AJ604540
P2I114
uncultured bacterium, AY382154

P2I135
uncultured Xanthomonadaceae, EF018313

uncultured Xanthomonadaceae, EF018705
Rhodanobacter thiooxydans, AB286179
Rhodanobacter terrae, EF166076
Rhodanobacter spathiphylli, AM087226

y-Proteobacteria

K4138

P4136

uncultured bacterium, AB166775

uncultured bacterium, AY218617

uncultured bacterium, AJ318183

chultured bacterium, AY491597
uncultured bacterium, AF418944

_Ii uncultured soil bacterium, AY493951
— uncultured bacterium, EF516375
—— P4I1150

andere y-Proteobacteria

10 %

P-Proteobacteria

Abb. 3.30: Phylogenetischer Stammbaum der y-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter y-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
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Zwei Sequenzen waren der Gattung Pseudomonas zuzuordnen (Abbildung 3.31). Dabei
zeigten die Sequenzen P4III8 und P2II114 Sequenzahnlichkeiten von 99,7% bzw. 99,3% zu
bereits bekannten Pseudomonas sp.-Sequenzen (siehe Tabelle 3.10). Fiir die Sequenz P2I12
wurde die grofite Sequenzahnlichkeit zu Enterobacter amnigenus mit einem Distanzwert
von 99,8% gefunden. Mit 99,4% war die Sequenz K2III45 Cellvibrio gandavensis am
dhnlichsten (Tabelle 3.10).

a-Proteobacteria

— andere y-Proteobacteria
—1

andere y-Proteobacteria

uncultured bacterium, AY491597
uncultured bacterium, AF418944
uncultured soil bacterium, AY493951
— uncultured bacterium, EF516375

L P4III50
~ Pseudomonas tremae, AJ492826
Pseudomonas koreensis, AF468452
Pseudomonas lutea, AY364537
P4111I8
Pseudomonas fluorescens PfO-1, CP000094
Pseudomonas sp. H9zhy, AM410625
Pseudomonas sp, AJ002813
| P211114
Aufien- Pseudomonas chlororaphis subsg. chlorora, AF094723
ruppen _l- Pseudomonas corrugata, EF153018
grupp Pseudomonas sp. J35, AJ864849
<+ ‘|?Pseudomonas thivervalensis, AF100323

Pseudomonas sp. PILH1, DQ453824

Pseudomonas brassicacearum, AF100321

Pseudomonas kilonensis, AJ292426

Raoultella ornithinolytica, AF129441

|_I- Raoultella planticola, AF129443

uncultured bacterium, AY532548
Enterobacter amnigenus, AM062693
unidentified bacterium, AY344378
P2I12

Enterobacter amnigenus, AB004749
uncultured bacterium, AJ318112
Cellvibrio japonicus, AF452103

Cellvibrio gandavensis, AJ289162
LE uncultured bacterium, AY212727

y-Proteobacteria

K2I1145
uncultured bacterium, AY212574
Cellvibrio mixtus subsp. mixtus, AF448515
Cellvibrio vulgaris, AF448513
Cellvibrio fulvus, AF448514
Cellvibrio ostraviensis, AJ493583

[-Proteobacteria

10 %

Abb. 3.31: Phylogenetischer Stammbaum der y-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhéltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S5-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter y-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-
unterschied von 10% an.
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Tab. 3.10: Distanzmatrix mit den Sequenzahnlichkeiten in % fiir die 165-rDNS-Sequenzen aus der Abbildung 3.31 (y-Proteobacteria)
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Enterobacter amnigenu s, AB004749 100

unidentified bacterium, AY344378 99,8 | 100

uncultured bacterium, AY532548 989 | 98,7 | 100

uncultured bacterium, AJ318112 9991 996 | 989 | 100

Enterobacter aerogenes , AB004750 99,01 98,7 | 983 ] 989 | 100

Enterobacter aerogenes , D0741573 98,6 ] 984 | 979 | 985 | 99,7 ] 100

Pseudomona s sp., AJ002813 854 | 854 | 857 | 857 | 853 | 84,7 | 100

uncultured bacterium, AY212574 851)] 8541 855| 856 | 850 | 844 ] 90,6 | 100

uncultured bacterium, AY212727 852 855 | 854 | 856 | 850 | 844 ] 90,6 | 984 | 100

uncultured bacterium, AB187023 855 857 857 ] 858 853 | 846] 953 | 830 | 880 | 100

K2I1145 84,71 851 | 851 | 853 | 848 | 8401 904 | 985 989 | 87,9 | 100

P2I12 99,6 1 993] 985 995 985] 982 ] 853 | 853 | 852 | 855 | 850 | 100

P2I1114 854 857 | 8,0] 858 8,2 845] 979 91,1 ] 909 | 932 ] 91,0 | 855 | 100

P4I118 853] 855 859] 858 853 | 8451 997] 903 | 902 951 ] 903 | 855 | 977 | 100

Cellvibrio sp. R-4001, AJ289161 850 852 | 853 | 853 | 848 | 842 91,8 961 96,4 | 8891 961 ] 850 | 91,6 | 91,4 | 100

Cellvibrio gandavensis , AJ289162 853 ] 855 855| 857 | 851 | 8451 90,6 | 99,1 ] 995] 830 994 | 853 | 91,0 ] 90,3 | 96,5 | 100

Pseudomonas sp. ]62, AJ864855 854 ] 855 | 856 | 857 | 853 | 84,7 999 | 90,6 | 906 | 953 | 904 | 853 | 981 ] 99,6 | 91,9 | 90,6 | 100

Cellvibrio mixtus subsp. mixtus , AF448515 85,6 | 86,1 | 859 | 861 | 857 | 849 916 | 954 ] 954 | 889 953 ]| 858 | 91,8 ] 914 | 976 | 956 | 91,8 | 100

Cellvibrio vulgaris , AF448513 845 849 | 848 | 850 | 845 83,7 90,7 | 944 | 944 ]| 884 | 942 ] 847 ] 909 ] 905] 96,1 | 945 | 91,0 | 97,7 | 100

Pseudomonas sp. 33zhy, AM410614 853 855 857 | 857 | 852 84,5] 999 905] 905 953 ] 904 | 854 | 977 ] 995| 91,6 | 90,5 999 | 91,7 | 90,8 | 100

Pseudomonas sp. H9zhy, AM410625 854 | 856 | 858 | 858 | 853 | 84,5]100,0] 90,5 90,6 | 953 | 905 | 854 ] 979 99,7 | 91,7 | 906 | 999 | 91,8 | 90,8 | 99,9 | 100

Cellvibrio japonicu s, AF452103 85,71 86,1 | 859 ] 861 | 858 | 850 91,5 | 948 ]| 946 | 890 947 ]| 858 | 91,4 ]| 914 | 945] 949 | 915] 960 | 944 | 916 | 91,7 | 100

Pseudomonas sp. PILH1, DQ453824 854 ] 858 857 | 858 852 | 844 975] 91,1 91,0] 929 | 910| 854 ] 993 | 972 ]| 91,6 | 91,0 ] 978 | 920 ]| 910 | 974 | 975 | 91,7 | 100

Enterobacter amnigenus , AM062693 99,81 996 9871 997 | 987 | 984 | 85| 85,4 855 8,5] 851 | 998 ]| 855 854 | 853 | 856 | 855 859 | 848 | 854 | 855 | 859 | 855 | 100
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3.5.3  Phylogenetische Einordnung des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-

Stammes

Der in dieser Arbeit eingesetzte und untersuchte Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stamm wurde ebenfalls einer Sequenzanalyse unterzogen und konnte phylogenetisch

eindeutig der Pseudomonas fluorescens-Gruppe zugeordnet werden (Abbildung 3.32).

{ Acidobacteria

L Actinobacteria

/ Firmicutes
/ Spirochaetes

Bacteroidetes

/ B-Proteobacteria
~ andere y-Proteobacteria

[ Pseudomonas sp. J35, AJ864849
Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis, AF094723

- P2I1I14
[LPseudomonas corrugata, EF153018

Pseudomonas mediterranea, AF386080
Pseudomonas kilonensis, AJ292426
Pseudomonas koreensis, AF468452
Pseudomonas lutea, AY364537
Pseudomonas sp. H9zhy, AM410625
P4III8
Pseudomonas sp., AJ002813
Pseudomonas fluorescens PfO-1, CP000094
Pseudomonas frederiksbergensis, AJ249382
Pseudomonas tremae, AJ492826
Pseudomonas syringae pv. syringae, DQ318866
Pseudomonas congelans, AJ492828
r Pseudomonas sp. P£-5, AJ417072 ﬁ
Pseudomonas sp. LB-3, DQ885602
Pseudomonas fluorescens, AY486385
Pseudomonas fluorescens, AY447046
Pseudomonas'sp. C6-23, EF044354
- Pseudomonas sp. AMSN AF438148
— Pseudomonas fluorescens, EF555463
10% Pseudomonas sp. C6-2, EF044363
Pseudomonas fluorescens, AF094726
Pseudomonas sp. PGNL1, DQ453825
I Proradix
Pseudomonas sp. K94.41, DQ453826

andere Pseudomonas spp.

yProteobacteria

Pseudomonas fluorescens
Gruppe

Abb. 3.32: Phylogenetischer Stammbaum, der die Einordnung der 16S-rDNS-Sequenz des Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Stammes zeigt. Der Mafistab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.

Dabei wies die 165-rDNS-Sequenz des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes
Sequenzahnlichkeiten von 96,7% und 99,8% zu anderen bereits bekannten 16S-rDNS-

Sequenzen von Pseudomonas fluorescens-Stammen auf (Tabelle 3.11).
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Tab. 3.11: Distanzmatrix mit den Sequenzahnlichkeiten in % fiir die 165-rDNS-Sequenz des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes im Vergleich zur 165-
rDNS-Sequenz verschiedener bekannter Pseudomonas-Stamme und der beiden Klone P2I1I14 und P4III8
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Proradix 100
P ]
seudomonas chlororaphis 976 | 100
subsp. chlororaphis , AF094723
Pseudomonas corrugata, EF153018 97,0 | 98,9 | 100
Pseudomonas fluorescens , PfO-1, CP000094 96,7 | 97,7 | 97,3 | 100
Pseudomonas fluorescens , AY486385 99,81 9781 97,2 968 | 100
Pseudomonas fluorescens , AF094726 998 | 97,8 | 972 ] 96,8 | 100 100
Pseudomonas fluorescens , AY486385 998 | 97,8 | 97,2 ] 96,8 | 100 100 100
Pseudomonas fluorescens , AY447046 99,81 978 | 972 ] 968 | 100 | 100 | 100 | 100
Pseudomonas sp. J35, AJ864849 971 ] 989 95| 976 | 973 973 | 973 | 973 | 100
Pseudomonas sp. H9zhy, AM410625 96,6 | 97,7 9751 995] 968 | 968 | 968 | 968 | 97,6 | 100
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Pseudomonas sp. PGNL1, DQ453825 99,71 9791] 973 969 100 | 100 | 100 | 100 | 974 | 970 | 999 ] 99,9 | 100 | 99,9 | 100
Pseudomonas sp. K94.41, DQ453826 99,71 9791 973 969 | 100 | 100 | 100 | 100 | 973 ] 969 | 999 ] 999 | 100 | 99,9 ] 100 | 100
Pseudomonas sp. S8-62, DQ453827 99,71 979] 973 968 | 100 | 100 | 100 | 100 | 972 ] 969 | 999 ] 999 | 100 | 999 | 99,8 | 99,8 | 100
Pseudomonas sp. C6-23, EF044354 99,8 1 979 973 970 | 100 | 100 | 100 | 100 | 974 ] 96,9 | 100 | 100 | 100 | 999 ] 999 | 999 | 999 | 100
Pseudomonas sp. C6-2, EF044363 99,81 979] 973 970 | 100 | 100 | 100 | 100 | 974 | 96,9 | 100 | 100 | 100 | 999 | 999 | 999 | 999 | 100 | 100
Pseudomonas sp. AJ002813 96,6 | 97,7 | 975 95| 968 ] 96,8 | 968 ] 968 | 97,7 | 100 | 96,8 | 97,0 | 96,6 | 966 | 969 | 96,9 | 96,8 | 97,0 | 97,0 | 100
P211114 975 | 988 988 976 | 977|977 977 977 93| 9791 977]| 978 975| 976 | 978 | 978 | 978 | 978 | 978 | 979 | 100
P4III8 964 | 975] 973 993 96,6 | 967 | 96,6 | 96,5]| 974 | 997 | 96,6 | 96,7 | 96,4 | 965] 96,7 | 96,7 | 96,7 | 96,7 | 96,7 | 99,7 | 97,7 | 100
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Bei der Erstellung der Klonbanken zur Identifizierung der in den T-RFLP-Analysen
detektierten Restriktionsfragmente konnte die 165-rDNS-Sequenz von Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) unter den erhaltenen Sequenzen der Klonbanken P2 und P4

nicht gefunden werden.

3,54  Identifizierung der in T-RFLP-Analysen erhaltenen Restriktions-

fragmente

Nach der vollstindigen phylogenetischen Auswertung aller aus den vier Klonbanken
erhaltenen 165-rDNS-Sequenzen konnte mit Hilfe des ARB Softwarepakets fiir jede
Sequenz die Linge des in der T-RFLP-Analyse zu erwartenden terminalen Restriktions-
fragments ermittelt werden. Schlieslich konnten dann den Sequenzen die im Rahmen des
Gewaichshausversuches tatsachlich detektierten Restriktionsfragmentlangen zugeordnet
werden. Die Tabelle 3.13 gibt einen Uberblick zu den Ergebnissen aus der Klonbanken-
Sequenzanalyse und den zugehorigen Ergebnissen der T-RFLP-Analyse. Dabei ist jedem
sequenzierten Klon eine nach dem Vergleich mit in der Datenbank NCBI abgelegten
Sequenzen verwandtschaftlich dhnliche 16S-rDNS-Sequenz mit der zugehdrigen
,Accession-Number” und der Sequenzdhnlichkeit in % zugeordnet. AufSerdem werden
fiir jeden Klon der ermittelte RFLP-Typ, die erwartete (ARB) und die tatsachlich erhaltene
(T-RFLP) Restriktionsfragmentlange sowie die relative Abundanz der jeweiligen
Fragmente zu den entsprechenden Untersuchungszeitpunkten angegeben. Die Klone sind
beziiglich der Restriktionsfragmentldngen in aufsteigender Reihenfolge angeordnet.

Fiir 24 der insgesamt 152 sequenzierten Klone konnten in den durchgefiihrten T-RFLP-
Analysen keine entsprechenden Restriktionsfragmente gefunden werden (Tabelle 3.12).
Dies entspricht der geringen Haufigkeit des fiir diese Klone charakteristischen RFLP-Typs
innerhalb der vier erstellten Klonbanken K2, P2, K4 und P4. Oft wurde der jeweilige
RFLP-Typ nur einmal in einer der vier Klonbanken gefunden. Dabei bildete der Klon P2I5
mit der erwarteten Fragmentlinge von 444 bp die einzige Ausnahme, denn der

zugehorige RFLP-Typ trat in den vier Klonbanken insgesamt zehnmal auf. Innerhalb der
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T-RFLP-Analysen fiir K2, P2, K4 und P4 wurden 11 weitere Restriktionsfragmente
detektiert, welchen wiederum anhand der Ergebnisse der Klonbanken keine Sequenz
zugeordnet werden konnte, obwohl die relativen Abundanzwerte fiir die 69, 88 und

425 bp langen Fragmente erhoht waren (Tabelle 3.12).

Tab. 3.12: Auflistung der sequenzierten Klone, fiir die kein terminales Restriktionsfragment
gefunden werden konnte und der detektierten Restriktionsfragmente, die nicht
identifiziert werden konnten.

Erhaltene Sequenz |RFLP-Typ Detektiertes relative Abundanz
ohne Fragment- Mspl/Rsal Fragment (%)

zuordnung Hiufigkeit ohne Sequenz-

(erwartete Lange) K2 |P2 |K4 |P4 |zuordnung K2| P2 | K4 | P4
P2I1 38 (95 bp) 65an | O [ 1 | O | O [69bp 611492746
P4I1 13 (95 bp) 9aw | 0] 0| O 1 [88bp 20121(19]26
P4II1 5 (95 bp) 55an [ O | O [ 1 | 1 |113bp 0] 0] 0]L5
K2I1 (128 bp) la 1|11 1] 0 (124bp 0] 0 |11]11
K41 37 (128 bp) 48ar 00| 1] 0 |263bp 0100914
K4II 10 (128 bp) 58ar 01 0] 1] 0 |39bp 1,5|112]110(12
P2I1 11 (208 bp) 56aj 0O 1| 0] 0 |425Dbp 65]137]61]44
P2118 (219 bp) 48g 0l 1] 0| 1 |[454Dbp 0] 0 (12|15
P2I119 (232 bp) 57e 0Ol 1] 0| O [484Dbp 0101008
P2II 28 (282 bp) 60am | O | 1 | O | O [855bp 0100710

K2I 3 (404 bp) 3c 110 0] 0 [912bp 0J]0]01]08
P4119 (441 bp) 72c Ol 10| 1

P21 5 (444 bp) 2i 1|33 3

P2II 47 (444 bp) 43i o|2f(0fo0

P2III 5 (458 bp) 7lag | 0 1 ] 0| ©

KA4III 39 (475 bp) 2n 0jJ]o0f11]0

P21 27 (496 bp) 49n ol 1|1]o0

P4II 48 (496 bp) 25e 0J]o0oj]o0]1

K2III 28 (504 bp) 37b 1]10f(0]O

K2I1I 35 (504 bp) 38b 1]1]0f(0]oO

P4I1 6 (512 bp) 17bc | O] O | O | 1

P2II1 11 (602 bp) 75as | 0| 2 [ 0] O

P4I1 25 (685 bp) 102bf | O O [ O] 1

K2II 2 (797 bp) 18q 110107]0O0

In der Tabelle 3.13 ist ersichtlich, dass eine bestimmte Fragmentlange mehreren in den
Klonbanken erhaltenen Sequenzen zugeordnet werden konnte. So war das 490 bp lange
Fragment fiir verschiedene Mikroorganismen aus den Phyla p-Proteobacteria und
y-Proteobacteria charakteristisch. Dazu gehorten zum Beispiel Herbaspirillum lusitanum und

Duganella  violaceinigra als p-Proteobacteria sowie Pseudomonas sp.-Stamme der
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y-Proteobacteria. Das 139 bp lange Fragment reprasentierte Vertreter der Actinobacteria,
B-Proteobacteria, y-Proteobacteria und der 6-Proteobacteria. Es kam auch vor, dass fiir einige
Klone, fiir die beim Vergleich mit Sequenzen der Datenbank NCBI aufgrund der Sequenz-
dhnlichkeit die gleiche verwandte Sequenz gefunden wurde, trotzdem unterschiedliche
terminale Restriktionsfragmente infolge von Sequenzunterschieden zu erwarten waren.
Beispielsweise wurden fiinf Klone als ,uncultured Flexibacter sp. clone TM19_36" mit
Fragmentlangen von 538, 540 und 541 bp oder drei Klone als Paenibacillus alginolyticus mit
zu erwartenden Fragmentlangen von 159, 184 und 496 bp identifiziert.

Die meisten Klonsequenzen der in dieser Arbeit erstellten Klonbanken fielen in die
Hauptentwicklungslinie der p-Proteobacteria. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
T-RFLP-Analysen ftiberein. Fiir die in den Klonbanken enthaltenen Vertreter der
B-Proteobacteria wurden unter anderem Restriktionsfragmente mit Langen von 136, 139,
482, 487 und 490 bp detektiert. Nach 2 und 4 Wochen Wachstum der Gerste wurden fiir
diese Fragmente entsprechend hohe relative Abundanzen ermittelt, die zum Beispiel beim
139 bp-Fragment in einem Bereich von 9,0 (K4) bis 14,5% (K2) lagen oder sich beim
487 bp-Fragment von 8,1 (K2) bis 10,9% (K4) und beim 490 bp-Fragment von 4,7 (P4) bis
10,5% (P2) erstreckten (siehe Tabelle 3.13).

Beziiglich des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-spezifischen Fragments (142,6 bp)
wurden in den T-RFLP-Analysen des Gewadchshausversuches zwei Fragmente detektiert
(siehe Abschnitt 3.4.4). Beim Vergleich mit den Sequenzergebnissen der Klonbanken

konnte das 143 bp lange Fragment aufSerdem als Conexibacter woesei identifiziert werden.
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Tab. 3.13: Identifizierung der in den T-RFLP-Analysen des Gewachshausversuches detektierten terminalen Restriktionsfragmente.
Phylogenetische Einordnung der 16S-rDNS-Sequenzen der 152 untersuchten Klone aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 und Zuordnung der Restriktions-
fragmentlangen der T-RFLP-Analysen (NCBI: Die aufgefiihrten Informationen stammten aus der offentlichen Datenbank NCBI; ARB: Die aufgefiihrten
Informationen wurden mit dem Softwarepaket ARB ermittelt.; n. d.: Das entsprechende Restriktionsfragment konnte in den durchgefiihrten T-RFLP-Analysen
nicht detektiert werden.; /: Das entsprechende Fragment wurde in den T-RFLP-Analysen der bakteriellen Gemeinschaften von K2, P2, K4 oder P4 nicht detektiert,
trat aber im gesamten Untersuchungszeitraum auf.; -: Es sind keine Abundanzen vorhanden, da das Fragment nicht detektiert wurde.; Der RFLP-Typ setzt sich
aus beiden Mustern zusammen, die jeweils mit Mspl (Zahl) und mit Rsal (Buchstabe) erhalten wurden.)
Klon |Sequenzihnlichkeit Accession- [% Ahn-| Phylogenetische RF T-RF- T-RF- |[relative Abundanz
(NCBI) Number |lichkeit| Einordnung LP- |Linge (bp)| Lange (bp)|(%)
(NCBI) |(NCBI) (ARB) Typ| (ARB) (T-RFLP) | K2 | P2 | K4 | P4
K2III 15| Polyangium cellulosum strain S09857 AF467674.11 95 Deltaproteobacteria | 34g 76 78 / / / /
K2I 11 |Polyangium thaxteri strain P13 AJ233943.1| 91 Deltaproteobacteria 6h 78 80
P21 13 |Polyangium thaxteri strain P1t3 AJ233943.1| 91 Deltaproteobacteria | 45ag 78 80
P2I1 10 |Polyangium thaxteri strain PI t3 AJ233943.1 91 Deltaproteobacteria | 34ag 78 80
P2II 29 |Uncultured delta proteobacterium clone AKYG817 AY922068.1] 98 Deltaproteobacteria | 61n 78 80 601103l 671 96
KA4lI 32 |Uncultured delta proteobacterium clone MSB-5C5 DQ811828.1| 88 Deltaproteobacteria | 89g 78 80 ’ i ’
P411 35 |Bacterium Ellin5086 AY234503.1| 98 Alphaproteobacteria | 211 79 80
P2I1 8 |Cytophaga hutchinsonii M58768.1 97 Bacteroidetes 55ai 82 80
P211 33 |Cytophaga hutchinsonii M58768.1 97 Bacteroidetes 63ai 82 80
P4I1I 1 |Flavobacterium psychrophilum strain:IFO 15942 AB078060.1| 95 Bacteroidetes 18aw] 83 84
P2I1I 20 |Uncultured actinobacterium clone EB1077 AY395396.1] 93 Actinobacteria 77au 84 84 Lz / /
P41 43 |Flavobacterium sp. WB 4.4-73 AM177638.1] 98 Bacteroidetes 1lay 85 87
PAIII 2 |Flavobacterium sp. WB-1.1.56 AM177392.1] 98 Bacteroidetes 27ap 85 87 23la7l17] 20
P4II1 13 |Flavobacterium aquatile type strain DSM 1132 AM230485.1] 96 Bacteroidetes 18i 85 87 [ A A
P411 27 |Phycicoccus dokdonensis strain DS-8 EF555583.1 99 Actinobacteria 101b 85 87
P2II 23 |Uncultured Bacteroidetes bacterium clone AS34 EU283364.1] 89 Bacteroidetes 58ak 91 91
K4II 6 |Uncultured bacterium clone A09 EF589974.1| 97 Bacteroidetes 84i 91 91
P21 29 |Flavobacterium ferrugineum type strain DSM 30193 AM230484.1] 94 Bacteroidetes 50i 93 91 241291231350
K41 25 |Uncultured Flavobacterium sp. isolate OF70 AY177767.11 96 Bacteroidetes 84ax 93 91
P2I1 38 |Flavobacterium ferrugineum type strain DSM 30193 AM230484.1] 93 Bacteroidetes 65an 95 n. d.
P4II 13 |Uncultured bacterium clone aab66d10 DQ814283.1] 96 Bacteroidetes 99aw| 95 n. d. - - - -
P4II1 5 |Flavobacterium ferrugineum type strain DSM 30193 AM230484.1| 94 Bacteroidetes 55an 95 n. d.
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Tab. 3.10: Fortsetzung

Klon |Sequenzihnlichkeit Accession- [% Ahn-| Phylogenetische RF T-RF- T-RF- |relative Abundanz
(NCBI) Number |lichkeit| Einordnung LP- |Linge (bp)| Lange (bp)|(%)
(NCBID) |[(NCBD) (ARB) Typ| (ARB) (T-RFLP) | K2 | P2 | K4 | P4
K211 |Mesorhizobium tianshanense AF041447.11 99 Alphaproteobacteria la 128 n. d.
K4I 37 |Uncultured bacterium clone FCP5491 EF515925.1| 96 Deltaproteobacteria | 48ar 128 n. d. - - - -
K4II 10 |Uncultured bacterium clone FCPS491 EF515925.1| 96 Deltaproteobacteria | 58ar 128 n. d.
KA4I1I 29 |Uncultured Actinobacteria bacterium clone AKYG476 AY922024.1| 98 Actinobacteria 39an 132 131
P4l 5 |Uncultured planctomycete clone Amb_16S_1421 EF018919.1| 90 Planctomycetes 57ah 133 131 8817333155
K2I 24 |Uncultured eubacterium WD2102 AJ292626.1 98 Betaproteobacteria 11le 134 136
K2III 37| Uncultured eubacterium WD2102 AJ292626.1 97 Betaproteobacteria | 39ab 134 136 153l150l114l115
K2III 40|Uncultured Gemmatimonadetes bacterium clone OS-C105 EF612389.1| 94 Gemmatimonadetes | 40ac| 137 136 A D A
P2I11 |Uncultured Verrucomicrobia bacterium clone A.damicornis 19 DQ302114.1] 93 Verrucomicrobiae 53ah 137 136
P2I 44 |Actinomadura longicatena strain IMSNU 22180T AJ293707.1| 96 Actinobacteria 52i 139 139
K2I 6 |Uncultured bacterium clone 268ds10 AY212718.1| 97 Betaproteobacteria 5e 139 139
K218 |Leptothrix sp.S1.1 DQ241397.1 97 Betaproteobacteria 7g 139 139
K2II 17 |Uncultured bacterium clone Hot Creek 29 AY168738.2| 94 Betaproteobacteria 24t 139 139
K2II 45 |Uncultured bacterium clone 268ds10 AY212718.1| 97 Betaproteobacteria 11x 139 139
P2I 30 |Uncultured bacterium clone 5-40 DQ833473.1| 97 Betaproteobacteria 11g 139 139
P2I1 16 |Leptothrix sp. S1.1 DQ241397.1] 98 Betaproteobacteria 5g 139 139
K41 28 |Comamonadaceae bacterium MWH55 AJ556799.1| 99 Betaproteobacteria | 11ab 139 139 14511381 9.0\ 11.1
K2III 45| Cellvibrio sp. R4069 AJ289162.1 99 Gammaproteobacteria | 5n 140 139
P2II 37 JUncultured bacterium clone 268ds10 AY212718.1| 96 Betaproteobacteria 11le 141 139
K4I17 |Uncultured bacterium clone FCPN625 EF516599.1| 99 Betaproteobacteria 8lg 141 139
P4I1I 3 |Uncultured bacterium clone FCPO756 EF516497.1| 99 Betaproteobacteria 24e 141 139
P411I 31| Uncultured bacterium clone FCPT598 EF516335.1| 99 Betaproteobacteria 5ab 141 139
K4I 18 |Uncultured bacterium clone 40_st3_4-6cm EU290707.1 91 Deltaproteobacteria 82i 141 139
K2I 32 |Conexibacter woesei type strain DSM 14684T AJ440237.1 95 Actinobacteria 14m 143 143 / / 115]15
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Tab. 3.10: Fortsetzung
Klon |Sequenzihnlichkeit Accession- [% Ahn-| Phylogenetische RF T-RF- T-RF- |relative Abundanz
(NCBI) Number |lichkeit| Einordnung LP- |Linge (bp)| Lange (bp)|(%)
(NCBID) |[(NCBD) (ARB) Typ| (ARB) (T-RFLP) | K2 | P2 | K4 | P4
P41 32 |Uncultured Acidobacteria bacterium clone lhad17 DQ648916.11 97 Acidobacteria 98g 144 145
KA4III 19} Uncultured bacterium clone FFCH17365 EU133733.1| 87 Bacteroidetes 6bg 144 145 1sl1al12]12
P4I1I 25| Bacillus niacini strain YM1C7 EU221338.1 99 Firmicutes 76ar| 145 145 A A B
P4III 49 |Uncultured Acidobacteria bacterium clone VC47 AY211077.1] 96 Acidobacteria 47¢g 146 145
P4IIT 49 |Uncultured Acidobacteria bacterium clone VC47 AY211077.1 96 Acidobacteria 47g 146 147 38142|23]31
K2II 18 | Sphingomonas aurantiaca strain MA306a AJ429237.1| 97 Alphaproteobacteria [ 22m 150 149 232512330
K2I1I 11| Caulobacter sp. PhyCEm-1426 AMO921648.1] 99 Alphaproteobacteria | 33z 150 149 A A AR
P2I1I 32 JUncultured bacterium clone 48 DQ413107.1] 95 Alphaproteobacteria | 62m 152 154
P2II 41 |Uncultured alpha proteobacterium clone 73 EU223948.1| 97 Alphaproteobacteria | 67b 152 154
KA4II 4 |Uncultured alpha proteobacterium clone 73 EU223948.1] 95 Alphaproteobacteria | 88f 152 154
K4II 42 |Uncultured bacterium clone BacA_095 EU335286.1 98 Alphaproteobacteria | 59b 152 154 / / 109]|14
KA4I11 3 |Bradyrhizobium elkanii strain SEMIA 6069 AY904746.1| 98 Alphaproteobacteria | 59m 152 154
P411 9 |Bradyrhizobium japonicum isolate RLA12 EU333382.1] 99 Alphaproteobacteria | 44m 152 154
K4III 27} Acidovorax sp. BSB421 Y18617.1 93 Betaproteobacteria 5v 152 154
K4III 23] Opitutus sp. VeGlc2 X99390.1 96 Verrucomicrobiae 92ah 158 157 3113352149
P21I11 41 |Lentzea albidocapillata AF328680.11 97 Actinobacteria 79aw 159 161
P2I1I 47 |Lentzea albidocapillata AF328680.1| 95 Actinobacteria 79g 159 161
KA4II 33 |Streptomyces turgidiscabies AY207582.1| 98 Actinobacteria 90b 159 161
P41 8 |Lentzea albidocapillata AF328680.1] 98 Actinobacteria 51i 159 161
P4I1 4 |Paenibacillus alginolyticus AB073362.1] 96 Firmicutes 4n 159 161 / / / /
K2II 46 |Uncultured bacterium clone SLB728 DQ787731.1] 99 Alphaproteobacteria | 30m 160 161
K4II 34 |Uncultured bacterium clone AKAU4098 DQ125862.1] 98 Alphaproteobacteria | 91m 160 161
K411 38 JAgromyces cerinus subsp. cerinus type strain DSM 8595 AM410680.1] 98 Actinobacteria 93x 163 161
P2I11 9 |Paenibacillus sepulcri strain CCM 7311 DQ291142.1] 94 Firmicutes 74ar 169 169
P21 15 |Uncultured bacterium clone FCPT575 EF516767.1| 94 Verrucomicrobiae 2i 169 169 / / / /
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Tab. 3.10: Fortsetzung
Klon |Sequenzihnlichkeit Accession- [% Ahn-| Phylogenetische RF T-RF- T-RF- |relative Abundanz
(NCBI) Number |lichkeit Einordnung LP- | Lange (bp)| Lange (bp)|(%)
(NCBI) [(NCBI) (ARB) Typ (ARB) (T-RFLP) | K2 | P2 | K4 | P4
P411I 50 JUncultured bacterium clone FCPT680 EF516375.1 94 Gammaproteobacteria | 44n 170 170
K2II 41 JUncultured bacterium clone BacC-s_039 EU335202.11 97 OTU Spam 29w 171 170 / / / /
P4III 24 |Paenibacillus alginolyticus AB073362.1 94 Firmicutes 14am| 184 183 / / / /
P2II 11 |Uncultured bacterium clone FCPT656 EF516525.1| 99 Verrucomicrobiae 56aj 208 n. d. - - - -
P21 18 |Uncultured delta proteobacterium clone MSB-5C5 DQ811828.1| 89 Deltaproteobacteria | 48g 219 n. d. -1 -1 - -
P2II 19 |Uncultured Xanthomonadaceae bacterium clone D10_39 EU266803.1| 92 | Gammaproteobacteria | 57e 232 n.d. - - -] -
P41 14 |Leptospira interrogans X17547.1 88 Spirochaetes 96l 272 274 / / / /
P2II 28 |Spirochaeta sp. MWH-HuW8 AJ565433.1| 94 Spirochaetes 60am| 282 n. d. - - - -
P41II 23 |Uncultured bacterium clone FCPU401 EF516971.1 98 Acidobacteria 100w 292 290 1,21 / / /
P2I11 7 |Phenylobacterium immobile Y18216.1 96 Alphaproteobacteria | 72c 401 401
K4II 2 |Uncultured Rhizobium sp. clone TM4_21 DQ303370.1] 99 Alphaproteobacteria | 6ba 401 401 / / / /
K21 7 |Caulobacter fusiformis strain ATCC 15257(T) AJ227759.1| 99 Alphaproteobacteria 6f 403 401
K2I 3 |Sphingomonas wittichii strain DSM 6014 AB021492.2] 95 Alphaproteobacteria 3c 404 n. d. - - - -
KA4III 47| Dechloromonas sp. JJ AY032611.1] 99 Betaproteobacteria | 59ad 430 429
P2I1I 35 |Uncultured Xanthomonadaceae bacterium clone Amb_16S_1156 EF018705.1 97 Gammaproteobacteria | 64g 430 429
K4I 38 |Uncultured gamma proteobacterium clone Blsiiil4 AJ318183.1 94 Gammaproteobacteria | 15g 430 429 / / / /
P41 36 |Uncultured gamma proteobacterium clone Blsiiil4 AJ318183.1 94 Gammaproteobacteria | 33g 430 429
P4II 49 |Uncultured beta proteobacterium clone EB1078 AY395397.1] 99 Betaproteobacteria 6le 432 433 1el16l16l 16
K2III 47| Uncultured bacterium clone SLB624 DQ787718.1] 97 Verrucomicrobiae | 4lae 433 433 ! ! ! !
K2I1 7 |Kouleothrix aurantiaca strain:EJ2M-A AB079638.11 89 Chloroflexi 211 434 434
P21 39 |Kouleothrix aurantiaca strain:MYSI-A AB079639.1] 93 Chloroflexi 511 434 434
K2I 30 |Kouleothrix aurantiaca strain:EJ2M-A AB079638.11 90 Chloroflexi 131 436 434 / / |11,1] 0,8
K2II 36 |Kouleothrix aurantiaca strain:MYSI-A AB079639.1| 90 Chloroflexi 271 436 434
K2II 47 |Kouleothrix aurantiaca strain:MYSI-A AB079639.1] 90 Chloroflexi 311 436 434
KA4II 40 |Kaistia sp. B1-1 AM409363.1| 98 Alphaproteobacteria | 59q 437 437 / / / /
P4I11 Juncultured eubacterium WD2107 AJ292610.1| 88 Alphaproteobacteria | 19a0 439 438 / / / /
P41 19 |Rhodobacter sphaeroides strain SKO11 EU410423.1] 95 Alphaproteobacteria | 72c 441 n. d. - - - -
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Tab. 3.10: Fortsetzung
Klon |Sequenzihnlichkeit Accession- [% Ahn-| Phylogenetische RF T-RF- T-RF- |relative Abundanz
(NCBI) Number |lichkeit Einordnung LP- | Lange (bp)| Lange (bp)|(%)
(NCBI) [(NCBI) (ARB) Typ| (ARB) (T-RFLP) | K2 | P2 | K4 | P4
P25 |Telluria mixta DQO005909.2| 98 Betaproteobacteria 2i 444 n. d.
P211 47 | Telluria mixta DQ005909.2] 98 Betaproteobacteria 43i 444 n. d. i i i i
P2III 5 |Uncultured bacterium clone FFCH1244 EU135492.1] 99 Verrucomicrobiae  |71aq 458 n. d. - - - -
KA4I1I 39| Uncultured soil bacterium clone F6-105 EF688386.1| 95 Gammaproteobacteria | 2n 475 n. d. - - - -
K2I 25 |Pseudomonas saccharophila AF368755.1| 98 Betaproteobacteria 12k 483 482
K2II 8 |Pseudomonas saccharophila AF368755.1] 98 Betaproteobacteria 20r 483 482
K2II 42 | Pseudomonas saccharophila AF368755.1 98 Betaproteobacteria 17p 483 482 29139]150] 43
K411 35 |Pseudomonas saccharophila AF368755.1] 98 Betaproteobacteria 12p 483 482
P4III 48 | Pseudomonas saccharophila AF368755.1] 99 Betaproteobacteria 2p 483 482
K2I1I 18] Duganella zoogloeoides D14256.1 98 Betaproteobacteria | 26aa 488 487
K2I1I 44| Methylibium fulvum strain: Gsoil 328 AB245357.11 96 Betaproteobacteria | 12ad 488 487
P2I1 36 |Duganella sp. BD-al4 EF575562.1| 97 Betaproteobacteria 47i 488 487
K41 27 Janthinobacterium sp. SY12 EF455530.1 97 Betaproteobacteria 8g 488 487
K4I 46 |Uncultured bacterium clone BANW456 DQ264450.1] 98 Betaproteobacteria 61u 488 487 8,1]841109] 9,1
P4I1 2 |Janthinobacterium agaricidamnosum Y08845.1 96 Betaproteobacteria 2g 488 487
P4I1 7 |Pseudomonas saccharophila AF368755.1] 93 Betaproteobacteria 12¢g 488 487
P4II 16 |Janthinobacterium agaricidamnosum Y08845.1 96 Betaproteobacteria 59i 488 487
P411I 23 |Janthinobacterium agaricidamnosum Y08845.1 96 Betaproteobacteria 8i 488 487
K2II 33 |Beta proteobacterium A0637 AF236004.1| 98 Betaproteobacteria | 26v 490 490
K2III 12| Uncultured bacterium clone 29 AY250094.1| 98 Betaproteobacteria 26i 490 490
K2III 29| Uncultured bacterium clone 29 AY250094.11 98 Betaproteobacteria 8u 490 490
K2III 48| Uncultured bacterium clone 29 AY250094.1] 98 Betaproteobacteria 12i 490 490
P2I 23 JUncultured bacterium clone 29 AY250094.11 98 Betaproteobacteria 43i 490 490
P21I11 22|Janthinobacterium sp. SY12 EF455530.1| 96 Betaproteobacteria 12i 490 490
K41 32 |Herbaspirillum lusitanum AF543312.1| 96 Betaproteobacteria 8b 490 490
P41 10 |Duganella violaceinigra strain YIM 31327 AY376163.1| 99 Betaproteobacteria 951 490 490
P41 20 |Duganella violaceinigra strain YIM 31327 AY376163.1 99 Betaproteobacteria 97i 490 490 8,5(10,5| 84| 4,7
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Tab. 3.10: Fortsetzung

Klon |Sequenzihnlichkeit Accession- [% Ahn-| Phylogenetische RF T-RF- T-RF- |relative Abundanz
(NCBI) Number |lichkeit Einordnung LP- | Lange (bp)| Lange (bp)|(%)
(NCBI) |(NCBD (ARB) Typ| (ARB) (T-RFLP) | K2 | P2 | K4 | P4

P41 25 |Beta proteobacterium A0637 AF236004.1] 98 Betaproteobacteria 20v 490 490

P2III 4 |Uncultured Xanthomonadaceae bacterium clone Amb_16S_676 EF018313.1 94 Gammaproteobacteria | 70n 490 490
P2I11 14 | Pseudomonas sp. PILH1 DQ453824.1| 99 | Gammaproteobacteria | 12n 490 490

P4III 8 |Pseudomonas sp. H9zhy AM410625.1] 99 Gammaproteobacteria | 8n 490 490
K2II 26 |Uncultured beta proteobacterium clone C1-73-TB2-1I AY599723.11 96 Betaproteobacteria 25u 491 490

P2II 48 JUncultured soil bacterium clone UE4 DQ297982.1| 98 Gammaproteobacteria | 68ao 491 490

P4II 12 |Uncultured bacterium clone BacA_002 EU335225.1 97 Gammaproteobacteria | 251 493 492

P2I1 2 |Enterobacter amnigenus isolate p412 AMO062693.1] 99 Gammaproteobacteria | 54m 494 492 / / / /

P21 27 |Paenibacillus alginolyticus AB073362.11 94 Firmicutes 49n 496 n. d.

P411 48 |Uncultured Xanthomonadaceae bacterium clone D10_39 EU266803.1] 98 | Gammaproteobacteria | 25e | 496 n. d. I N
K2III 28| Polyangium thaxteri strain PI t3 AJ233943.1 91 Deltaproteobacteria 37b 504 n. d.

K2I11 35| Polyangium thaxteri strain Pl t3 AJ233943.1[ 91 Deltaproteobacteria | 38b 504 n. d. N

P2I1I 8 |Uncultured bacterium clone FFCH7961 EU134515.1| 98 Deltaproteobacteria | 73ar 507 509 / / / /

P4I1 6 |Uncultured bacterium clone JSC8-B3 DQ532221.1| 95 Thermomicrobia 17bc 512 n. d.

K41 39 |Uncultured Chloroflexi bacterium clone AKYG1623 AY921965.1] 96 Chloroflexi 2ai 518 518 N EaN
K2III 49)Uncultured bacterium clone Hot Creek 83 AY168752.1| 94 Bacteroidetes 32b 525 524 / / / /
KA4III 32} Uncultured bacterium clone FCPT509 EF516821.1 93 Firmicutes 94m 535 534 / / / /

P2I 12 |Uncultured Flexibacter sp. clone TM19_36 DQ279370.1 90 Bacteroidetes 44af 538 540 / / / /

P4II 45 |Mucilaginibacter sp. BXN5-31 EU423302.1| 97 Bacteroidetes 80aw 540 542
P4III 41 |Uncultured Flexibacter sp. clone TM19_36 DQ279370.1f 93 Bacteroidetes 87bd 540 542
P4III 42 |Uncultured Flexibacter sp. clone TM19_36 DQ279370.1| 94 Bacteroidetes 87be 540 542

K2I 22 |Uncultured bacterium clone FCPP438 EF516475.1 94 Bacteroidetes 10 541 542 / / / /

K4II'1 |Uncultured bacterium clone: SRRB37 AB240511.1| 98 Bacteroidetes 87az 541 542

P2II 24 |Uncultured Flexibacter sp. clone TM19_36 DQ279370.1| 93 Bacteroidetes 33al 541 542

K2I 40 JUncultured Flexibacter sp. clone TM19_36 DQ279370.1] 92 Bacteroidetes 160 541 542
P2I1I 11| Uncultured bacterium clone SLB624 DQ787718.1] 98 Verrucomicrobiae 75as 602 n. d. - - - -

P4II 25 |Bdellovibrio bacteriovorus strain BEP2 AF148938.1| 93 Deltaproteobacteria  |102bf] 685 n. d. - - - -

K2II 2 JUncultured bacterium clone FFCH11598 EU135485.11 93 Verrucomicrobiae 18q 797 n. d. - - - -
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4 Diskussion

4.1 Wirkmechanismen mit  pflanzenwachstumsféorderndem

Potenzial von Proradix® (Pseudomonas fluorescens)

Der in der vorliegenden Arbeit in verschiedenen Experimenten im Labor, Gewachshaus
und im Freiland eingesetzte Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm wurde anhand
einiger Parameter, die im Hinblick auf die pflanzenwachstumsstimulierende Wirkung
von Bedeutung sind, untersucht. Zunachst sollte der Stamm hinsichtlich der Produktion
von Siderophoren mit Hilfe von Chromazurol S/HDTMA-Indikatorplatten tiiberpriift
werden. Die Fahigkeit zur Bildung von Siderophoren konnte unter Laborbedingungen
nachgewiesen werden.

Siderophoren werden sowohl von Mikroorganismen als auch von Gramineen unter
Eisenmangelbedingungen gebildet (Crowley & Kraemer, 2007). Die Siderophoren-
produktion ist in der Vergangenheit vielfach im Zusammenhang mit der Rhizospharen-
kompetenz wurzelbesiedelnder Bakterien (Raaijmakers et al., 1995; Moénne-Loccoz et al.,
1996) und mit der Unterdriickung phytopathogener Organismen infolge von Konkurrenz
um Eisen (Neilands & Leong, 1986; Buysens et al., 1996) untersucht worden.
Beispielsweise beobachteten Kloepper et al. (1980) unter Gewachshausbedingungen, dass
der Pseudomonas putida-Stamm B10 die phytopathogene Wirkung der Schadpilze Fusarium
oxysporum f. sp. lini und Gaeumannomyces graminis var. tritici schwachte. Dies traf jedoch
nicht zu, wenn dem verwendeten Boden Eisen zugegeben und somit die Siderophoren-
produktion des Stammes unterdriickt wurde. De Weger et al. (1986) untersuchten 30
verschiedene wurzelbesiedelnde Pseudomonas-Stamme hinsichtlich Siderophorenpro-
duktion und antagonistischer Aktivitat. Alle Stamme zeigten eine antagonistische
Aktivitat gegeniiber einer Reihe von Testorganismen in vitro. Diese Aktivitdt verringerte
sich bei 25 Stammen mit zunehmender Eisenkonzentration im Medium. Siderophore-

negative Mutanten zweier Stamme verloren die Biokontrollaktivitat ganzlich.
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Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass fiir die Biokontrollfdhigkeit pflanzen-
wachstumsfordernder Bakterien im Vergleich zur Siderophorenbildung eher die
Antibiotika-Produktion die grofiere Bedeutung einnimmt (Oedjijono et al., 1993; Haas &
Defago, 2005; Crowley & Kraemer, 2007). Crowley & Kraemer (2007) weisen darauf hin,
dass viele biokontrollaktive Bakterien bei der Anzucht in néahrstoffreichem, Eisen-
limitiertem Medium (in vitro) viel hohere Quantitaten an Siderophoren produzieren als in
der Rhizosphére detektiert werden. Deshalb ist die Rolle der Siderophoren beziiglich der
direkten Unterdriickung phytopathogener Organismen in der Rhizosphdre umstritten.
Die Siderophorenproduktion in der Rhizosphire ist auflerdem vom Besiedlungsort der
entsprechenden Bakterien an der Wurzel, vom Wachstumsstadium und vom Nahrstoff-
status der Pflanze sowie von chemischen Bodeneigenschaften (pH-Wert, Redox-Ver-

héltnisse) abhédngig (Crowley & Kraemer, 2007).

Viele verschiedene Bakterien produzieren das Phytohormon Indol-3-Essigsdure (IES). Es
wird angenommen, dass 80% der Rhizospharenbakterien dazu in der Lage sind (Spaepen
et al.,, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Produktion von IES auch fiir den
Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm festgestellt werden. Dabei wurde in vitro eine
mit dem IES-produzierenden Stamm Azospirillum brasilense Sp7 vergleichbare
Konzentration an IES gemessen.

Fiir viele PGPR ist gezeigt worden, dass die bakterielle IES-Biosynthese in engem
Zusammenhang mit einer erhohten Wurzelentwicklung steht. Spaepen et al. (2007)
postulieren, dass Bakterien IES als Bestandteil ihrer Kolonisierungsstrategie nutzen,
indem sie die Entwicklung von Wurzelgewebe stimulieren und so die Besiedlungs-
oberfliche und auch die Nahrstoffexsudation fiir das bakterielle Wachstum erhoéhen. In
den letzten Jahren wurde die IES-Produktion hauptsdachlich von Azospirillum als
bedeutungsvoller Mechanismus der Forderung des pflanzlichen Wachstums untersucht
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000; Dobbelaere & Okon, 2007; Spaepen et al., 2007;
Spaepen et al., 2008). Experimente mit Azospirillum-Mutanten, die Modifizierungen
hinsichtlich der IES-Biosynthese enthielten, fiihrten zu einer deutlichen Abnahme des
stimulierenden Effekts auf die Wurzelmorphologie von Weizen im Vergleich zum

Wildtyp-Stamm (Barbieri et al., 1986; Dobbelaere et al., 1999; Spaepen et al., 2008).
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Rothballer et al. (2005) konnten erstmalig die in situ Expression des ipdC-Gens nachweisen.
Das Enzym Indol-3-Pyruvat-Decarboxylase (IpdC) gilt als Schliisselenzym bei der
Umwandlung von Indol-3-Pyruvat zu Indol-3-Essigsdure innerhalb des Indol-3-Pyruvat-
Weges, der einen der biochemischen Wege fiir die Produktion von IES darstellt.

Mehrere Studien mit Azospirillum zeigten jedoch, dass Wachstums- und Ertrags-
steigerungen nicht allein durch die IES-Produktion erreicht werden sondern vielmehr als
Ergebnis des Zusammenwirkens mehrerer Mechanismen anzusehen sind (Spaepen et al.,
2007). Xie et al. (1996) fanden in Experimenten unter axenischen Bedingungen mit dem
pflanzenwachstumsférdernden Pseudomonas putida-Stamm GR12-2 keine direkte Bezie-
hung zwischen der IES-Biosynthese und dem Wurzelwachstum von Rapskeimlingen.
Eine Mutante mit in vitro vierfach hoherer IES-Produktion verglichen mit dem Wildtyp
konnte dabei keine Wurzelverlangerung bewirken.

Die fiir den Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm nachgewiesene IES-Produktion
diirfte in Bezug auf die Steigerung des Wurzelwachstums auch eher eine untergeordnete
Rolle spielen, denn im Gewéachshausversuch konnte in den ersten 10 Wochen Wachstum
kein signifikanter Unterschied bei der Wurzeltrockenmasse von mit Proradix®
behandelten Gerstenpflanzen gefunden werden (siehe Abbildung 3.11). In weiteren
Experimenten konnte ebenso keine deutliche Verdnderung der Wurzelmorphologie durch
die Proradix®-Behandlung nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Moglicherweise bietet die IES-Produktion dem Proradix®-Stamm eher einen Kolonisie-
rungsvorteil, wie dies fiir Pseudomonas fluorescens HP72 festgestellt werden konnte (Suzuki
et al., 2003). Dieser IES-produzierende Stamm induzierte eine Verminderung des Wurzel-
wachstums von Straufigras. Seine Fahigkeit zur Kolonisierung war jedoch im Vergleich zu
einer Mutante mit geringer IES-Produktion hoher. Einige Autoren berichten auflerdem
von physiologischen Verdnderungen in der Wurzel nach Inokulation mit IES-
produzierenden PGPR. Zum Beispiel fiihrte die Inokulation mit dem Azospirillum
brasilense-Stamm Cd (1 x 10® CFU/ml) in Versuchen mit Tomatenkeimlingen zur
Erhohung der Respirationsrate pro Wurzel um 70%, der spezifischen Aktivitdt der Malat-
Dehydrogenase um 45-65% und des Proteingehalts um 20% im Vergleich zur nicht
behandelten Kontrolle (Hadas & Okon, 1987). Eine erhohte Wurzel-Respirationsrate

deutet auf eine Zunahme der metabolischen Aktivitat hin. Fallik et al. (1988) beobachteten
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einen Anstieg der spezifischen Aktivitit mehrerer Enzyme, wie beispielsweise der
Alkohol-Dehydrogenase, der Glutamin-Synthetase, der Pyruvat-Kinase und der sauren
Phosphatase, in Wurzelextrakten von Mais nach Applikation von Azospirillum brasilense
(107 CFU/Pflanze). So konnte die erhohte Phosphataufnahme, die nach Inokulation mit
Azospirillum in Wurzeln beobachtet wurde, mit der gesteigerten Aktivitit der sauren
Phosphatase erklart werden. Es ist moglich, dass sich die IES-Produktion des Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Stammes aufgrund solcher oder &hnlicher physiologischer

Veranderungen in der Wurzel stimulierend auf das pflanzliche Wachstum auswirkt.

Ein weiterer Parameter, der im Zusammenhang mit der Stimulierung des Pflanzen-
wachstums durch Rhizosphdrenbakterien bereits intensiv untersucht wurde, ist die
Synthese des Enzyms 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Deaminase (Glick,
2005). Die ACC-Deaminase wandelt ACC in Ammoniak und oa-Ketobutyrat um.
Rhizospharenbakterien, die zur Biosynthese der ACC-Deaminase befahigt sind,
verringern somit den ACC-Gehalt im Wurzelbereich. Dies fiihrt zu einer Reduzierung der
von Pflanzen gebildeten Ethylen-Menge und schliefflich zur Verminderung der
Hemmung der Wurzelelongation, verursacht durch hohe Ethylenkonzentrationen.
Ethylen wird von hoheren Pflanzen aus L-Methionin {iber die Zwischenstufen
S-Adenosyl-L-Methionin und ACC gebildet und ist beispielsweise an der Samenkeimung,
der Gewebedifferenzierung, der Wurzelelongation, der Bliitenentwicklung, der Frucht-
reifung und der Seneszenz beteiligt. Auf biotischen und abiotischen Stress reagieren
Pflanzen mit einer erhchten Ethylen-Biosynthese. In einigen Féllen wirkt sich Ethylen
stimulierend, in anderen Situationen hemmend auf die Pflanze aus.

Im Jahr 1978 wurde die ACC-Deaminase vom Pseudomonas sp.-Stamm ACP erstmalig
isoliert und ist spéater bei einer Vielzahl anderer pflanzenwachstumsfordernder Bakterien,
wie zum Beispiel Pseudomonas sp. 6G5 (Klee et al., 1991) und Pseudomonas putida GR12-2
(Jacobson et al., 1994) detektiert worden. Fiir den Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stamm konnte in der vorliegenden Arbeit mit dem gewahlten Testverfahren keine ACC-

Deaminase Aktivitat nachgewiesen werden.
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Die Fahigkeit zur Hemmung phytopathogener Mikroorganismen wurde besonders bei
Vertretern der Gattung Pseudomonas untersucht und konnte hauptsachlich fiir
fluoreszierende Pseudomonaden nachgewiesen werden (Dowling & O’Gara, 1994;
Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Haas & Defago, 2005). In dieser Arbeit sollte die
wachstumsinhibierende Wirkung des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes auf
eine Reihe ausgewdhlter bodenbiirtiger Schadpilze iiberpriift werden. Eine Hemmung
des pilzlichen Wachstums konnte bei Gaeumannomyces graminis Ggt 13 und Pythium
ultimum Isolat Witzenhausen in so genannten Dualkulturtests im Labor beobachtet
werden. Weller (1988), Kloepper et al. (1989) und Dowling & O’Gara (1994) heben hervor,
dass solche Effekte unter Laborbedingungen nicht direkt auf die Biokontrollfahigkeit im
Freiland tibertragbar sind, da in vivo viel komplexere Bedingungen zu beriicksichtigen
sind.

Parallel zu dieser Arbeit wurde in einer zweiten Doktorarbeit von Andreas Frohlich am
Institut fiir Biochemische Pflanzenpathologie (BIOP) am Helmholtz Zentrum Miinchen
der Effekt von Proradix® und weiterer Pflanzenaktivatoren auf die Resistenz von Gerste
untersucht. Dabei wurden unter anderem Topfversuche mit dem bodenbiirtigen,
phytopathogenen Pilz Gaeumannomyces graminis Ggt 13 (Sandkulturen) unter semisterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Als weiterer phytopathogener Pilz wurde Rhynchosporium
secalis, bei dem Erstinfektionen von Myzel in Blittern und Kornern ausgehen, in
Experimenten mit Torfsubstrat verwendet. Mit Proradix® behandelte Gerstenpflanzen
zeigten weniger Pilzbefall als nicht behandelte Kontrollpflanzen (Andreas Frohlich,
personliche Mitteilung), was nach der Proradix®-Applikation im Falle von
Gaeumannomyces graminis auf die Ausbildung spezifischer Pathogen-Antagonist-
Interaktionen sowie Antibiose und bei Rhynchosporium secalis auf systemische Resistenz-
effekte hinweisen wiirde. Der Nachweis des verringerten Pilzbefalls erfolgte mit der
quantitativen ,real-time” PCR. Folglich besitzt der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Stamm Potenzial zur Biokontrolle und zur Produktion antibiotisch wirksamer

Verbindungen.

133



Diskussion

4.2 Stimulierung des Pflanzenwachstums durch Proradix®

(Pseudomonas fluorescens)

Die pflanzenwachstumsférdernde Wirkung niitzlicher Rhizospharenbakterien konnte in
der Vergangenheit in einer Vielzahl verschiedener Studien nachgewiesen werden (Brown,
1974; Weller, 1988; Kloepper et al., 1989; Reddy & Rahe, 1989; Okon & Labandera-
Gonzalez, 1994; Dobbelaere et al., 2001; Rothballer et al., 2003; Spaepen et al., 2008).

In dieser Arbeit sollte der PGPR-Effekt von Proradix® (Pseudomonas fluorescens) auf Gerste
in verschiedenen Experimenten im Labor, im Gewachshaus und im Freiland tiberpriift
werden. Im Labor konnten nach dreiwdchiger Anzucht im unsterilen Quarzsandsystem
sowohl bei den Sprossen als auch bei den Wurzeln keine signifikanten Wuchsunter-
schiede fiir die Proradix®-Behandlung ermittelt werden (siehe Abbildungen 7.1 und 7.2).
Zur Auspriagung eines stimulierenden Effekts durch Proradix® ist dieser gewahlte
Untersuchungszeitraum zu kurz, aber durch die Versuchsbedingungen des Quarzsand-
systems nicht ausweitbar. AufSerdem wird der Beginn der Pflanzenentwicklung stark von
im Samen gespeicherten Nahrstoffen beeinflusst.

Auch nach zehn Wochen Wachstum im Ackerboden im Gewichshaus wurde keine
signifikante Stimulierung des Gerstenwachstums gefunden (siehe Abbildungen 3.10-3.12).
Der pflanzenwachstumsfordernde Effekt durch Proradix® wurde erst nach Anzucht bis
zur vollstindigen Kornreife in Topfexperimenten mit Kultursubstraten sichtbar (siehe
Abbildungen 3.6, 3.8, 3.9). Rothballer et al. (2003) fanden unter dhnlichen Gewé&chshaus-
bedingungen in Experimenten mit Azospirillum brasilense-Stammen und unterschiedlichen
Weizensorten bereits nach sieben Wochen einen ausgepragten PGPR-Effekt mit einer
Steigerung der Sprosstrockenmasse von bis zu 60% gegeniiber der Kontrolle. Ebenso
zeigten Dobbelaere et al. (2001) einen frithen stimulierenden Effekt auf die Wurzel-
entwicklung und das Pflanzenwachstum wahrend der ersten Wochen nach der
Inokulation mit Azospirillum-Stammen. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der

Experimente mit Proradix®.
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In den Topfexperimenten im Gewadchshaus wurden signifikante Wachstumssteigerungen
durch Proradix® nur bei der Anzucht von Gerste unter Mangelbedingungen (Licht und

Nahrstoffangebot) festgestellt (Tabelle 4.1).

Tab. 4.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der Topfexperimente mit Kultursubstraten im Gewachshaus
*: signifikant erhoht, n. s.: nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle

Beleuchtung Substrat Effekt durch Proradix®-Behandlung
Anzahl | Stroh- | Ahren- | TKG
Ahren | gewicht | gewicht
Hochdruck- Okohum"”
u Okohum % % % s
Natriumdampflampe|  nahrstoffreich
Halogen-Metall- Okohum”
n.s n.s n.s n.s
dampflampe nahrstoffreich
Halogen-Metall- Fruhstorfer Erde” % % %
n.s
dampflampe nahrstoffarm
Halogen-Metall- Okohum®:Fruhs- %
o n.s n.s n.s
dampflampe torfer Erde™ 1:1

Dieser stimulierende Effekt war bei der Verwendung von Hochdruck-Natriumdampf-
lampen mit einer Zunahme der Anzahl der Ahren und des Strohgewichts um 44%

gegeniiber der Kontrolle am starksten ausgepragt.

Gewichshauslampen
500
% 400 +
He Bion
2 2 B
5 8
< £ E
&= X 200 -
3 100 -
m
0 =
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Wellenlinge (nm)
— Natriumdampflampe —— Halogen-Metalldampflampe

Abb. 4.1: Spektrale Bestrahlungsstiarken der in dieser Arbeit verwendeten Gewdéchs-
hauslampen. Die Messungen erfolgten in 1 m Entfernung von den Lampen.
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Mit den Hochdruck-Natriumdampflampen wurden Lichtmangelbedingungen erzeugt.
Anhand der Abbildung 4.1, die die Lichtspektren fiir beide verwendeten Lampenarten
zeigt, wird deutlich, dass unter Verwendung der Hochdruck-Natriumdampflampen
Blaulicht- (420-490 nm) und Rotlichtanteile (650-750 nm) fehlen. Fiir die Photosynthese
sind jedoch die roten und blauen Bereiche des Lichtspektrums entscheidend.

Auch unter Nahrstoffmangel waren die Anzahl der Ahren um bis zu 24% und das
Strohgewicht um bis zu 29% bei den Proradix®-Behandlungen erhoht. Diese Ergebnisse
stimmen mit publizierten Daten aus Gewadchshaus- und Felduntersuchungen mit
mehreren Azospirillen-Staimmen iiberein (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Dobbelaere
et al., 2001). Dabei konnten ausgepragte PGPR-Effekte hauptséachlich in leichten Boden mit
verminderter oder fehlender Stickstoffdiingung ermittelt werden. In schweren Béden und
unter Einsatz von Diinger verringerten sich diese forderlichen Effekte drastisch oder
verschwanden ganz.

In einer Reihe von Freilanduntersuchungen konnten bereits erhebliche Ertragssteige-
rungen mit Hilfe von ,Plant Growth Promoting Rhizobacteria” erreicht werden. So
fanden Weller & Cook (1986) die hochste Ertragssteigerung mit 26% durch Pseudomonas
fluorescens Q72a-80 in Parzellenversuchen mit Winterweizen, wobei die Parzellen mit
Pythium spp. befallen waren. Schroth & Hancock (1982) berichteten, dass sich die Ertrage
von Kartoffeln durch den Einsatz fluoreszierender Pseudomonaden um 5-33% erhohten.
Nach Auswertung weltweiter Feldversuche mit verschiedenen Nutzpflanzen, wie
beispielsweise Gerste, Weizen, Mais und Reis, zeigten Okon & Labandera-Gonzalez
(1994), dass Inokulationen mit Azospirillum brasilense- und Azospirillum lipoferum-Stammen
statistisch signifikante Ertragssteigerungen in einem Bereich von 5 bis 30% bei 60-70% der
Experimente bewirkten.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten nach Applikation von Proradix® (Pseudomonas
fluorescens) signifikante Steigerungen der Ertragszahlen um 19% (6kologische Bewirt-
schaftung), 15 und 13% (integrierte Bewirtschaftung) im Vergleich zu unbehandelten
Gerstenpflanzen ermittelt werden. Dies beschrankte sich im Jahr 2006 auf zwei und 2007
auf einen der insgesamt jeweils vier untersuchten Schlage des HMGU-Versuchsgutes in
Scheyern. In Ubereinstimmung berichteten Dobbelaere et al. (2001) ebenso, dass bei der

Durchfiithrung verschiedener Feld- und Gewachshausversuche in Belgien, Uruguay,
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Mexiko und Israel die Inokulationen nicht immer zu signifikanten Unterschieden
zwischen behandelten und unbehandelten Pflanzen fiihrten und nannten als Griinde
unterschiedliche Witterungseinfliisse, variierende Umwelt-Boden-Pflanzen Bedingungen
und die Zusammensetzung der Mikroflora an den jeweiligen Untersuchungsstandorten.
Bei der Diskussion von Freilandergebnissen miissen viele verschiedene, komplex
wirkende Faktoren, die den forderlichen Effekt der Inokulation beeinflussen, in Betracht
gezogen werden. Dazu gehoren die Temperatur, die Bodenfeuchte, der pH-Wert des
Bodens, der Ton- und Nahrstoffgehalt des Bodens, die autochthone Mikroflora, die
Eigenschaften der Nutzpflanze, der speziellen Sorte, der vorhandenen phytopathogenen
Organismen und des eingesetzten PGPR, die Art der Applikation und der Formulierung
sowie die applizierte Keimzahl (Weller, 1988; Reddy & Rahe, 1989; Dowling & O’Gara,
1994; Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Kloepper, 1996; Bashan, 1998; Haas & Defago,
2005). Viele Autoren sehen neben der Inokulationsdichte die Temperatur als eine
bedeutende Einflussgrofie auf die Populationsdichte von Mikroorganismen an. Loper
et al. (1985) kamen zu dem Ergebnis, dass die Populationen von zwei verschiedenen
inokulierten fluoreszierenden Pseudomonaden in der Rhizosphédre von Kartoffeln bei
12 bzw. 18°C grofler waren als bei 24°C. Von einer besseren Wurzelbesiedlung durch
Pseudomonas fluorescens ANP15 bei 18°C im Vergleich zu 30°C berichten auch Seong et al.
(1991). Vandenhove et al. (1991) beobachteten eine hohere Uberlebensrate von
Pseudomonas fluorescens 88W1 im Boden mit einer Temperatur von 5 und 15°C verglichen
mit 25°C.

Auf dem Versuchsgut in Scheyern beeinflussten besonders die Witterungsbedingungen,
die sich auch zwischen den beiden Untersuchungsjahren stark unterschieden, das
Wachstum der Gerstenpflanzen und wahrscheinlich auch den Proradix®-Effekt. Anhand
der Abbildungen 4.2 und 4.3 ist ersichtlich, dass im Jahr 2006 der Juli sehr warm und
trocken war, was sich wesentlich auf die Kornreifung auswirkte. Im Jahr 2007 wurde
besonders das Keimlingsstadium der Gerstenpflanzen im April von einer extremen
Trockenheit und hoheren Temperaturen bestimmt, was mdoglicherweise auch einen
negativen Einfluss auf die Besiedlung der auskeimenden Wurzeln durch Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) zur Folge hatte. Der weitere Verlauf des Untersuchungszeit-

raums bis Ende Juni zeichnete sich durch deutlich hohere Temperaturen gegeniiber der
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entsprechenden langjahrigen, mittleren Monatstemperatur aus und die Monate Mai und
Juli waren sehr feucht. Aufgrund dieser Witterungsbedingungen wurden in Scheyern

2007 im Vergleich zu 2006 insgesamt um bis zu 50% erniedrigte Ertrdge ermittelt.
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Abb. 4.2: Temperaturen fiir das HMGU-Versuchsgut in Scheyern in den Untersuchungsjahren 2006 und 2007
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Abb. 4.3: Niederschlagsmengen fiir das HMGU-Versuchsgut in Scheyern in den Untersuchungsjahren 2006 und
2007

In Scheyern konnten in der integrierten Bewirtschaftung in beiden Jahren Ertrags-
steigerungen durch Behandlung mit Proradix® festgestellt werden, obwohl die Pflanzen
durch Diingung optimal mit Nahrstoffen versorgt waren und auch hohere Néahrstoff-
konzentrationen im Boden, verglichen mit dem Okologischen Anbau, nachgewiesen
wurden (siehe Abschnitt 3.2.3, Tabelle 3.2). Fiir die 6kologische Bearbeitung ohne Diinger-
gaben bewirkte Proradix® nur 2006 an einem der ausgewdhlten Parzellenstandorte eine

signifikante Zunahme des Ertrags. Das Wachstum der Gerste wurde in beiden
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Untersuchungsjahren, besonders 2007, auf den 6kologisch bewirtschafteten Parzellen von
einem starken Unkrautdruck beeinflusst, was sich negativ auf die Ertrage, den mdglichen
Effekt durch Proradix® und die Auswertung der Parzellenexperimente auswirkte. Die
aufgetretenen, fiir die Pflanzenentwicklung extremen Einfliisse (phasenweise Trocken-
heit, erhohte Temperaturen, hoher Unkrautdruck) konnen die Gegensatze der Freiland-
ergebnisse zu den Ergebnissen im Gewachshaus und anderer publizierter Erfahrung mit
PGPR (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Dobbelaere et al., 2001) erklaren.
Moglicherweise bietet der Einsatz von Proradix® behandelten Pflanzen einen Wachstums-
vorteil in Anwesenheit von phytopathogenen Mikroorganismen. Um diesbeziiglich Aus-
sagen treffen zu konnen, waren weitere definierte Experimente unter Pathogendruck bzw.
Stressbedingungen in Pflanzenklimakammern oder im Gewaidchshaus notwendig. Im
Freiland sind mehrjahrige Experimente mit Untersuchungszeitrdumen iiber mindestens 5
Jahre erforderlich, um auswertbare und aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten und
Empfehlungen geben zu konnen.

Im Versuchsgut in Roggenstein wurden aufgrund des wesentlich niedrigeren Unkraut-
drucks, eines kaum vorhandenen Pathogendrucks sowie eines optimalen Nahrstoff-
angebots im Okologischen und im integrierten Anbau bis zu doppelt so hohe Ertrage,
verglichen mit den Ergebnissen aus Scheyern, erreicht. Ein wachstumsfordernder Effekt
durch Proradix® war unter diesen optimalen Bedingungen jedoch nicht nachweisbar. Dies
stimmt mit den im Gewdachshaus erhaltenen Ergebnissen und der Literatur (Okon &
Labandera-Gonzalez, 1994; Dobbelaere et al., 2001) iiberein.

Fiir die Biokontrolle und die stimulierende Wirkung auf das Pflanzenwachstum miissen
inokulierte PGPR in ausreichenden Populationsdichten in der Rhizosphdre vorhanden
sein (Weller, 1988; Haas & Defago, 2005). Als Grund fiir eine ungeniigende, unbestandige
Wirkung von PGPR in der Praxis wurde oft die ineffiziente Wurzelbesiedlung genannt
(Weller, 1988). Okon & Labandera-Gonzalez (1994) sehen in der Inokulationsdichte den
wichtigsten Faktor fiir die Intensitit des PGPR-Effekts und nennen als optimale
Konzentration 1 x 10”7 CFU pro Same oder Keimling anhand ihrer Untersuchungen mit
verschiedenen Azospirillen. Zur Biokontrolle von Gaeumannomyces graminis oder Pythium
spp. durch Pseudomonas sind Besiedlungszahlen im Bereich von 10° bis 10° CFU/g Wurzel
entscheidend (Haas & Defago, 2005). Es ist moglich, dass nach der in dieser Arbeit
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angewendeten Vakuuminfiltration zur Behandlung des Gerstensaatgutes mit Proradix®
zu wenig Bakterien auf und in den Samen vorhanden waren bzw. {iberlebten, um die
Wurzel erfolgreich zu besiedeln, sich gegeniiber der starken Konkurrenz in der
Rhizosphdre durchzusetzen und letztendlich iiberzeugende Ertragssteigerungen im
Feldmafistab zu bewirken.

Inokulationsexperimente, die zum Erfolg fiithren, konnen solche sein, bei denen der
optimalen Zellzahl des Inokulums spezielle Aufmerksamkeit gewidmet wird und
geeignete Inokulationsmethoden verwendet werden, bei denen die Inokulumkonzen-
tration erhalten und fiir die effektive Wurzelbesiedlung verfligbar bleibt (Okon &
Labandera-Gonzalez, 1994).

4.3 Lokalisierung von Proradix® (Pseudomonas fluorescens) in der

Rhizosphire von Gerste

Da eine erfolgreiche Wurzelbesiedlung fiir die niitzliche Wirkung pflanzenwachstums-
fordernder Rhizospharenbakterien von zentraler Bedeutung ist, wurden bereits zahlreiche
Besiedlungsstudien mit verschiedenen PGPR und unterschiedlichen Bedingungen durch-
gefiihrt. Dabei konnte stets festgestellt werden, dass besonders die Orte, fiir die eine hohe
Wurzelexsudation charakteristisch ist, durch eine enorme mikrobielle Abundanz und
Aktivitdat gekennzeichnet sind. Hohe Exsudatkonzentrationen wurden an den Austritts-
stellen von Seitenwurzeln und an Wurzelhaaren (Rovira & Davey, 1974) sowie
unmittelbar auf der Wurzeloberflaiche (Rhizoplane) (Hartmann et al., 2008b) gefunden.
Entsprechend der Wurzelexsudation variiert die Besiedlung entlang der Wurzel (Weller,
1988).

Die Kolonisierung der Wurzel wurde am intensivsten fiir Pseudomonas untersucht
(Lugtenberg et al., 2001). So beobachteten Chin-A-Woeng et al. (1997) in Studien mit
Pseudomonas fluorescens WCS365 eine starke Besiedlung nahe der Wurzelbasis, die in
Richtung Wurzelspitze abnahm, wobei Mikrokolonien meist in den Verbindungen

zwischen epidermalen Wurzelzellen und an eingeriickten Stellen der epidermalen
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Oberfldche lokalisiert waren. Ahnliche Aussagen konnten Gamalero et al. (2004) anhand
von Untersuchungen zur frithen Besiedlung von Tomatenkeimlingen durch Pseudomonas
fluorescens A6RI treffen. Sie fanden auflerdem zahlreiche Bakterienzellen des inokulierten
Stammes auf den Wurzelhaaren, die entweder homogen verteilt oder in Gruppen
angeordnet waren.

In Ubereinstimmung mit diesen publizierten Ergebnissen wurden in der vorliegenden
Arbeit Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen von der Wurzelbasis bis zur Wurzel-
spitze in allen Bereichen auf der Oberfliche von Gerstenwurzeln detektiert. Dabei
besiedelte der Stamm besonders die Wurzelhaarzone (sieche Abschnitte 3.3.2 und 3.3.3)
und konnte mit hohen Zelldichten auf der Oberfliche von Wurzelhaaren (siehe Ab-
bildungen 3.20C und 3.21B) gefunden werden. Die Zellen waren nicht gleichmafiig iiber
die Wurzel verteilt, sondern traten, wahrscheinlich wie bereits erwdhnt in Abhangigkeit
von der Wurzelexsudation, in einigen Bereichen mit grofieren Siedlungsdichten oder als
Mikrokolonien auf. In zahlreichen Besiedlungsstudien mit wurzelbesiedelnden
Pseudomonas fluorescens-Stammen wurde ebenso die Ausbildung von Mikrokolonien
beobachtet (Bloemberg et al., 1997; Chin-A-Woeng et al., 1997; Cassidy et al., 2000; Dekkers
et al., 2000; Gamalero et al., 2004).

Im Sinne der Rhizosphdrenkompetenz und fiir das Zustandekommen der Interaktion
zwischen inokuliertem PGPR und der Pflanze ist die Kolonisierung der Wurzel erst
effizient, wenn die auf den Samen oder Keimling applizierten Bakterien in der Lage sind,
sich entlang der im Boden wachsenden Wurzel zu verteilen, die Wurzelspitze zu
erreichen, sich zu vermehren und in Anwesenheit der autochthonen Mikroflora zu
iiberleben (Weller, 1988; Lugtenberg et al., 2001). Diese Fahigkeit konnte fiir den Proradix®
(Pseudomonas  fluorescens)-Stamm nachgewiesen werden. Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Zellen wurden nach Anzucht im unsterilen Quarzsandsystem oder im
Ackerboden in allen Wurzelbereichen und auch an der Wurzelspitze gefunden. An im
Ackerboden gewachsenen Gerstenwurzeln konnten auch nach vier Wochen noch GFP-
markierte Proradix®-Zellen deutlich lokalisiert werden.

Um das Besiedlungsverhalten von Proradix® (Pseudomonas fluorescens) zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit die Fluoreszenz in situ Hybridisierung und die spezifische GFP-

Markierung in Kombination mit der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie angewendet.
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Im Rahmen der FISH-Methode wirkten wahrend der Fixierung, Hybridisierung und dem
Waschen Salze und Temperaturen auf die Wurzelpraparate ein.

Die eingesetzte 16S5-rRNS gerichtete Oligonukleotidsonde PSE-225 war nicht nur
spezifisch fiir den Proradix®-Stamm oder Pseudomonas fluorescens, sondern erfasste auch
andere Pseudomonas-Arten (siehe Tabelle 3.3). Demzufolge war es mit dieser Methode
nicht moglich, Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen eindeutig zu identifizieren.
Nach Durchfithrung der FISH-Methode konnte durch den Einsatz weiterer Oligo-
nukleotidsonden (GAM-42A, dquimolare Mischung der Sonden EUB-338-1, II und III) die
Anwesenheit weiterer, konkurrierender, autochthoner Bakterien auf den Gerstenwurzeln
sichtbar gemacht werden (siehe Abbildung 3.18). Die Detektion fluoreszenzmarkierter
Bakterienzellen auf im Bodensystem gewachsenen Gerstenwurzeln wurde stark durch die
Autofluoreszenz anhaftender Bodenpartikel beeinflusst.

Zur deutlichen Lokalisierung der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen auf Gersten-
wurzeln wurde aufierdem der GFP-markierte Proradix®-Stamm verwendet. Das griin-
fluoreszierende Protein (GFP) der Qualle Aequorea victoria wurde bereits sehr erfolgreich
als wichtiger Marker zur Untersuchung von Populationen und Abldufen in der
Rhizosphire eingesetzt (Bloemberg et al., 1997; Chin-A-Woeng et al., 2004). Dabei knnen
frisch geerntete Wurzeln ohne dufiere Einwirkungen sofort mikroskopiert und GFP-
markierte Zellen ohne Zugabe exogener Substrate detektiert werden. Chalfie ef al. (1994)
zeigten, dass GFP, wenn es in prokaryotischen und eukaryotischen Zellen exprimiert
wird, eine starke und sehr stabile griine Fluoreszenz produziert. So konnten in dieser
Arbeit Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen aufgrund der starken GFP-Fluoreszenz
auf Wurzeln aus Ackerboden trotz Autofluoreszenz anhaftender Bodenpartikel lokalisiert
werden (siehe Abbildung 3.21). Die GFP-Markierung iiber ein Plasmid bringt jedoch den
Nachteil mit sich, dass Plasmide in Experimenten ohne Antibiotikadruck nicht immer
iiber langere Zeitraume stabil sind und so zum Teil nicht fiir Langzeitversuche geeignet
sind (van der Bij et al., 1996; Bloemberg et al., 1997). Dies konnte ein Grund fiir die
beobachtete Abnahme GFP-markierter Proradix®-Zellen auf den fiir drei Wochen im
Ackerboden gewachsenen Wurzeln sein. Das Vorhandensein GFP-exprimierender

Plasmide und die Expression des griinfluoreszierenden Proteins kann aufierdem das
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Wachstum des markierten Stammes beeinflussen (Bloemberg et al., 1997; Gtz et al., 2006)
und zu einem Selektionsnachteil fiithren.

Die meisten kommerziellen Inokula werden {iber eine Samenbehandlung appliziert. Von
dort aus konnen die Bakterien den jungen Keimling besiedeln. Um jedoch die Reprodu-
zierbarkeit von Experimenten mit niitzlichen Rhizosphdrenbakterien zu erhchen, werden
anstelle einer Samenbehandlung oft eher inokulierte Keimlinge verwendet (Lugtenberg
et al., 2001). Es ermoglicht den Einsatz einheitlich behandelter Keimlinge und liefert
gleiche Grundvoraussetzungen zu Beginn eines jeden Experiments. Gotz et al. (2006)
erreichten eine bessere Besiedlung von Tomatenwurzeln durch eine Wurzelinokulation
verglichen mit der Sameninokulation.

Eindeutige Aussagen zum Besiedlungsverhalten von Proradix® (Pseudomonas fluorescens)
konnten in dieser Arbeit auch erst getroffen werden, wenn inokulierte Keimlinge
(108 Zellen/ml) untersucht wurden. Bei der Verwendung saatgutgebeizter Samen waren
besonders im Bodensystem sehr wenig Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Bakterien
detektierbar. Dies konnte auch als ein weiterer Hinweis darauf angesehen werden, dass
die Anwendung der Saatgutbeizung bei Gerste fiir die Ausbildung einer ausreichenden
Populationsdichte in der Rhizosphare nicht effizient genug ist (siehe Abschnitt 4.2). Beim
Einsatz Gram-negativer Bakterien muss das Uberleben der Zellen auch vor und wiahrend
der Applikation gewdhrleistet sein. In diesem Zusammenhang ist die Entwicklung
verbesserter Formulierungen besonders im Hinblick auf die Osmoprotektion notwendig.
Gram-positive Bakterien besitzen diesbeziiglich einen Vorteil in der praktischen Hand-
habung, da sie in der Lage sind, gegeniiber Hitze und Austrocknung widerstandsfahige
Endosporen zu bilden (Weller, 1988).

Lugtenberg et al. (2001) stellen auflerdem die Vorteile eines Quarzsandsystems gegeniiber
der Verwendung von Freilandboden in Experimenten zur Wirkungsweise und
Besiedlung von PGPR heraus. Boden enthélt eine hohe Anzahl konkurrierender Bakterien
und die Einflussfaktoren sind viel komplexer. In Versuchen mit dem Pseudomonas
fluorescens-Stamm WCS365 verringerten sich die Zellzahlen zehnfach, wenn Quarzsand
gegen Blumenerde ausgetauscht wurde (Lugtenberg et al., 2001). Diese Erfahrungen

konnten in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden, denn im Ackerboden war die
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Besiedlungsdichte von Proradix® (Pseudomonas fluorescens) im Vergleich zum Quarzsand
deutlich geringer.

Auf Wurzeln aus Ackerboden nahm die Anzahl detektierbarer, GFP-markierter
Proradix®-Zellen nach drei Wochen ab. Neben einer zuvor diskutierten Plasmidinstabilitat
kann auch die Uberlebensfahigkeit des Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stammes in
der Rhizosphare von Gerste begrenzt sein. Van Elsas et al. (1986) zeigten in Experimenten
mit Pseudomonas fluorescens WCS374 die geringe Uberlebensrate. Dabei verringerten sich
die Zellzahlen sowohl in der Rhizosphare als auch im wurzelfreien Boden stetig.

Um die Besiedlung von Weizenwurzeln durch verschiedene Azospirillum brasilense-
Stamme im Verlauf einer Wachstumsperiode von 14 Wochen zu charakterisieren, fithrten
Schloter & Hartmann (1998) Experimente mit stammspezifischen monoklonalen Anti-
korpern durch. Sie stellten fest, dass die Anzahl der Azospirillen in der Rhizosphére
14 Wochen nach der Pflanzung signifikant reduziert war. Die Besiedlungsdichte des
Stammes Azospirillum brasilense Wa5 verringerte sich dabei von 10° (nach 4 Wochen) auf
10* (nach 14 Wochen) Bakterien/g getrockneter Wurzel. Obwohl die Gesamtzellzahl von
Azospirillum brasilense Sp245 innerhalb der 14 Wochen abnahm, blieb die Zahl der
Bakterien dieses Stammes, die das Innere der Wurzeln besiedelten, im gewahlten
Untersuchungszeitraum konstant.

Jacoud et al. (1998) inokulierten Maissamen mit Azospirillum lipoferum CRT1 mit einer
Zelldichte von 107 CFU/Same fiir Experimente unter Feldbedingungen. Wahrend der
ersten zwei Wochen nach der Aussaat blieb die Zelldichte von 10”7 CFU/Pflanze erhalten.
Danach nahm die Konzentration von Azospirillum lipoferum CRT1 stark ab bis nach
28 Tagen keine CRT1-Zellen mehr auf den Maiswurzeln detektiert werden konnten. Die
Bakterienkonzentration lag nach 28 Tagen schliefSlich unter der Nachweisgrenze von
10° CFU/Pflanze (Jacoud et al., 1998). Fiir die Biokontrolle und die Forderung des
Pflanzenwachstums ist jedoch die Uberlebensfihigkeit applizierter PGPR in der

Rhizosphére von besonderer Bedeutung (siehe Abschnitt 4.2).
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44 Auswirkung der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-
Applikation auf die bakterielle Rhizosphirengemeinschaft

von Gerste

Molekulare Fingerprinting-Methoden, wie die 165-rDNS gerichtete T-RFLP- oder die
DGGE-Analyse, bieten die Moglichkeit, Veranderungen der relativen Abundanz
bestimmter Bakterien oder Bakteriengruppen in einer Rhizosphadrengemeinschaft als
Folge variierender Umweltbedingungen oder von Inokulationen mit wurzelbesiedelnden,
niitzlichen Bakterien zu verfolgen (Osborn et al., 2000; Hartmann et al., 2004; van Veen et
al.,, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit sollte der mdgliche Einfluss von Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) auf die bakterielle Rhizospharengemeinschaft von Gerste mit
Hilfe der T-RFLP-Analyse auf Basis der Gesamt-165-rDNS untersucht werden. Dazu
wurden Gerstenpflanzen in Topfen mit Ackerboden im Gewaidchshaus und im Quarz-
sandsystem im Labor angezogen. Mit Proradix® behandelte Pflanzen wurden mit
unbehandelten Kontrollen verglichen. Wenn der inokulierte Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stamm zu den dominanten Bakterien in der Gerstenrhizosphare gehort, sollte
er mit seiner spezifischen Fragmentlinge von 143 bp in den T-RFLP-Analysen der
behandelten Pflanzen eindeutig detektierbar sein.

Das Proradix®-spezifische Restriktionsfragment war im Labormafistab gut nachweisbar,
wobei hohere Abundanzen nach zusatzlicher Inokulation (10® Zellen/ml) ermittelt wurden
(siehe Abschnitt 3.4.5 und Tabelle 3.4). Im komplexen Ackerbodensystem konnte der
Proradix®-Stamm nur nach einer Woche Wachstum der Gerste bei der Behandlung
Saatgutbeizung + zusatzliche Inokulation detektiert werden. Folglich zdhlte er hier nicht
zu den dominanten Vertretern der untersuchten bakteriellen Gemeinschaft. Trotzdem
lassen diese Ergebnisse erneut erkennen, dass hohere Inokulumdichten (Saatgutbeizung +
Inokulation mit 10® Zellen/ml) und die Inokulation von Keimlingen verglichen mit der
Samenbehandlung (Saatgutbeizung) zu einer effektiveren Besiedlung fithren (siehe
Abschnitte 4.2 und 4.3).

Ubereinstimmend konnten Gotz et al. (2006) in Samen- und Wurzelinokulations-

experimenten den inokulierten Pseudomonas putida-Stamm PRD16 mittels DGGE-

146



Diskussion

Analysen auch nur zum ersten Untersuchungszeitpunkt nach 8 Tagen eindeutig in der
Rhizosphdre von Tomatenpflanzen (Torf-Tongranulat-Sand-Gemisch) nachweisen. Dabei
kam der untersuchte Stamm im Sameninokulationsexperiment mit viel geringerer
Intensitat vor. In der Studie von Lottmann et al. (2000) konnten die beiden inokulierten
Stamme in DGGE-Analysen in der Rhizosphidre von transgenen Kartoffelpflanzen nicht
detektiert werden.

Obwohl PGPR oftmals doch eher mit geringerer Zelldichte innerhalb einer bestehenden
Rhizosphdrengemeinschaft gefunden und oft nur an bestimmten Stellen der Wurzel
lokalisiert werden, konnen trotzdem wachstumsfordernde Effekte beobachtet werden. So
stellten beispielsweise Reddy & Rahe (1989) signifikante Wachstumseffekte an Zwiebel-
keimlingen fest, obwohl die Zellzahlen des inokulierten Bacillus subtilis B-2 von
4,8 x 10° CFU/Same auf 1,1 x10° CFU/Pflanze innerhalb der ersten 14 Tage rapide
abnahmen. Auch Jacoud et al. (1998) beobachteten einerseits optimale Zelldichten von
107 CFU/Pflanze von Azospirillum lipoferum CRT1 fiir nur zwei Wochen nach der
Inokulation und andererseits PGPR Effekte an Maiswurzeln nach 3 oder 4 Wochen
Wachstum. Sie schlussfolgerten daraus, dass zur Ausbildung stimulierender Effekte hohe
Azospirillum-Zelldichten auf den Wurzeln nicht fiir lange Zeitraume notwendig sind.
Dazu ist aber der Erhalt einer optimalen Inokulumdichte wéahrend und direkt nach der
Aussaat erforderlich.

Im Ackerboden- und im Quarzsandsystem konnte ein Einfluss von Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) auf die bakterielle Gemeinschaft der Gerstenrhizosphare
beobachtet werden, der sich jedoch auf die erste Phase der Wurzelentwicklung
beschrankte (siehe Abbildungen 3.24 und 3.28). Dabei waren die Unterschiede zwischen
der Kontrolle und der Proradix®-Behandlung nach zusatzlicher Inokulation mit Proradix®
(Pseudomonas fluorescens) deutlicher ausgepragt als nach der Saatgutbeizung und wurden
im Gewachshausversuch in den ersten 3 Wochen nach Inokulation sichtbar.

Der Vergleich mit Literaturdaten bringt in diesem Zusammenhang unterschiedliche
Ergebnisse hervor. Wahrend einige Autoren von einem Einfluss auf die Rhizospharen-
gemeinschaft infolge der Inokulation mit ausgewdhlten Bakterienstimmen berichten
(Gilbert et al., 1993; Robleto et al., 1998; Schwieger & Tebbe, 2000; Bankhead et al., 2004;

Gotz et al, 2006), konnten in anderen Arbeiten keine Veranderungen in der
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Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft festgestellt werden (Lottmann et al.,
2000; Herschkovitz et al., 2005). Miethling et al. (2000) beobachteten nur einen geringen
Einfluss der Inokulation mit Sinorhizobium meliloti L33 in Experimenten mit Luzerne und
keine Auswirkung auf die Rhizosphdrengemeinschaft von Roggen. Inokulationen mit
antibiotikaproduzierenden Pseudomonas fluorescens-Stammen fithrten auch nur zu
voriibergehenden Anderungen von geringem Ausmaf (Bankhead et al., 2004). In DGGE-
Analysen von Gotz et al. (2006) waren Unterschiede in der bakteriellen Besiedlung
zwischen der Kontrolle und den inokulierten Pflanzen eher detektierbar, wenn einzelne
Bakteriengruppen unter Verwendung gruppenspezifischer Primer untersucht wurden.
Dies bietet eine Moglichkeit, auch die Auswirkung von Proradix® (Pseudomonas
fluorescens) auf die bestehende Rhizosphdrengemeinschaft weiterfithrend zu untersuchen.
In den T-RFLP-Analysen dieser Arbeit wurde eine klare zeitliche Verdnderung
festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass ein Zusammenhang zwischen Veranderungen in
der Zusammensetzung der bakteriellen Rhizosphdarengemeinschaft und der Wurzel-
entwicklung besteht. Auflerdem erhohte sich die Anzahl der detektierten Restriktions-
fragmente im Verlauf des untersuchten Zeitraums. Ebenso stellten Herschkovitz et al.
(2005) und Mougel et al. (2006) mit Hilfe von Fingerprinting-Methoden fest, dass die
Struktur bakterieller Rhizosphdrengemeinschaften vom Alter der untersuchten Mais-
bzw. Medicago truncatula-Pflanzen abhangig war. Hingegen fanden Normander & Prosser
(2000) keine Anderungen innerhalb der Bakteriengemeinschaft in Bezug auf die
Entwicklung von Gerstenpflanzen.

Mit fortschreitender Wurzelentwicklung nimmt die Anzahl wurzelbesiedelnder Bakterien
zu, da ebenso die Menge an abgegebenen Wurzelexsudaten ansteigt und wachsende
Wurzeln demzufolge als bedeutungsvolle Kohlenstoffquelle angesehen werden
(Herschkovitz et al., 2005). Mougel et al. (2006) beobachteten, dass sich die Struktur der
bakteriellen im Vergleich zur pilzlichen Gemeinschaft besonders wahrend der vegetativen
Entwicklung der Pflanze veranderte. Sie erkliren die gefundenen Modifikationen mit
Veranderungen in der Zusammensetzung der vorhandenen Exsudate wéhrend der
Pflanzenentwicklung. Gransee & Wittenmayer (2000) zeigten, dass die Zusammensetzung
der Wurzelabscheidungen vom Pflanzenalter im Zusammenhang mit pflanzenphysiolo-

gischen Veranderungen im Verlauf der Entwicklung abhangt. Der Anteil an Kohlenstoff,
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der durch Getreide tiber die Wurzeln in den Boden abgegeben wird, verringert sich im
Laufe der Pflanzenentwicklung (Kuzyakov & Domanski, 2000). Wahrend der repro-
duktiven Phase werden bedeutend weniger organische Verbindungen in die Rhizosphare
abgegeben als im vegetativen Stadium, was dementsprechend eine Abnahme der
bakteriellen Aktivitdt in der Rhizosphédre wahrend der reproduktiven Entwicklung zur
Folge hat.

Anhand dieser Aussagen kann geschlussfolgert werden, dass die in dieser Arbeit
gefundene zeitliche Veranderung der Rhizosphdrengemeinschaft von Gerste einerseits
aufgrund einer verdanderten Wurzelexsudation erfolgte, zumal die Vorgange im
Keimlingsstadium stark von im Samen gespeicherten Nahrstoffen abhangen. Demzufolge
siedelt sich zundchst eine bestimmte Rhizosphdrengemeinschaft an, die sich im weiteren
Verlauf verandert.

Andererseits fanden Yang & Crowley (2000) in einer Studie mit Gerste heraus, dass sich
bakterielle Rhizospharengemeinschaften in verschiedenen Wurzelbereichen betrachtlich
voneinander unterscheiden. Auch De Leij et al. (1993) stellten fest, dass die Struktur der
bakteriellen Gemeinschaft an jungen Wurzeln sich von der an élteren Wurzeln
differenzierte. Dabei traten auf jungen Wurzeln eher schnell wachsende Organismen (r-
Strategen) und in alten Wurzelbereichen langsam wachsende Spezialisten (K-Strategen)
auf. R-Strategen wachsen in weniger besiedelten Habitaten und unter nahrstoffreichen
Bedingungen, treten nur kurzzeitig auf und sind charakteristisch fiir eine instabile
Umwelt. Dagegen sind K-Strategen in der Lage, Nahrstoffe unter dicht besiedelten
Bedingungen zu nutzen und sie vermehren sich in einer stabilen Umwelt (De Leij et al.,
1993).

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit zur Analyse der bakteriellen Gemeinschaft
der Rhizosphdre wurden immer ganze Wurzeln untersucht. Zu Beginn des Unter-
suchungszeitraums wurden entsprechend der Keimlingsentwicklung junge Wurzeln
geerntet und fiir die T-RFLP-Analysen verwendet. Im weiteren Verlauf der Wurzel-
entwicklung wurden junge und alte Wurzelabschnitte mit einem zunehmenden
Lebensraum- und Nahrstoffangebot sowie immer mehr Nischen fiir siedelnde Bakterien

vereinigt.
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Um die in den T-RFLP-Analysen detektierten Restriktionsfragmente als Mitglieder der
bakteriellen Rhizosphdrengemeinschaft von im Ackerboden gewachsener Gerste zu
identifizieren, wurden vier verschiedene Klonbanken erstellt. Dabei wurden in der
Rhizosphdre von Proradix®-behandelten Gerstenpflanzen zwei weitere Pseudomonas-
Sequenzen gefunden. Diese beiden Stamme haben moglicherweise den gleichen
Siedlungsraum wie der inokulierte Proradix® (Pseudomonas fluorescens) eingenommen und
beeinflussten deren Besiedlung eventuell auch durch Konkurrenz um Nahrstoffe. In
Folgeexperimenten konnte diese Vermutung untersucht werden.

Sowohl bei der Durchfithrung von T-RFLP-Analysen als auch bei der Erstellung von
Klonbanken miissen jedoch methodische Einschrankungen beriicksichtigt werden. In
kultivierungsunabhangigen Analysen der mikrobiellen Gemeinschaft, die auf Durch-
fiihrung der PCR basieren, treten eine Reihe von Schritten auf, die Fehler bewirken
konnen (Kent & Triplett, 2002). Beispielsweise ist die bakterielle Zell- und Zellwand-
struktur in verschiedenen phylogenetischen Gruppen unterschiedlich und so lassen sich
einige Bakterienzellen wahrend der DNS-Extraktion leichter lysieren als andere. Gram-
negative Bakterien lysieren schneller als Gram-positive. Folglich werden in Finger-
printing-Analysen oftmals eher Gram-negative Gattungen erfasst (Bankhead et al., 2004).
Dies trifft auch auf die vorliegende Arbeit zu, obwohl mit Hilfe der Klonbanken auch
einige Gram-positive Bakterien, wie zum Beispiel Lentzea albidocapillata, Streptomyces
turgidiscabies, Paenibacillus alginolyticus, Bacillus niacini, identifiziert wurden.

Auflerdem kann die Kopienzahl der rRNS Gene in verschiedenen Organismen
betrdchtlich voneinander abweichen, was bei der Untersuchung hoch diverser Gemein-
schaften zu einem grundsatzlichen Nachteil hinsichtlich quantitativer Aussagen fiihrt.
Aus diesem Grund sollten quantitative Analysen basierend auf molekularen Marker-
genen mit Vorsicht betrachtet werden (van Veen et al., 2007).

Bankhead et al. (2004) und Herschkovitz et al. (2005) verwendeten in T-RFLP- bzw. DGGE-
Analysen universelle Bakterienprimer und erfassten so nur die dominanten Vertreter der
untersuchten bakteriellen Rhizospharengemeinschaft. Dabei weisen Bankhead et al. (2004)
darauf hin, dass sie unter den gegebenen experimentellen Bedingungen eher nur
bakterielle Populationen mit Zelldichten von mehr als 10° Zellen/g Wurzel in ihren

T-RFLP-Analysen detektierten. Koch et al. (2008b) fiihrten eine Reihe von Versuchen zur
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Kultivierung von Bodenbakterien durch und untersuchten die erhaltenen Kulturen
mittels DGGE-Analysen unter Verwendung von allgemeinen Bakterienprimern einerseits
und phylogenetisch gruppenspezifischer Primer andererseits. Beim Vergleich der
Analysen stellten sie fest, dass die Gesamtanzahl der detektierten Phylotypen 2,6 mal
hoher war, wenn sie gruppenspezifische Primer einsetzten. Wahrend mit Bakterien-
primern maximal drei verschiedene Phylotypen je Kultur detektiert wurden, konnten in
Analysen mit gruppenspezifischen Primern bis zu acht verschiedene Phylotypen in einer
Kultur gefunden werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die bakterielle Diversitdt bei
Verwendung von universellen Bakterienprimern unterschatzt wird.

In der vorliegenden Arbeit beeinflusste aufierdem die Amplifikation von DNS von
Chloroplasten und Mitochondrien der Gerste unter Verwendung universeller Bakterien-
primer die Analyse der Rhizospharengemeinschaft. Von diesem Problem berichten auch
andere Autoren (Normander & Prosser, 2000; Yang & Crowley, 2000; Sessitsch et al., 2004;
Graff & Conrad, 2005), die diese Chloroplasten- und Mitochondrien-Restriktions-
fragmente oder -Banden aus der weiteren Analyse ausschlossen. Green & Minz (2005)
veroffentlichten in diesem Zusammenhang eine Methode, in der mit Hilfe von
Restriktionen durch eine Endonuklease unerwiinschte, dominante DNS noch vor der
PCR-Amplifikation abgebaut werden und sich somit nicht mehr storend auf folgende
Analysen auswirken kann. Da diese Pflanzen-DNS meist dominant auftritt, wird die
Amplifikation von weniger dominanter bakterieller DNS oftmals stark unterdriickt
(Normander & Prosser, 2000).

Folglich kann davon ausgegangen werden, dass in dieser Arbeit der Einfluss von
Proradix® (Pseudomonas fluorescens) auf die eher dominanten Mitglieder der bakteriellen
Gerstenrhizosphdre untersucht wurde. In weiterfithrenden Experimenten konnte mit
Hilfe von gruppenspezifischen Primern die Auswirkung der Proradix®-Applikation auf

spezielle Bakteriengruppen untersucht werden.
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45 Ausblick

Der Einsatz pflanzenwachstumsfordernder Rhizosphdrenbakterien bietet mehrere
Vorteile gegeniiber chemischen Pflanzenschutzmafinahmen. Trotzdem hangt die
Effektivitat inokulierter PGPR von einer Vielzahl verschiedener Faktoren ab, die
abiotische und biotische Umweltbedingungen sowie das Uberleben der Bakterien in der
entsprechenden Produktformulierung, die Applikationstechnologie, das Uberleben auf
den Samen oder Keimlingen und die erfolgreiche Besiedlung der Rhizosphére
einschliefsen.

Einige Autoren schlagen die Kombination verschiedener PGPR vor, um die Wirkungs-
sicherheit zu erhohen und synergistische Effekte auszunutzen (Weller, 1988; Dowling &
O’Gara, 1994; Bashan, 1998; de Boer et al., 2003). Darauf basierend konnte der Proradix®
(Pseudomonas fluorescens)-Stamm in Folgeexperimenten zusammen mit anderen gut
untersuchten PGPR eingesetzt und die Wirkung auf die Pflanze getestet werden. Gerade
fiir die kombinierte Applikation miissen jedoch die Wirkmechanismen der verwendeten
PGPR bekannt und verstanden sein. Die Wirkungsweise des Proradix® (Pseudomonas
fluorescens)-Stammes sollte in weiterfithrenden experimentellen Ansdtzen untersucht
werden. Dabei konnten Mutanten, die Modifikationen hinsichtlich der Siderophoren-,
Indol-3-Essigsdure- und Antibiotika-Produktion sowie des Besiedlungsverhaltens auf-
weisen, zum Einsatz kommen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass besonders die Inokulumdichte eine wesentliche
Rolle fiir den Erfolg einer PGPR-Anwendung in der Praxis spielt. So konnte die
pflanzenwachstumsférdernde Wirkung von Proradix® unter Verwendung verschiedener
Inokulumdichten und unterschiedlicher Applikationstechniken in Gewachshausver-
suchen unter definierten Bedingungen weitergehend untersucht werden. Dariiber hinaus
sollten Experimente unter Pathogendruck folgen. PGPR miissen umfassend untersucht
sein, um letztendlich Empfehlungen fiir die praktische Anwendung zu geben und neue
wirkungsvolle Pflanzenstarkungsmittel auf bakterieller Basis fiir die Praxis bereit-

zustellen.
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5 Zusammenfassung

Seit mehreren Jahrzehnten sind Rhizospharenbakterien aufgrund ihrer Fahigkeit, das
pflanzliche Wachstum zu fordern, von besonderem wissenschaftlichem, ckologischem
und 6konomischem Interesse. Der Einsatz solcher Bakterien erlangte unter anderem im
Rahmen des biologischen Pflanzenschutzes zur Erhohung der landwirtschaftlichen
Produktivitat von Nutzpflanzen Bedeutung. Daraufthin wurden die Eigenschaften dieser
Bakterien umfangreich erforscht und Pflanzenschutzmittel auf bakterieller Basis
entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung des kommerziell erhaltlichen Pflanzen-
starkungsmittels Proradix® welches einen natiirlich vorkommenden Pseudomonas
fluorescens-Stamm  enthélt, untersucht werden. Dabei wurde der pflanzenwachstums-
fordernde Effekt auf Gerste in verschiedenen Experimenten im Labor, Gewachshaus und
im Freiland tiberpriift. Dariiber hinaus wurde die Besiedlung von Gerstenwurzeln durch
den Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm mit Methoden der molekularen
mikrobiellen Okologie verfolgt. Einen weiteren Schwerpunkt bildete die Fragestellung, ob
und in welchem Mafle sich die Applikation von Proradix® auf die bestehende bakterielle
Rhizospharengemeinschaft auswirkt.

Fir den Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Stamm konnte in vitro die Produktion von
Siderophoren und von Indol-3-Essigsdure sowie die Hemmung der bodenbiirtigen,
phytopathogenen Pilze Gaeumannomyces graminis Ggt 13 und Pythium ultimum in so
genannten Dualkulturtests nachgewiesen werden. Der Stamm war jedoch unter den
gewadhlten Versuchsbedingungen nicht in der Lage, das Enzym 1-Aminocyclopropan-1-
Carboxylat (ACC)-Deaminase, welches ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der
Stimulierung des Pflanzenwachstums spielt, zu synthetisieren.

Eine deutliche Steigerung des Wachstums der Gerste nach Anwendung von Proradix®
wurde in Gewadchshausversuchen unter Licht- und Nahrstoffmangel festgestellt. Im
Gegensatz dazu liefSen sich unter optimalen Wachstumsbedingungen keine Unterschiede

zwischen Kontrollpflanzen und der mit Proradix® behandelten Gerste erkennen. Dies
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unterstiitzt die auch von anderen Autoren veroffentlichte Schlussfolgerung, dass
ausgepragte PGPR-Effekte unter limitierenden Bedingungen auftreten. Im Rahmen
zweijahriger Freilandversuche wurden an verschiedenen Parzellenstandorten einerseits
Ertragssteigerungen um bis zu 19% und andererseits keine forderlichen Effekte nach
Einsatz von Proradix® ermittelt. Zur Diskussion solcher Freilandergebnisse muss eine
Vielzahl komplex wirkender Faktoren beriicksichtigt werden. In dieser Arbeit
beeinflussten vor allem Witterungsbedingungen und die Inokulumdichte die erhaltenen
Ertragszahlen. Anhand dieser Ergebnisse wird die Notwendigkeit von Langzeitstudien
mit Zeitraumen von mindestens funf Jahren offensichtlich.

Mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit spezifischen phylogenetischen
Oligonukleotidsonden und der GFP-Markierung konnte eine effektive Wurzelbesiedlung
durch Proradix® (Pseudomonas fluorescens) in allen Bereichen der Wurzel nachgewiesen
werden. Unter Verwendung des konfokalen Laserscanning-Mikroskops war die Lokali-
sierung von GFP-markierten Proradix®-Zellen besonders in der Wurzelhaarzone und mit
hohen Zelldichten auf der Oberfliche von Wurzelhaaren mdglich. Eine endophytische
Besiedlung konnte nur unter axenischen Bedingungen gefunden werden.

In T-RFLP-Analysen wurde ein Einfluss durch Proradix® auf die dominanten Vertreter
der bakteriellen Gemeinschaft der Gerstenrhizosphdre wahrend der ersten Phase der
Wurzelentwicklung dokumentiert. Auch hier wurde die Bedeutung der Inokulumdichte
sichtbar, denn die zusatzliche Inokulation mit Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellen
(108 Zellen/ml) zeigte einen gegeniiber der herkdmmlichen Saatgutbeizung deutlicher

ausgepragten Effekt.
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7 Anhang

Tab. 7.1:

Tab. 7.2:

Tab. 7.3:

Abb. 7.1:

Abb. 7.2:

Abb. 7.3:

Abb. 7.4:

Abb. 7.5-7.12:

Tab. 7.4:

Tab. 7.5:

Abb. 7.13-7.28:

Behandlung der Parzellenversuche nach landwirtschaftlicher Praxis im
HMGU-Versuchsgut Scheyern (2005/2006)

Behandlung der Parzellenversuche nach landwirtschaftlicher Praxis im
HMGU-Versuchsgut Scheyern (2006/2007)

Behandlung des Parzellenversuches nach landwirtschaftlicher Praxis
im TU-Versuchsgut Roggenstein (2007)

Spross- und Wurzellangen von Gerste nach 3 Wochen Wachstum im

unsterilen Quarzsandsystem.

Spross- und Wourzeltrockenmassen von Gerste nach 3 Wochen

Wachstum im unsterilen Quarzsandsystem.

Sprosslangen von Gerste nach 8 Wochen Wachstum im Ackerboden
(Versuchsgut Scheyern) im Gewachshaus (1 Pflanze pro 400 cm? Topf).
Spross- und Wurzeltrockenmassen von Gerste nach 8 Wochen
Wachstum im Ackerboden (Versuchsgut Scheyern) im Gewachshaus
(1 Pflanze pro 400 cm?® Topf).

RFLP-Muster positiver Klone der Klonbanken K2, P2, K4 und P4 nach
Einsatz der Restriktionsenzyme Mspl und Rsal

Distanzmatrix mit den Sequenzdhnlichkeiten in % fiir die 16S5-rDNS-
Sequenzen aus der Abbildung 3.30

Distanzmatrix mit den Sequenzdhnlichkeiten in % fiir weitere 16S-
rDNS-Sequenzen aus der Abbildung 3.30

Phylogenetische Stammbédume, die die Verwandtschaftsverhaltnisse
der 165-rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu

bereits bekannten 16S5-rDNS-Sequenzen zeigen.
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Tab. 7.2: Behandlung der Parzellenversuche nach landwirtschaftlicher Praxis im HMGU-Versuchsgut Scheyern (2005/2006)

Schlag |Boden- |[Boden- |Anbau/ Kultur Vorfrucht |Aussaat Bodenbe- Diingung Pflanzenschutz/ Ernte
art zahl |Anbauver- |(Sorte) arbeitung Pflegemafs-
fahren nahmen
Aol sL4D |44 okologisch [Sommer- |Weizen 24.04.2006 ]30.11.2005 keine Diingung 23.05.2006 Striegel 27.07.2006
Drillsaat  |gerste 420 Korner |Pflug Arbeitstiefe: 1 cm
(Barke) je m? Arbeitstiefe: 23 cm 03.06.2006 Striegel
Reihen- 24.04.2006 Arbeitstiefe: 1 cm
abstand: Kreiselegge 07.06.2006 Messenger
13 cm Arbeitstiefe: 5 cm 21./25.06.2006
Saattiefe: Distel schneiden
3cm
A26 sL4D (52 okologisch [Sommer- |Weizen 24.04.2006 |01.11.2005 keine Diingung 23.05.2006 Striegel 27.07.2006
Drillsaat  |gerste 420 Korner |Pflug Arbeitstiefe: 1 cm
(Barke) je m? Arbeitstiefe: 23 cm 03.06.2006 Striegel
Reihen- 24.04.2006 Arbeitstiefe: 1 cm
abstand: Kreiselegge 07.06.2006 Messenger
13 cm Arbeitstiefe: 5 cm 21./25.06.2006
Saattiefe: Distel schneiden
3 cm
A19 L4D |53 integriert [Sommer- |Weizen 24.04.2006 (20.10.2005 15.05.2006 25.05.2006 BBCH 25 08.08.2006
Drillsaat  |gerste 420 Korner |Grubber BBCH 24 Herbizid: Plattform S
(Barke) je m? Arbeitstiefe: 15 cm |Ammoniumnitrat- 0,9 1/ha + Gropper 10 g/ha
Reihen- 24.04.2006 Harnstoff (AHL)  [17.06.2006 Insektizid:
abstand:  [Kreiselegge 167 1/ha Bulldog 300 ml/ha
13 cm Arbeitstiefe: 5cm |50 kg N/ha 07.06.2006 Messenger
Saattiefe:
3cm
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Tab. 7.2: Behandlung der Parzellenversuche nach landwirtschaftlicher Praxis im HMGU-Versuchsgut Scheyern (2006/2007)

Schlag |Boden- |[Boden- |Anbau/ Kultur Vorfrucht |Aussaat Bodenbe- Diingung Pflanzenschutz/ Ernte
art zahl |Anbauver- |(Sorte) arbeitung Bewisserung Pflegemafs-
fahren nahmen
Aol sL4D |44 okologisch |Sommer- |Sonnen- 05.04.2007 [13.03.2007 Pflug keine Diingung 25.04.2007 Striegel 02.08.2007
Drillsaat  |gerste blumen 320 Korner |Arbeitstiefe: 24 cm Arbeitstiefe: 1 cm
(Barke) je m? 04.04.2007 27.04.2007 24.05.2007 Striegel
(TKG 51 g) |Kreiselegge Bewdssern Arbeitstiefe: 1 cm
Reihen- Arbeitstiefe: 5cm  |10-12 1/m? 17.07.2007
abstand: 07.04.2007 Walzen ]03.05.2007 Distel schneiden
13 cm Bewdssern
Saattiefe: 10-12 1/m?
3cm
A26/ |sL4D |48 okologisch |Sommer- |Sonnen- 05.04.2007 [29.12.2006 + keine Diingung 25.04.2007 Striegel 01.08.2007
07 Drillsaat  |gerste blumen 320 Kérner [15.01.2007 Grubber Arbeitstiefe: 1 cm
(Barke) je m? Arbeitstiefe: 15 cm |27.04.2007 24.05.2007 Striegel
(TKG 51 g) [03.04.2007 Frasen |Bewdssern Arbeitstiefe: 1 cm
Reihen- Arbeitstiefe: 7 cm  |10-12 1/m? 17.07.2007
abstand: 04.04.2007 03.05.2007 Distel schneiden
13 cm Kreiselegge Bewéssern
Saattiefe:  |Arbeitstiefe: 5 cm  |10-12 I/m?
3 cm 07.04.2007 Walzen
A19 L4D |53 integriert |Sommer- |Weizen 05.04.2007 {05.09.2006 12.03.2007 12.03.2007 Totalherbizid: |01.08.2007
Drillsaat  |gerste 320 Korner |Grubber Schwefelsaures Glyphosate 3,5 1/ha
(Barke) je m? Arbeitstiefe: 16 cm |Ammoniak 22.05.2007 Herbizid:
(TKG 51 g) (03.04.2007 1 dt/ha, 20 kg N/ha |Primus 100 ml/ha
Reihen- Fréasen 03.05.2007 27.05.2007 Herbizid:
abstand: Arbeitstiefe: 7cm  |Ammoniumnitrat- |Axial 0,45 1/ha
13 cm 04.04.2007 Harnstoff (AHL)  [07.06.2007 Insektizid:
Saattiefe:  [Kreiselegge 100 1/ha, 30 kg N/ha|Karate 75 ml/ha
3 cm Arbeitstiefe: 5 cm
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Tab. 7.2: Fortsetzung

Bewassern:wie A19

Schlag [Boden- [Boden- [Anbau/ Kultur Vorfrucht [Aussaat Bodenbe- Diingung Pflanzenschutz/ Ernte
art zahl |Anbauver- |(Sorte) arbeitung Bewisserung Pflegemaf3-
fahren nahmen
A19 07.04.2007 Walzen [09.06.2007
Ammoniumnitrat-
Harnstoff (AHL)
133 1/ha, 40 kg N/ha
27.04./03.052007
Bewaissern
10-12 1/m2
A20 L4D |57 integriert |Sommer- |Weizen 05.04.2007 ]05.09.2006 12.03.2007 12.03.2007 Totalherbizid: | 01.08.2007
Drillsaat  |gerste 320 Korner |Grubber Schwefelsaures Glyphosate 3,5 1/ha
(Barke) je m? Arbeitstiefe: 16 cm |Ammoniak 22.05.2007 Herbizid:
(TKG 51 g) |03.04.2007 1 dt/ha, 20 kg N/ha | Primus 100 ml/ha
Reihen- Kreiselegge 03.05.2007 27.05.2007 Herbizid:
abstand: Arbeitstiefe: 7 cm  |Ammoniumnitrat- |Axial 0,45 1/ha
13 cm 04.04.2007 Harnstoff (AHL) [07.06.2007 Insektizid:
Saattiefe: |Kreiselegge 100 I/ha, 30 kg N/ha|Karate 75 ml/ha
3 cm Arbeitstiefe: 5 cm  ]09.06.2007
07.04.2007 Ammoniumnitrat-
Walzen Harnstoff (AHL)
133 1/ha, 40 kg N/ha
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Tab. 7.3: Behandlung des Parzellenversuches nach landwirtschaftlicher Praxis im TU-Versuchsgut Roggenstein (2007)

Mn-Sulfat 4 kg/ha
Bittersalz 10 kg/ha
Solobor 0,3 kg/ha

Schlag |[Boden- [Boden- [Anbau/ Kultur Vorfrucht [Aussaat Bodenbe- Diingung Pflanzenschutz/ Ernte
art zahl |Anbauver- |(Sorte) arbeitung Pflegemaf3-
fahren nahmen
Rog sL4D |54/51 [okologisch |Sommer- [Winter- 17.03.2007 |2* Stoppelbearbei- |keine Diingung - 18.07.2007
U6 Drillsaat gerste weizen 340 Korner |tung, Arbeitstiefe:
(Barke) je m? 10 cm; Pflug
Arbeitstiefe: 25 cm
2* Saatbettkombi-
nation
Rog sL4D |54/51 |integriert [Sommer- |Winter- 17.03.2007 |2* Stoppelbearbei- [28.03.2007 NPK 03.05.2007 Herbizide: 18.07.2007
U6 Drillsaat gerste weizen 340 Korner [tung, Arbeitstiefe: |Grunddiingung Husar 0,15 1/ha
(Barke) je m? 10 cm; Pflug 60 kg/ha P,0O5 Mero 11/ha
Arbeitstiefe: 25 cm |60 kg/ha K,O Insektizid:Biscaya 0,3 1/ha
2* Saatbettkombi- |60 kg N/ha 14.05.2007 Fungizid:
nation 25.04.2007 Input 0,6 I/ha
KAS 40 kg N/ha  |21.05.2007
03.05.2007 Wachstumsregulator
Spurenndhrstoffe |Camposan 0,3 l/ha
Mn-Foliarel 2 1/ha |Insektizid:Bulldog 0,3 1/ha
Solobor 0,3 kg/ha  |26.05.2007 Fungizid:
10.05.2007 Fandango 0,8 1/ha
Spurenndhrstoffe
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Abb. 7.1: Spross- und Wurzellingen von Gerste nach 3 Wochen Wachstum im unsterilen
Quarzsandsystem.
Die Samen waren unbehandelt bzw. mit Proradix® gebeizt. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung vom arithmetischen Mittelwert aus 4 Messungen
an. Unterschiede sind nicht signifikant.
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Abb. 7.2: Spross- und Wurzeltrockenmassen von Gerste nach 3 Wochen Wachstum im

unsterilen Quarzsandsystem.

Die Samen waren unbehandelt bzw. mit Proradix® gebeizt. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung vom arithmetischen Mittelwert aus 4 Messungen
an. Unterschiede sind nicht signifikant.
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Abb. 7.3: Sprosslangen von Gerste nach 8 Wochen Wachstum im Ackerboden (Versuchsgut
Scheyern) im Gewachshaus (1 Pflanze pro 400 cm?® Topf).
Die Keimlinge waren unbehandelt oder durch Saatgutbeizung mit Proradix®
behandelt oder mit der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellsuspension
(108 Zellen/ml) inokuliert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom
arithmetischen Mittelwert aus 10 bis 13 Wiederholungen an.
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Abb. 7.4: Spross- und Wurzeltrockenmassen von Gerste nach 8 Wochen Wachstum im

Ackerboden (Versuchsgut Scheyern) im Gewaichshaus (1 Pflanze pro 400 cm?®
Topf).

Die Keimlinge waren unbehandelt oder durch Saatgutbeizung mit Proradix®
behandelt oder mit der Proradix® (Pseudomonas fluorescens)-Zellsuspension
(108 Zellen/ml) inokuliert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom
arithmetischen Mittelwert aus 10 bis 13 Wiederholungen an.
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Abb. 7.5: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbanken K2 (A-J) und P2 (J ab Muster 9) nach Einsatz
des Restriktionsenzyms Mspl und anschliefender Agarosegelelektrophorese (3,5% (w/v)
Agarose).

Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.6: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbank P2 nach Einsatz des Restriktionsenzyms MspI und
anschlieffender Agarosegelelektrophorese (3,5% (w/v) Agarose).
Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.7: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbanken P2 (U), K4 (U ab Muster 6-AD) und P4 (AD ab
Muster 6) nach Einsatz des Restriktionsenzyms Mspl und anschliefender Agarosegel-
elektrophorese (3,5% (w/v) Agarose).

Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.8: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbank P4 nach Einsatz des Restriktionsenzyms
MsplI und anschlieffender Agarosegelelektrophorese (3,5% (w/v) Agarose).
Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.9: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbanken K2 (AN-AW) und P2 (AW ab Muster 9) nach
Einsatz des Restriktionsenzyms Rsal und anschlieflender Agarosegelelektrophorese (3,5%
(w/v) Agarose).
Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.10: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbank P2 nach Einsatz des Restriktionsenzyms Rsal
und anschliefender Agarosegelelektrophorese (3,5% (w/v) Agarose).
Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.11: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbanken P2 (BH), K4 (BH ab Muster 6-BQ) und P4 (BQ
ab Muster 6) nach Einsatz des Restriktionsenzyms Rsal und anschlieffender Agarosegel-
elektrophorese (3,5% (w/v) Agarose).

Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Abb. 7.12: RFLP-Muster positiver Klone der Klonbank P4 nach Einsatz des Restriktionsenzyms
Rsal und anschlieflender Agarosegelelektrophorese (3,5% (w/v) Agarose).
Als Langenstandard wurde der GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder verwendet.
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Tab. 7.4: Distanzmatrix mit den Sequenzahnlichkeiten in % fiir die 165-rDNS-Sequenzen aus der Abbildung 3.30

luncultured soil bacterium, AY493951

luncultured bacterium, AF418944

luncultured bacterium, AB013257

luncultured bacterium, AY221039

luncultured bacterium, AY221082

luncultured soil bacterium, AY326587

luncultured bacterium, AF465652

luncultured bacterium, AY395360

luncultured soil bacterium, DQ297982]

luncultured bacterium, EF516375

luncultured soil bacterium, EF688386

luncultured bacterium, EU335225

é luncultured bacterium, AY491597

Elz|Es
El8[S|F

uncultured bacterium, AY491597

uncultured soil bacterium, AY493951 88,8 | 100

uncultured bacterium, AF418944 90,4 | 87,1 | 100

uncultured bacterium, AB013257 87,2] 856 | 874 | 100

uncultured bacterium, AY221039 849] 829 | 849 | 81,4 | 100

uncultured bacterium, AY221082 84,9] 827 849 | 81,4 995| 100

uncultured soil bacterium, AY326587 84,11 832 | 8441 818 955] 953 | 100

uncultured bacterium, AF465652 84,21 828 842 815] 950 | 948 | 96,6 | 100

uncultured bacterium, AY395360 84,0 833 83,7 816 952 | 950 ] 972 96,1 | 100

P4III50 86,4 859 | 84,01 842 835 832 829] 823 | 824 | 100

P2I148 84,6 | 822 | 84,7 81,21 979 978 951 | 945 | 950 | 83,1 | 100

K4I1139 84,71 824 854 | 81,7 920 920 9221 921 90,7 | 823 | 91,1 | 100

P4I112 84,6 | 831 ]| 849 823 | 947 946 | 975] 965 969 | 83,0 | 941 | 92,3 | 100

uncultured soil bacterium, DQ297982 84,6 823 | 846 | 810 978 977 ] 953 | 948 | 951 | 83,2 | 990 | 90,8 | 943 | 100

uncultured bacterium, EF516375 8591 860 | 84,1 | 838 831 ] 828 ] 834 828 831 | 945| 826 | 81,8 ] 83,0 83,0 100

uncultured soil bacterium, EF688386 8511 835|858 825] 925] 926 924 926 91,1 | 824 ] 91,9] 963 | 93,1 | 91,7 | 82,1 | 100

uncultured bacterium, EU335225 8431 828 | 84,7 | 814 941] 939 96,4 957 | 955 | 830 939 | 91,7 | 975 | 94,0 | 827 | 922 | 100
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Tab. 7.5: Distanzmatrix mit den Sequenzahnlichkeiten in % fiir weitere 16S-rDNS-Sequenzen aus der Abbildung 3.30

[} T} [
-l 2| 8%
el \O
I~ = = I
> [=} [=} D
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ol — < I < o Q) foN ~ al I - H =
O D~ o)) |5 (5 o (5 O 15 Lo O( ~ ~ ~
I o~ I53) 0 0 @ © 0 3] =) Ne) N\ u W Y
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£ £ 3 = = = < = = £ < = = U ) g )
sl 2= 2122 s 2|22 <] 2|2 | 5| 5| 8
3} 3} < 3 3 3 g 3 3 3 g 3 g g = = =
S| 8 gl S| 8| 8 | 8| 8| 8 | 8| 8 RO I I
e’ e’ bl ] ] ] k] ] ] k] k] k] ] S ke’ ke’ o]
& & & & & & & & & & & & & = g g =1
Sl el 222222222l E]lE]ls]lalnlw o | S| 2| 2| 2
= = = = = E E E E E E E E = = © A 2 = = 5 =] =]
Q Q Q Q Q =} 9 o o o o o o ] ] ] — — o =} 9 9 9
< c c c c c c c c c c c = R R R IS = = = = b= b=
= = = = = =) =) =) =) =) =) =) =3 & & & 4 & & 22 =3 =3 =3
uncultured bacterium, AY212621 100
uncultured bacterium, AY212712 94,3 | 100
uncultured soil, AY493950 91,8 | 91,6 | 100
uncultured bacterium, AF418945 92,6 | 9441 90,9 ] 100
uncultured bacterium, AY218729 91,71 9251 93,8 92,6 | 100
uncultured bacterium, AY218747 90,6 | 9231 93,1 925 98,4 | 100
uncultured gamma, AJ318183 91,71 921 ] 939 924 ] 9881 974 | 100
uncultured bacterium, AY188294 8751 8881 895 894 | 91,7 916 | 92,3 | 100
uncultured bacterium, AY218737 91,401 9191 936 91,7 991 979] 983 | 91,4 | 100
uncultured bacterium, AY218694 88,6 | 8811 90,2 8,0 90,8 90,5| 91,0 ] 88,0 | 90,8 | 100
uncultured gamma, AJ604540 8961 91,1916 907|915 9,,7]| 911|876 91,1 | 93,4 | 100
uncultured bacterium, AB166775 900 90,4 91,21 909 | 942 ]| 928 | 948 | 9201 93,7 90,3 | 89,7 | 100
uncultured bacterium, AB179523 90,71 91,21 9251 90,7 | 925 91,3 923 | 878 9231 905 91,9 | 91,2 | 100
P21114 9051 901 ]| 916 9,0 920 91,2 | 924 | 875 91,7 | 88,7 89,5 89,8 | 92,3 | 100
P21119 9041 91,6 | 910 910 | 920 91,2 | 91,8 | 87,7 91,5 906 | 92,6 | 90,6 | 92,2 | 89,1 | 100
P21135 9101 91,1 | 916 | 91,1 | 922 | 91,6 | 921 | 87,7 9221 903 | 922 909 97,1 | 93,1 | 91,8 | 100
K4138 91,51 923 948 923 | 942 ] 936 | 946 90,1 | 93,9 904 ] 924 ] 92,7 93,0 91,5 922 | 92,8 | 100
P4136 916 ] 925 938 924 | 949 ]| 943 ]| 950 ] 90,7 | 9451 892 901 ] 925 923 | 91,3 | 91,3 | 92,1 | 952 | 100
P41148 9381 959 9191 968 | 935 93,1 934 896 9261 89,7 91,8 91,7 91,7 | 90,7 | 924 | 91,9 | 93,3 | 93,1 | 100
Rhodanobacte r sp. CC-JY-1, DQ239766 921019381 921 928 938 933 ] 938 89,8 934 89,6 920 91,8 910] 90,5 91,0 91,7 | 928 | 92,6 | 93,5 | 100
uncultured Xanthomonadaceae , EF018313 91,21 91,31 91,9 91,7 930 926] 933 89,5] 928 909 | 915| 91,8 | 96,1 | 943 | 908 | 96,6 | 92,6 | 92,8 | 92,0 | 92,1 | 100
uncultured Xanthomonadaceae , EF018705 90,81 906 | 91,21 915] 922 91,7 ] 924 8,8 91,9 8,9] 920 91,0] 965 928 | 914 | 974 | 926 | 924 | 91,8 | 92,0 | 982 | 100
uncultured Xanthomonadaceae , EU266803 9321951916 964 930 925|931 899] 921898913 921|915] 90,4 927915 9311 929|988 939 92,1 ]| 91,8 | 100
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&Proteobacteria

Auflen-
gruppen
—

P41I1
E uncultured bacterium, AB015523
uncultured bacterium, AB015579
uncultured bacterium, AJ292610
Inquilinus limosus, AY043373
uncultured bacterium, AY221078
uncultured bacterium, AY555804
uncultured bacterium, DQ413107
P2I132
uncultured sludge bacterium, AF234730
bacterium Ellin314, AF498696

uncultured bacterium, DQ125862

K4I134

uncultured bacterium, AY139005

uncultured bacterium, DQ787731
|| K2II46

o -Proteobacterium, AF236002
bacterium Ellin332, AF498714
uncultured soil bacterium, AY326609
bacterium Ellin5086, AY234503
P41135

T uncultured soil bacterium, AY326603
¢ K4I142

uncultured soil bacterium, AY326605
uncultured bacterium, AY425768
Uncultured bacterium, AF292996
unidentified bacterium, Y12598
K4114
uncultured o -Proteobacterium, EU223948
P2I141

L [ —— Bradyrhizobium

Kaistia sp., AM409363
K41140
o -Proteobacterium, AY040361
Kaistia adipata, AY039817

; Rhizobiaceae

Rhodobacter apigmentum, AF035433
Rhodobacter sphaeroides, X53854
uncultured bacterium, AF527586

P4119
uncultured bacterium, AJ224988

—“4|_/ Caulobacter __

y-Proteobacteria

a-Proteobacteria

Sphingomonas

[-Proteobacteria

10%

Abb. 7.13: Phylogenetischer Stammbaum der a-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhéltnisse der 16S-

rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter a-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere a-Proteobacteria-Sequenzen sind in der Abbildung 7.14 zu finden.
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4| o-Proteobacteria

— uncultured a-Proteobacteria
uncultured a-Proteobacteria
] uncultured a-Proteobacteria

[__— uncultured o-Proteobacteria

Bradyrhizobium sp, 294805
KA4III3
uncultured o-Proteobacteria, AJ582030
unidentified bacterium, D8902
Bradyrhizobium elkanii, AF208516
r Bradyrhizobium japonicum, AF208515
| Bradyrhizobium japonicum, AF208504
Bmd{yrhzz:oblym japonicum, EU333382
Bra dyrhgzob(um sp., A]558029
I Bra zrhzzobzum sp., A]558026
P4IT
[~ Kaistia
Novosphingobium hassiacum, AJ416411
L Novo?phi%obium lentum, AJ303009
Sphingosinicel microcystinivorans, AB084247
%F in%l)momzs wittichii, AB021492
Sp migo onas sp. K101, AJ009706
K213

Sphingomonas sp. P610-1, EF025345

Sphingobium sp. JEM-15, AB330997
Sphingomonas adhaesiva, D16146

Sphingomonas dokdonensis, D(%l 78975
Sphingomonas mucosissima, AM229669

Sﬁhl{ﬁgmonas sp. TSBY-64, DQ173020

gp ingomonas sp., AM691108
phingomonas sp. Enf55, DQ339616
Sphingomonas aerolata, AJ429240
Sphingomonas faeni, AJ429239
Sphingomonas aurantiaca, AJ429236

Rhizobium giardinii, AM181755
Rhizobium sp. DCP2, AY064412
uncultured Rhizobium sp., DQ303318
uncultured Rhizobium sp., DQ303370

411
Mesolrghllzjgbium loti, AJ315351
Mesorhizobium tianshanense, DQ407284
Mesorhizobium tianshanense, AF041447
Mesorhizobium temperatum, AF508208
Mesorhizobium sp. CCNWGX035, DQ273667
]\Igsltirhzzo ium sp. N39, AF282927

Mesorhizobium sp. N31, AF282923

Mesorhizobium sp. N33, AF282926

Rhodobacter

uncultured bacterium, AJ292592

P2I117 o

Phenylobacterium immobile, Y18216

Phenylobacterium sp., AY035307

uﬁ;lll;tured Caulobacter sp., AF523036
Caulobacter fusiformis, AJ007803

Caulobacter fusiformis, AJ227759

Caulobacter vibrioides, AJ227756

Caulobacter sp., AM921648

K2I1I11

Caulobacter henricii, AJ227758

Auflen-
gruppen
4_‘

a-Proteobacteria

yProteobacteria

[Proteobacteria

10%

Abb. 7.14: Phylogenetischer Stammbaum der a-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S5-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter a-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafsstab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere a-Proteobacteria-Sequenzen sind in der Abbildung 7.13 zu finden.
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y-Proteobacteria

— [ uncultured f-Proteobacteria

Rhodocyclales

uncultured bacterium, AF293005
uncultured bacterium, AY491563

K2II117
Burkholderia sp., AY568509
uncultured bacterium, AY622258

uncultured bacterium, AY133107

uncultured bacterium, AY177773

uncultured bacterium, AF154097

K4132

Herbaspirillum lusitanum, AF543312
Paucimonas lemoignei, X92555

Paucimonas lemoignei, AB021375

uncultured bacterium, AY080915

uncultured bacterium, AF358019

uncultured bacterium, AY214208

uncultured bacterium, AY214204

] anthinobacterium agaricidamnosum, Y08845

L—[ anthinobacterium sp. SY12, EF455530
Aufd uncultured bacterium, AF529324
ulsen- uncultured bacterium, AF529358
gruppen 1 uncultured bacterium, AF529353
< uncultured bacterium, AY337598
K2III18
P411123
uncultured bacterium, AY622269

P41I16
P4112
P21136
uncultured bacteriumAY374111
Duganella zoogloeoides, D14256
Zoogloea ramigera, X74914
K4127
Oxalobacteraceae bacterium, AJ556800
uncultured bacterium, AJ575697
K2I126
P4110
P4120
Duganella violaceusniger, AY376163
uncultured bacteriumAY599723
K4I130

uncultured bacterium, AF534196

TL7—|7 Duganella - Telluria
P-Proteobacteria

—— _~andere S-Proteobacteria

uncultured S-Proteobacteria

B-Proteobacteria

andere f-Proteobacteria

Commamonadaceae

a-Proteobacteria

10%

Abb. 7.15: Phylogenetischer Stammbaum der S-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 165-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter S-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere S-Proteobacteria-Sequenzen sind in den Abbildungen 7.16, 7.17 und 7.18 zu finden.
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&-Proteobacteria

y-Proteobacteria

ﬁ uncultured f-Proteobacteria |

——1/ Rhodocyclales

uncultured bacterium, AY491563
K2I1I117
Burkholderia sp., AY568509
uncultured bacterium, AY622258

1~ uncultured S-Proteobacteria

_[ Janthinobacterium agaricidamnosum, Y08845
Janthinobacterium sp. SY12, EF455530
Duganella sp., EF575562
P2I1122
phenanthrene-degrading bacterium, AY177375
Telluria mixta, DQ005909
P21147
P2I5
Massilia timonae, U54470
Telluria chitinolytica, X65590
Telluria mixta, X65589
P4117
K4146
uncultured bacterium, DQ264450
uncultured bacterium, AY214210
Janthinobacterium agaricidamnosum, AY167838
P2123
K2II112
K2II129
Janthinobacterium sp. Tibet-1IK43, DQ177470
uncultured bacterium, AY250094
K2I1148
uncultured bacterium, AY622261

; uncultured f-Proteobacteria

K4II127
Acidovorax defluvii, Y18616
Acidovorax facilis, AF078765
Acidovorax delafieldii, A]J420323
Acidovorax sp., Y18617

Rhodoferax spp.

Aufien-
gruppen
<—

[-Proteobacteria

Acidovorax spp.

andere f-Proteobacteria

Commamonadaceae

a-Proteobacteria

10%

Abb. 7.16: Phylogenetischer Stammbaum der S-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter -Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-
unterschied von 10% an.

Weitere -Proteobacteria-Sequenzen sind in den Abbildungen 7.15, 7.17 und 7.18 zu finden.
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Auflen-
gruppen

wProteobacteria
——L__— uncultured BProteobacteria o
L‘—|7 Rhodocyclales
1 andere S-Proteobacteria

Acidovorax delafieldii, AJ420323
Acidovorax sp., Y18617
Acidovorax dej‘luvz'i, Y18616
Acidovorax facilis, AFQ78765
uncultured bacterium, AY212616
uncultured bacterium, AF236004
uncllélztllig%d bacterium, AY212678

Rhodoferax errireducens, CP000267
uncultured bacterium, AY050600
uncultured bacterium, AY491580
P2130
uncultured bacterium, AJ421937
uncultured slud%e bacterium, AF234685
Mellggzlra granulata, D50613

K21145
uncultured bacterium, AY328753
uncultured bacterium, AJ422176
uncultured bacterium, AY212718
uncultured bacterium, AJ422161
uncultured bacterium, AJ422163
uncultured bacterium, EF516335
P2I137
P4III31
K2I1144
uncultured bacterium, AY212562
Methylibium fuloum, AB245357
uncultured bacterium, EF516599
K4117
uncultured bacterium, AY662010
uncultured bacterium, AF358003
uncultured bacterium, EF516497
P4III3
uncultured bacterium, AY218683

7 Commamonadaceae

[-Proteobacteria

o=Proteobacteria

10%

Abb. 7.17:

Phylogenetischer Stammbaum der S-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhdltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter -Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere -Proteobacteria-Sequenzen sind in den Abbildungen 7.15, 7.16 und 7.18 zu finden.
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Aufden-
gruppen

y-Proteobacteria

-«

uncultured sludge bacterium, AF234707
bacterium Ellin6095, AY234747
P41149
uncultured bacterium, AY395397
uncultured bacterium, AY395399
K4I1147
uncultured Rhodocyclaceae, AY133066
uncultured Rhodocyclaceae, AY133075
uncultured Rhodocyclaceae, AY133067
Dechloromonas sp., AY032611
Dechloromonas agitata, AY277621

andere fBProteobacteria

1_~"uncultured B Proteobacteria

andere S-Proteobacteria

Leptothrix sp. S1.1, DQ241397
uncultured bacterium, AJ421923
Comamonadaceae bacterium, AJ556799
K4128
uncultured beta, AJ422173
Aquabacterium citratiphilum, AF035050
r uncultured bacterium, DQ833473
K2I8

r P2II16

| uncultured bacterium, AY168738
Leptothrix discophora, L33975
uncultured bacterium, AY212560
uncultured bacterium, AJ292626
uncultured beta, AY138995
K2I24
bacterium Ellin321, AF498703
K2I1137 )
Matsuebacter chitosanotabidus, AB006851
bacterium, AF368755
bacterium, AY612302
bacterium, AF236008
bacterium G23, AY345396
bacterium, AF236007
P411148
K4I135

K2II8

Rubrivivax-like sp., X89910
K2I142

K2I25

bacterium sp. N1, EU275166

[-Proteobacteria

a-Proteobacteria

10%

Abb. 7.18:

Phylogenetischer Stammbaum der p-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter S-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere S-Proteobacteria-Sequenzen sind in den Abbildungen 7.15, 7.16 und 7.17 zu finden.
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Aufsen-
gruppen

—

a-Proteobacteria

[-Proteobacteria

L y-Proteobacteria

Chondromyces apiculatus, AJ233938
Chondromyces robustus, AJ233942
Chondromyces lanuginosus, A]233939
Chondromyces pediculatus, AJ233940
Chondromyces crocatus, M94275
Polyan(%ium thaxteri, AJ233943
21110

P2I13
K2I11
K2I1128
K2III35
—— Uncultured bacterium, AJ318168
Sorangium cellulosum, AF387627
K2III15
uncultured Polfyargiaceae bacterium, EF018417
Byssovorax cruenta, AJ833647
uncultured bacterium, AY922068
P2I129
uncultured bacterium, AF503916
uncultured bacterium, AF420357
uncultured bacterium, AF468246
uncultured 8-Proteobacterium, AY225608
P2I18
uncultured bacterium, DQ811828
uncultured bacterium, AF382126
K4I132 .
uncultured bacterium, EU134515
P2I1I8
Haliangium tepidum, AB062751
K4137
K4I110
uncultured 8-Proteobacterium, AF254393
K41I18
unidentified bacterium, AF317771
uncultured 8-Proteobacterium, AJ581352 —
Bdellovibrio bacteriovorus, M59297
Bdellovibrio bacteriovorus, AF148938
uncultured bacterium, AY177783

‘ P41125
- uncultured bacterium, AY168736 |

Bacteroidetes
Spirochaetes

10%

Chondromyces - Polyangium

&Proteobacteria

Bdellovibrio

Abb. 7.19:

Phylogenetischer Stammbaum der 0-Proteobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter 6-Proteobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
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Anhang

gruppen

Verrucomicrobige

—[—~ OWUSmm

— — Acidobacteriumsd*9
uncultured bacterium, AY172652
uncultured Acidobacteriaceae, AY225642
uncultured bacterium, AJ347029
uncultured bacterium, AJ347052

uncultured Holophaga/ Acidobacterivm, AJ241003
uncultured soil bacterium, AY289397
uncultured bacterium, EF516971
P41I23
] Geothrix fermentans, UA1563, sd* 8
Holophagua foetida, X77215, sd* 8
Acidobacterium capsulaturm, D26171, sd* 1
uncultured Acidobacterium, AF368181 ]
uncultured bacterium, AF312219
P4I32
uncultivated soil bacterium, AF013530
uncultured Acidobacterivm, DQp48916
uncultured soil bacterium, AY289362
uncultured bacterium, AY094624
P411149
uncultured Acidobacterivm, AF368180
uncultured Acidobacterivim, AY211077

{ FEirmicutes
Actinobacteria

10% *sd = subdivision

ég
%
Acidobacterium sd* 10

Acidobacterium

Acidobacterium sd* 4

Abb. 7.20:

Phylogenetischer Stammbaum der Acidobacteria, der die Verwandtschaftsverhéltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus der Klonbank P4 zu bereits bekannten 165-tDNS-Sequenzen unkultivierter
und kultivierter Acidobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen aus den
Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.
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Verrucomicrobiae

Aufien-

gruppen
—

Firmicutes

uncultured bacterium, AF443586
uncultured soil bacterium, AF423269
Conexibacter woesei, AJ440237
K2I32
uncultured bacterium, AY425791
uncultured bacterium, AF391984
T uncultured bacterium, AY425772
uncultured soil bacterium, AY326618
uncultured bacterium, AF443573
uncultured bacterium, AF234119
uncultured Actinobacterium, AY922024
K4I129
uncultured Actinobacterium, AJ582059
|| uncultured soil bacterium, AY326619
uncultured bacterium, AY093455
P2I1120
uncultured Actinobacterium, AY395396
bacterium bacterium Ellin5247, AY234598
L uncultured Actinobacterium, AJ581630
Phycicoccus jejuensis, DQ345443
uncultured bacterium, AY048891
Phycicoccus dokdonensis, EF555583
P4I127
Knoellia sinensis, AJ294412
Terracoccus luteus, Y11928
Terrabacter tumescens, X83812
Terrabacter lapilli, AM690744
Terrabacter terrae, AY944176
Agromyces mediolanus, D45052
Agromyces ulmi, AY427831
Agromyces luteolus, AB023356
gromyces aurantiacus, AF389342
gromyces bracchium, AB023359
Agromyces ramosus, X77447
K4I1138
Actinobacterium, AF423078
uncultured bacterium, AF479332
Agromyces albus, AF503917
Agromyces cerinus, AM410680
Agromyces fucosus, AY158025
Agromyces cerinus, D45060
gromyces fucosus, D45061
Agromyces succinolyticus, D45055

I /" andere Actinobacteria

Actinobacteria

Chloroflexi - Thermomicrobia

10%

Abb. 7.21:

Phylogenetischer Stammbaum der Actinobacteria, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter Actinobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere Actinobacteria-Sequenzen sind in der Abbildung 7.22 zu finden.
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Verrucomicrobiae

Auflen-
gruppen

Firmicutes

andere Actinobacteria

_|7 andere Actinobacteria

| ; andere Actinobacteria

Streptomyces sp., AJ278761
| Streptomyces sp, Y15495

Streptomyces turgidiscabies, AY207581
Streptomyces turgidiscabies, AB026221
Streptomyces sp, Y15499
— K41I133
Strepomyces sp., Y15496
Streptomyces turgidiscabies, AY207582
Streptomyces turgidiscabies, AY207583
P2144
Actinomadura fulvescens, AJ420137
Spirillospora rubra, AF163123
Actinocorallia glomerata, AJ293704
Actinocorallia herbida, D85473
Actinocorallia longicatena, AJ293707
Actinocorallia longicatena, AF163117
P211141
P211147
Saccharothrix flavoverrucoides, AF183958
P4I8
Lentzea flaviverrucosa, AF183957
Lentzea sp., AY113686
uncultured bacterium, AY186078
Lentzea koreensis, Y09158
Lentzea albidocapillata, AF328680
Lentzea albidocapillata, X84321

Actinobacteria

Chloroflexi - Thermomicrobia

10%

Abb. 7.22: Phylogenetischer Stammbaum der Actinobacteria, der die Verwandtschaftsverhailtnisse der 16S-

rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 165-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter Actinobacteria zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenz-

unterschied von 10% an.
Weitere Actinobacteria-Sequenzen sind in der Abbildung 7.21 zu finden.
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Spirochaetes

P2I123
I E uncultured Bacteroidetes, EU283364
uncultured bacterium, AF513095
I: Pedobacter lentus, EF446146
Pedobacter terricola, EF446147
— Mucilaginibacter gracilis, AMA90403
Aufsen- Bacteroidetes bacterium, AY337604
gruppen Sl;;hingobucteriuceue sp. Tibet-IIK5, DQ177471
edobacter sp. B9, EU109722
| Mucilaginibacter sp., EU423302
P41145
uncultured bacterium, AB117716
uncultured Cytophagales AF361205
uncultured Cyfophagales AF289153
uncultured bacterium, DQB814283
P4I113

FHavobacterium aquatile, AM230485

P4III13

P4l

FHavobacterium psychrophilum, AB078060

FHlavobacterium hydatis, Mb58764

Havobacterium sp., AM177392

PAIII2

Sporocytophaga cauliformis, M93151
P4143

Bacteroidetes

Havobacterium sp., AM177638
FHavobacterium frigidarium, AF162266
Flavobacterium flevense, M58767
uncultured bacterium, AB154307

— Havobacterium sp., AF534436
] andere Bacteroidetes
S&-Proteobacteria
— yProteobacteria
-Proteobacteria
oeProteobacteria
10%

Abb. 7.23: Phylogenetischer Stammbaum der Bacteroidetes, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 165-rDNS-
Sequenzen aus den Klonbanken P2 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-Sequenzen unkultivierter
und kultivierter Bacteroidetes zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen aus den Klonbanken
sind fett hervorgehoben. Der MafSstab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.

Weitere Bacteroidetes-Sequenzen sind in der Abbildung 7.24 zu finden.
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Aufien-
gruppen

<+ uncultured bacterium, EU133733

—] Chloroflexi - Thermomicrobia

Spirochaetes
l L ——— andere Bacteroidetes ]

L-| andere Bacteroidetes
uncultured Bacteroidetes, AF449765

K4I1119

uncultured Cytophaga sp., AF245039
_!——uncultured bacterium, AJ318177
uncultured bacterium, AJ318153
| uncultured bacterium, AY218676
ulraultured bacterium, EF589974

6
Bacteroidetes sp. AY211072
Terrimonas jgrruginea, AM230484
P21138

uncultured Bacteroidetes, AJ581603
P4III5

P2129
uncultured Flavobacterium, AY177767
K4125

uncultured Bacteroidetes, A]J581604

uncultured Sphingobacteriales, EF019302

Niastella koreensis, DQ244077

Niastella yeongjuensis, DQ244076

Adhaeribacter aquaticus, AJ626894

Sporocytophaga myxococcoides, A]J310654
orocytophaga sp. JL-01, DQ186971

uncultured bacterium, AY218749

P2118 . .

Cytophaga hutchinsonii, CP000383
P21133

Bacteroidetes bacterium, AJ565431

Flexibacter flexilis, AB078050

Flexibacter flexilis subsp. pelliculosus, AB078054
K2I1149

uncultured bacterium, AY168752

P2112

uncultured Flexibacter sp., DQ279370

P411142

P4I1141

K2I40

P2I124

uncultured soil bacterium, AF497759

uncultured bacterium, AJ318145
uncultured soil bacterium, AF507701
uncultured soil bacterium, AY493954
uncultured soil bacterium, AY493953
uncultured soil bacterium, AY493952
uncultured Flexibacter sp., EF535334
uncultured bacterium, AB240511
K4II1

uncultured bacterium, AF314419
uncultured bacterium, AB117717
K2122

uncultured bacterium, AY139004

' &Proteobacteria

Bacteroidetes

— yProteobacteria

[-Proteobacteria

a-Proteobacteria

10%

Abb. 7.24:

Phylogenetischer Stammbaum der Bacteroidetes, der die Verwandtschaftsverhaltnisse der 16S-rDNS-
Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-Sequenzen
unkultivierter und kultivierter Bacteroidetes zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen aus den
Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafstab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.
Weitere Bacteroidetes-Sequenzen sind in der Abbildung 7.23 zu finden.
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Auflen-
gruppen

; Gemmuatimonadetes

uncultured bacterium, AY218649
uncultured Chloroflexi, AY921965
K4139
uncultured bacterium, AY221067

‘ I: uncultured bacterium, DQ532221
P4ll6

uncultured bacterium, AF407718
uncultured bacterium, AF445738

uncultured soil bacterium, AY493960

uncultured sludge bacterium, AF234733

uncultured sludge bacterium, AF234718
h uncultured bacterium, AY221070
\_‘ r—— uncultured bacterium, AF418964

P2I39
Kouleothrix aurantiaca, AB079638
Kouleothrix aurantiaca, AB079639
uncultured soil bacterium, AF507694
uncultured bacterium, AY221052
K2130
K2I117
K2I136

Chloroflexi - Thermomicrobia

K21147

Spirochaetes

Bacteroidetes

&Proteobacteria

y-Proteobacteria

-Proteobacteria

o-Proteobacteria

10%

Abb. 7.25: Phylogenetischer Stammbaum der Chloroflexi-Thermomicrobia, der die Verwandtschaftsverhaltnisse

der 16S-rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-
Sequenzen unkultivierter und kultivierter Chloroflexi-Thermomicrobia zeigt. Die in dieser Arbeit
ermittelten Sequenzen aus den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen
Sequenzunterschied von 10% an.
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Auflen-
gruppen

Verrucomicrobiae

Asteroleplasma anaerobium, M22351
uncultured soil bacterium, AF507708

L uncultured bacterium, EF516821

K4II132
uncultured bacterium, AJ576381
uncultured bacterium, AJ576387
Clostridium ramosum, M23731
Clostridium cocleatum, 18188
Clostridium spiroforme, X73441

Bacillus aestuarii, AB062696

Bacillus fumarioli, AJ250059
Bacillus bataviensis, AJ542507
Bacillus novalis, A]J542510

Bacillus niacini, AB021194
Bacillus niacini, EU221338
Bacillus sp., AJ316313
P4II125

Bacillus senegalensis, AF519468
uncultured soil bacterium, AY326628

Hm

Paenibacillus alginolyticus, AB073362

Paenibacillus anaericanus, AJ318909
Paenibacillus ginsengisoli, AB245382
Paenibacillus phyllosphaerae, AY598818
Paenibacillus humicus, AM411528

Paenibacillus sepulcri, DQ291143
Paenibacillus sepulcri, DQ291142
P21119
Paenibacillus sp. L47, AM162329
P411124
P2127
unidentified bacterium, AJ229199
Paenibacillus sp. PA222, AM900785
Paenibacillus sp. PA215, AM900778

Paenibacillus sp. DSM 1482, A]J345019
Paenibacillus chondroitinus, AB073206

P4114

Actinobacteria

Firmicutes

Abb. 7.26: Phylogenetischer Stammbaum der Firmicutes, der die Verwandtschaftsverhéltnisse der 165-rDNS-
Sequenzen aus den Klonbanken P2, K4 und P4 zu bereits bekannten 16S-rDNS-Sequenzen
unkultivierter und kultivierter Firmicutes zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen aus den
Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.
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Pirellula staleyi, M34126

Gemmiata obscuriglobus, AJ231191
uncultured Planctomycetes sp., EF019695
uncultured Planctomycetes sp., AY921762

P4I5
uncultured Planctomycetes sp., EU044223

uncultured Planctomycetes sp., DQ450804

uncultured Planctomycetes sp., EF018919
uncultured Planctomicetes sp., EF018130

uncultured Planctomycetes sp., EF018591

Aufien-

gruppen
44—

Planctomycetes

Verrucomicrobiae

uncultured OTU Spam bacterium, AF529101
uncultured OTU Spam bacterium, AY177762
uncultured OTU Spam bacterium, AY192282
uncultured OTU Spam bacterium, AF234132
uncultured OTU Spam bacterium, AY192281
uncultured OTU Spam bacterium, EU335202
[ K2II41

‘-I—l Acidobacteria

OTU Spam

&-Proteobacteria
Firmicutes

Actinobacteria

— uncultured bacterium, AF432631
uncultured bacterium, AF432618

K2I11140
I__I-_uncultured bacterium, EF612389
uncultured bacterium, AJ581611

Chloroflexi - Thermomicrobia

Gemmatimonadetes

Treponema pallidum, M88726

P2I128
Spirochaeta sp., AJ565434
Spirochaeta aurantia, AY489123

Spirochaeta sp., A]J565433
P4I€4 P Al

r Leptospira interrogans, X17547
fgptogpira weilii, U12673
Canela canela, Z21631
Leptospira wolbachii, 721638
Leptospira biflexa, Z98590
Ancona ancona, 221629
Leptospira sp., M88721

Spirochaetes

Bacteroidetes

10%

Abb. 7.27: Phylogenetischer Stammbaum der Planctomycetes, OTU Spam, Gemmatimonadetes und der
Spirochaetes, der die Verwandtschaftsverhéltnisse der 165-rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken
K2, P2 und P4 zu bereits bekannten 165-rDNS-Sequenzen unkultivierter und kultivierter Vertreter
dieser Phyla zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen aus den Klonbanken sind fett
hervorgehoben. Der Mafistab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.
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— Planctomycetes

uncultured Verrucomicrobiae, U81738
P2II1
uncultured Verrucomicrobia, AF316720
uncultured Verrucomicrobia, A]J575738
uncultured Verrucomicrobia, DQ302114
Opitutus sp., AY297806
K4II123

Opitutus terrae, AJ229239
Opitutus sp., X99390

uncultured Verrucomicrobia, AF513965
unidentified bacterium, AY345492
uncultured bacterium, EU135492

P2I1I5

Auflen- uncultured bacterium, AY444984
gruppen uncultured bacterium, AY212657
¢ uncultured bacterium, AJ318188

uncultured bacterium, AF316731

K2I1147

uncultured bacterium, DQ787718
P2III11

— Prosthecobacter fusiformis, U60015

Verrucomicrobium spinosum, X90515

uncultured bacterium, AF234711
uncultured bacterium, EF516767

uncultured Verrucomicrobia, AF465651

P2I15

Verrucomicrobiae

bacterium Ellin5102, AY234519
uncultured bacterium, AY218640
uncultured bacterium, AB154317

uncultured bacterium, Y07576

uncultured bacterium, EF516525

P2II11

uncultured bacterium, AY212589

uncultured bacterium, EU135485
K2I12

Acidobacteria

— Spirochaetes

Chloroflexi - Thermomicrobia

10%

Abb. 7.28: Phylogenetischer Stammbaum der Verrucomicrobiae, der die Verwandtschaftsverhiltnisse der 16S-
rDNS-Sequenzen aus den Klonbanken K2, P2 und K4 zu bereits bekannten 165-rDNS-Sequenzen
unkultivierter und kultivierter Verrucomicrobiae zeigt. Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen aus
den Klonbanken sind fett hervorgehoben. Der Mafsstab gibt einen Sequenzunterschied von 10% an.
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