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1 Einleitung und Problemstellung

In wérmeren und trockeneren Tomatenanbaugebieten sowie in Gewachshdusern sind an
Tomaten bakterielle Erkrankungen von grof3er Bedeutung, so zum Beispiel die Bakteri-
enfruchtfleckenkrankheit (Xanthomonas vesicatoria), die Tiupfelschwarze (Pseudomo-
nas syringae pV. tomato), die Stangelmarkbréune (Pseudomonas corrugata) und die
Bakterienwelke, deren Krankheitsursache das Bakterium Clavibacter michiganensis
ssp. michiganensis (Smith) Davies et al. ist. Gerade die Bakterienwelke der Tomaten
fihrt weltweit zu erheblichen Ertragsverlusten. Da eine direkte Bek&mpfung der Krank-
heit bisher nicht mdglich ist und auch keine resistenten Tomatensorten verfigbar sind,
gelten in der EU und in vielen anderen Staaten Quarantanebestimmungen, die eine Aus-
breitung beziehungsweise Verschleppung der Erkrankung verhindern sollen. Die gesetz-
liche Regelung in Osterreich beziglich Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis
ist im Anhang Il A Il (b) 2. des Pflanzenschutzgesetzes 1995, BGBI. Nr. 532/1995, zu-
letzt gedndert durch BGBI. | Nr. 87/2005, geregelt. Dieser listet alle Schadorganismen
auf, deren Einschleppung und Ausbreitung bei Befall bestimmter Pflanzen in die EU
bzw. in den Mitgliedstaaten verboten ist. Diese Bakteriose unterliegt daher der Melde-
pflicht gemaR § 40 Pflanzenschutzgesetz 1995 und ist bei Auftreten, bestétigt durch
einen Laborbefund, dem Amtlichen Pflanzenschutzdienst des betreffenden Bundeslan-
des zu melden, welcher dann die erforderlichen Malinahmen zur Tilgung, oder, falls

dies nicht moglich ist, zur Einddmmung der Krankheit anordnet.

Nachweise erfolgen nach EPPO-Standard PM 7/42(1), vor allem an Saatgut und adulten
Pflanzen. In diesem EPPO-Standard ist jedoch vermerkt, dass ein Nachweis an jungen
Pflanzen nicht immer gelingt, da das Pathogen je nach Kulturbedingungen wéhrend der
Jungpflanzenanzucht in verschiedenen Pflanzenteilen lokalisiert sein kann. Daher wird
ein moglicher positiver Nachweis stark von den Probennahmen beeinflusst. Fir kom-
merzielle ELISA-Kits liegt die Nachweisgrenze fir Clavibacter michiganensis SSp. mi-

chiganensis derzeit bei 8x10* cfu.

Die Nachweise in dieser Arbeit erfolgten neben ELISA- Tests auch mittels PCR direkt
aus den Pflanzen. Bei dieser Methode ist die Nachweisgrenze deutlich niedriger als im
Vergleich zum ELISA (8x10* cfu/ml) Die PCR-Untersuchungen erfolgten jedoch
hauptséchlich zur Uberprifung der ELISA- Tests.
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Um die Verbreitung des Pathogens zu verhindern, beziehungsweise einzudammen, ist
es von groRer Bedeutung bereits die Tomaten-Jungpflanzen knapp vor ihrer Ausliefe-
rung von Jungpflanzenbetrieben an die Erwerbsbetriebe auf Befall zu testen. Dies be-
dingt eine Testung in einem sehr schmalen Zeitfenster - optimale Pflanzenentwicklung
zum Auslieferungszeitpunkt und kurze Untersuchungszeiten. Zeitaufwendige Isolati-
onsverfahren liefern zwar genaue Ergebnisse, sind aber wegen ihrer langeren Untersu-

chungsdauer nicht praxistauglich.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein einfaches, rasches und kostengiinstiges Nachweis-
verfahren fir Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis an Tomaten-Jungpflanzen

auf bestehenden Verfahren zu entwickeln.
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2 Wirt — Parasit - System

2.1 Die Tomate (Solanum lycopersicum)

2.1.1 Systematik

Ordnung: Solanales (Nachtschattenartige)

Familie: Solanaceae (Nachtschattengewachse)
Gattung: Solanum (Nachtschatten)
Art: Solanum lycopersicum (Syn. Lycopersicon esculentum)

(FISCHER et al., 2008)

2.1.2 Geschichte und Anbau

Die Tomate stammt aus Stidamerika, Mexico und dem Gebiet der peruanischen Anden.
In den peruanischen Anden bzw. Peru, Ecuador und Bolivien kommen auch viele
Wildarten vor (LEHMANN 1953). Die Kulturform entwickelte sich vermutlich im Raum
zwischen Peru und Ecuador. Neben diesem wird aber auch Mexico als Ursprungsgebiet
der Tomate angesehen (TIWARI UND CHOUDHURI 1986). Nach der Entdeckung Ameri-
kas kam die Tomate relativ rasch, bereits 1498 durch Christoph Kolumbus, nach Euro-
pa. Bekannt ist, dass sie in Spanien bereits im 16. Jahrhundert als Salat verzehrt wurde.
Im Ubrigen Europa galt sie lange Zeit als giftig und wird erst seit dem 18. Jahrhundert
als Gemuse angebaut (KRUG, LIEBIG und STUTZEL 2002). Seitdem nimmt der Anbau
von Tomaten jahrlich zu (FAOSTAT 2009, siehe Tabelle 1). Heute ist die Tomate eine
weltweit verbreitete Kulturpflanze mit vielseitigen Nutzungsmaoglichkeiten. Die Sorten-
vielfalt ist sehr grof3 und hat sich in den letzten Jahren deutlich erweitert. Tomaten sind
sehr beliebt und gehdren zu den in geschmacklicher und erndhrungsphysiologischer
Hinsicht wertvollsten Gemusearten. Ihr erfrischender Geschmack, die leuchtende Farbe
und der Reichtum an Vitaminen (Vitamine C und E), Mineralstoffen und bioaktiven
Substanzen (Karotinoide, Flavonoide, Phenolsduren und Terpenen) machen Tomaten zu
einem wertvollen, gesundheitsforderndem Gemiuse (KRUG, LIEBIG und STUTZEL 2002).
Vielseitige Verarbeitungsmoglichkeiten wie zum Beispiel Tomatenmark, Ketchup, To-
matensaft oder geschalte Tomaten, sowie ihre Produktion Uber das ganze Jahr machen

diese Gemuseart zu einer der wichtigsten.
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Seit den flnfziger Jahren des 20. Jahrhunderts bis heute hat sich die Weltjahreserzeu-

gung um mehr als 60 Millionen Tonnen erhéht.

Tabelle 1: Produktion und Anbaufliche von Tomaten

Anbaufldche in 1000 ha Produktion in 1000 t
Jahr 1969 1999 2009 1969 1999 2009
WELT 1830 3989 4980 34562 109119 141400
EUROPA 720 712 554 14348 22217 22838
OSTERREICH 0,44 0,16 0,17 20,56 19,79 41,53

Quelle: FAOSTAT 2009

2.1.3 Botanische Grundlagen

Die Tomate ist eine krautartige Pflanze, die unter gunstigen Klimabedingungen mehr-
jahrig ist. Bei uns wird sie jedoch nur einjahrig kultiviert. Obwohl die Tomate eigent-
lich eine Pfahlwurzel ausbildet, wird durch Jungpflanzenanzucht diese Pfahlwurzel in
ein fasrig verzweigtes Wurzelsystem umgewandelt. Dadurch werden zuerst nur die
obersten Bodenschichten (5 — 8 cm) von den Adventivwurzeln zundchst ziemlich waag-
recht durchzogen. Erst spater dringen die Wurzeln in tiefere Bodenschichten vor (VoGL
1996).

Der Haupttrieb der Tomate ist sympodial aufgebaut, das heift, er stellt sein Wachstum
nach der Ausbildung einer sorten-, licht- und temperaturabhangigen Zahl von Bléattern
mit der Bildung einer endstiandigen Infloreszenz ein und wird von dem Seitentrieb aus
der jeweils obersten Achselknospe fortgesetzt (KRUG, LIEBIG und STUTZEL 2002). Die
Blatter haben einen kurzen Blattstiel. Die Blattspreite ist verbreitert und durch tiefe Ein-
schnitte in einzelne Fiederteile gegliedert. Die Blatter am unteren Stangelteil haben we-
niger gegliederte Blattspreiten als die am oberen Teil. Diese am wenigsten geteilten
Blatter bezeichnet man als Primérblétter. Die Keimblatter sind ganzrandig, gestielt und
haben eine lineare Form. Triebe und Blatter der Tomate sind mehr oder weniger be-
haart. Die Bluten sind in einem Blutenstand vereinigt, so genannte Wickel und entste-

hen aus einer lateralen Verzweigung der Infloreszenzachse. Die Anzahl der Einzelbli-
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ten im Blltenstand ist unterschiedlich. Abhangig von Sorte und Umweltbedingungen
kdnnen es zwischen 3 und 25 sein. Die Blutenstdnde unterscheiden sich in Bezug auf
Struktur der Wickel, kénnen einfach, mehrfach oder zusammengesetzt sein. Die Frucht
ist eine fleischige Beere, die durch die Verwachsung der Fruchtblatter entsteht. Das In-
nere der Tomatenfrucht besteht aus dem Perikarp (Fruchtfleisch), dem Plazentagewebe
und den Hohlrdumen mit den Samen. Die Samen sind mit gelatindsem Parenchym um-

geben (HERRMANN 1979).

2.2 Das Pathogen
2.2.1 Systematik

Das Bakterium wurde erstmals von E. F. Smith im Jahre 1909 entdeckt und von ihm als

Bacterium michiganense benannt (SMITH 1910).

Reich: Bacteria

Stamm: Actinobacteria
Ordnung: Actinomycetales
Unterordnung: Micrococcineae
Familie: Microbacteriaceae
Gattung: Clavibacter

Art: Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis

2.2.2 Synonyme

Das Bakterium Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis (Smith) Davis et. al. hat

mehrere Synonyme:

,, Bacterium michiganense* SMITH 1910 (Basionym)

,, Pseudomonas michiganensis “ (SMITH1910) STEVENS1913

., Aplanobacter michiganense* (SMITH 1910) SMITH1914

,, Phytomonas michiganensis““ (SMITH 1910) BERGEY et al. 1923

., Mycobacterium flavum ssp. michiganense “ (SMITH 1910) KRASIL'NIKOV 1941
,, Corynebacterium michiganense* (SMITH 1910) JENSEN 1934

,, Clavibacter michiganense (SMITH 1910) ZGURSKAYA et at. 1993
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2.2.3 Morphologie

Das Bakterium ist ein nicht frei bewegliches, gebogenes Stabchen, 0,4 — 0,75 x 0,8 —
2,5 pum Klein und bildet keine Sporen (HoLT et al. 1994). Es ist grampositiv, obligat ae-
rob und kommt einzeln sowie paarweise vor. Die Zellwand enthdlt Rhamnose und Fu-
cose (DAvis et al. 1984). Das Temperaturoptimum liegt zwischen 20 und 29 °C und nur
selten wachsen sie bei Temperaturen iber 35 °C (BERGEY 1994). Selbst auf nahrstoff-
reichen Medien wie YPGA wachsen die Kolonien nur langsam. Auf den Agarplatten
entstehen kleine blal3gelbe, glatte, feuchtglanzende, runde Kolonien, die mit dem Alter
deutlicher gelb werden (Abb.1).

\

Abbildung 1: Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis auf YPGA (L. Petrina)

Im Jahre 1929 beobachtete BRYAN (1930) das Auftreten einer weillen Variante und 2
Jahre spater gelang der gleichen Autorin die Isolierung einer hellrosa Variante aus einer
unreifen Tomatenfrucht. Die Varianten differieren vom gelben Stamm schwach in ihrer

Reaktion auf Zuckerarten in Kulturmedien (ARK 1944).

10
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2.2.4 Infektionsmoglichkeiten

In die Tomatenpflanzen dringen die Bakterien iber die Stomata oder sonstige naturliche
Offnungen (z. B. Hydathoden) der Pflanze, aber auch iiber Haarfollikel, Wunden und
Wurzeln ein. An den Friichten kann eine Infektion auch durch direkte Penetration ge-
schehen (BEDLAN 1999). Die Tomatenpflanzen sind wahrend ihrer gesamten Lebens-
dauer hoch anfallig gegenuber dieser Krankheit. In der Regel sind Jungpflanzen jedoch

etwas anfalliger als altere Pflanzen (VAN VAERENBERGH und CHAUVEAU 1985).

2.2.5 Ausbreitung im Wirt

Die Bakterien befinden sich im Xylem der Pflanzen und verstopfen so die Leitblndel.
Da Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis Sich nicht aktiv oder nur sehr selten
bewegt, gehort es zur den Wunderregern. Bei dieser Krankheit handelt sich um eine
echte Tracheobakteriose (STAPP 1958). In welcher Weise und in welcher Geschwindig-
keit die Ausbreitung des Erregers innerhalb einer Wirtpflanze erfolgt, dariiber haben
PINNE, GROGAN und HEWITT (1955) berichtet (Abb. 2).

Quelle: Stapp 1958

Abbildung 2: Weg und Ausbreitungsgeschwindigkeit von Clavibacter michiganen-
sis SSp. michiganensis in jungen Tomatenpflanzen, kinstlich infiziert am Blattstiel-
grund

11
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In Abbildung 2 ist die Ausbreitung der Bakterien im Stadngel zu sehen. Nach 15 Minuten
waren die Bakterien in den Spiralgefalien bereits etwa 2,33 mm unterhalb der Inokulati-
onsstelle (Abb. 2 A). Nach 24 Stunden betrug die Entfernung schon 24,5 mm. Die Bak-
terien fanden sich nur innerhalb der GefaRe (Abb. 2 B). Funf Tage nach der Inokulation
(Abb. 2 C) wurden die Bakterien mehr als 32,5 mm unterhalb und 13,2 mm oberhalb
der Inokulationsstelle festgestellt. Gleichzeitig hatte inzwischen auch eine Ausbreitung

der Bakterien seitwarts stattgefunden (PINE, GROGAN und HEwwiIT 1955).

2.2.6 Resistenz

Alle Kultursorten von Tomaten zeigten sich bisher als anfallig. Viele Untersuchungen
wurden seit den dreiliger Jahren des 20. Jahrhunderts wie zum Beispiel von FENNER
(1931), WENZzL (1937) und ORTH (1937) durchgefihrt, doch ist bis heute keine einzige
resistente Tomatensorte bekannt. Da auch eine chemische Kontrolle der Krankheit in
ausreichendem MaRe bisher nicht méglich ist, stellt der Erreger eine weltweite Bedro-
hung flr den Tomatenanbau dar. Die neusten Untersuchungen zeigen keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen anfélligen und partiell resistenten Sorten. Die weniger anfél-
ligen Sorten reagieren schneller auf einen Befall der Bakterien, zum Beispiel mit Thyl-
lenbildung, dadurch wird deren rasche Ausbreitung in den Pflanzen verhindert (STOUWE

und VON TIEDEMANN 2010).

2.2.7 Wirtspflanzen

Der Hauptwirt ist die Tomate (Solanum lycopersicum), doch es kdnnen auch Melanzani
(Solanum melongena) und Paprika (Capsicum annuum) befallen werden (BEDLAN und
PLENK 2009).

Nebenwirte sind: Wildpflanzen aus der Familie der Solanaceae, wie zum Beispiel Sola-
num nigrum, Solanum triflorum oder Solanum douglasii.

Die Bakterien kénnen auch epiphytisch auf Unkrautern und Pflanzen, die nicht zu den
Nachtschattengewdchsen gehoren, Uberleben, wie zum Beispiel auf Cynodon dactylon

und Saccharum officinarum (DAVIS et al. 1984).

12
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2.2.8 Geografische Verbreitung

Nach der Entdeckung des Bakteriums durch E. F. Smith ist es heute in allen wichtigen
Tomatenanbaugebieten verbreitet. In Europa kommt diese Pflanzenkrankheit, neben
Osterreich, noch in folgenden Staaten vor: Belgien, Bulgarien, Deutschland, Finnland,
Griechenland, GroRbritannien, Holland, Irland, Italien, Kroatien, Litauen, Norwegen,
Polen, Portugal, Rumanien, Russland, Slowenien, Schweiz, Serbien, Spanien, Ungarn,
Ukraine und Weildrussland. Laut EPPO (ANONYM 2009) in folgenden L&ndern welt-
weit: Agypten, lIsrael, Libanon, Marokko, Tunis, Tirkei, Armenien, Aserbaidschan,
China, Indien, Iran, Japan, Kenia, Madagaskar, Sudafrika, Togo, Uganda, Sambia, Zim-
babwe, Kanada, USA, Mexico, Costa Rica, Kuba, Dominikanische Republik, Grenada,
Guadalupe, Martinique, Panama, Argentinien, Brasilien, Chile, Kolumbien, Ecuador,
Peru, Uruguay, Australien, Neuseeland und Tonga.

2.2.9 Ubertragung

Die Bakterien kdnnen mit dem Saatgut bertragen werden (AGARWAL und SINCLAIR
1997), wo sie sich im Embryo des Samenkorns befinden oder den Samen &uRerlich an-
haften kénnen. Untersuchungen ergaben, dass die Ubertragung mit dem Saatgut nicht
mehr als 1% betragt (GROGAN UND KENDRICK 1953). Verseuchte Samen haben als pri-
mare Infektionsquellen die grélite Bedeutung (GLEASON 1991). Aus infizierten Toma-
tensamen wachsen kranke S&mlinge, von denen die Krankheit bei Kultur im geschiitz-
ten Bereich wie auch im Freiland weiter verbreitet werden kann. Tritt aus den Pflanzen
Bakterienschleim aus, wird die Krankheit in einem Pflanzenbestand hauptsachlich durch
Wassertropfen (Regenfalle, Uber-Kopf-Bewisserung) und Kulturarbeiten (Ausgeizen,
Aufbinden und —wickeln, Pflanzenschutzbehandlungen, Erntemal3nahmen,...) und An-

einanderreiben von Pflanzen verbreitet.

2.2.10 Uberdauerung

Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis kann zwar langere Zeit in befallenem
Pflanzenmaterial im Boden, an Gegenstédnden und an der Gewachshauskonstruktion
uberdauern, jedoch nur sehr kurze Zeit im Boden. Je héher die Temperatur, desto kirzer

ist die Uberlebnsfahigkeit der Bakterien im Boden. Wurzelreste infizierter Tomaten-

13
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pflanzen ermdglichen den Bakterien eine langere Uberdauerung im Boden, bei Aus-

trocknung des Bodens sterben die Bakterien in der Regel jedoch sehr schnell ab (FTA-

VEH, MAVRIDIS und RUDOLPH 2004). Weitere Uberdauerungsmaglichkeiten bieten Un-

krauter, wie Solanum nigrum oder Solanum triflorum, aber auch N&hrldsungen hydro-

ponischer Kulturen, in denen die Bakterien mehrere Monate am Leben bleiben kdnnen.

An Saatgut Uberdauern die Bakterien in der Regel bis zu 8 Monaten.

2.2.11 Symptome

Nach erfolgter Infektion folgt eine langere La-
tenzzeit. Erste Symptome sind in der Regel erst
zur Zeit der ersten Fruchtbildung zu sehen. Da
die Bakterienwelke eine geféaRparasitare Wel-
kekrankheit ist, welkt oft nur eine Halfte des
Blattes oder der Pflanze (Stapp 1958). Die
GeféaRe kranker Pflanzen sind gelbbraun ver-
farbt. Aus ihnen lasst sich Bakterienschleim
driicken. Bemerkenswert sind jedoch braune
Nekrosen zwischen den Blattadern auf den
Blattern. Diese braunen Flecken sehen aus, als
wéren auf den Blattern Wassertropfen verblie-
ben und bei Sonneneinstrahlung durch Brenn-
glaswirkung der Wassertropfen das darunter
liegende Blattgewebe verbrannt (BEDLAN
2009). Diese Nekrosen sind ebenfalls erste
Anzeichen auf einen Befall durch die Bakte-
rienwelke, ohne dass noch eine Welkeerschei-
nung an den Pflanzen beobachtet werden muss.

Neben diesen Nekrosen sind zunachst reversib-

le Welkeerscheinungen von Pflanzen bei héhe-
ren Temperaturen zu bemerken. Im fortgeschritte-
nen Krankheitsstadium kommt es schliellich zu

einer irreversiblen Welke und die Pflanzen ver-

Abbildung 3 Bakterienwelke Pflanze
und Darstellung verfarbter Gefal3blindel
(Aquarell: P. P. Kohlhaas,
AGES/Wien)
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dorren. An den Friichten entstehen die so genannten ,,VVogelaugenflecken®. Es sind dies
2 bis 4 mm grol3e Flecken mit braunem, kraterartig aufgerissenem Zentrum, das von
einem deutlichen weilRen Hof umgeben ist. Gehauft treten diese Vogelaugenflecken
nach dem Entspitzen und bei feuchter Witterung auf. Im Inneren der Friichte kénnen
braune, hohle Stellen entstehen, es werden oft keine Samen ausgebildet (BEDLAN 2009).
Geringfugige Sortenunterschiede in der Anfélligkeit sind bekannt (STOUWE und VON TIE-
DEMANN 2010).

2.2.12 Symptombilder

Abbildung 4: Infizierte Jungpflanze (G. Bedlan/AGES, Wien)
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Abbildung 5: Beginnende Toxinfleckenbildung
an Blatt (G. Bedlan/AGES, Wien) Abbildung 6: Toxinflecken

an Blatt (G. Bedlan/AGES,
Wien)

Abbildung 8: Befall an Frucht, Vogelaugen-
flecken (G. Bedlan/AGES, Wien)

Abbildung 7: Die verfarbten Gefalie
einer kranken Pflanze (G. Bedlan/AGES,
Wien
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Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis an Tomaten-Jungpflanzen

Abbildung 9: Symptome an Pflanzen im Bestand, irreversible Welke

(G. Bedlan/AGES, Wien)

3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Produkt

Agar

Borsaure
Calciumchlorid

D (+) — Glucose
EDTA

Ethanol, 96% vergallt
Ethidiumbromid
Hefe Extrakt
Kaliumbromid
Nutrient broth extract
Peptone

Tween® 20

Filter 2,7um PorengroRe
Soritzennadel 0,4x20mm
Petrischalen 92mm
ReaktionsgeféalRe 0,2ml
Reaktionsgefélie 1,5ml
Spritze 2ml

Hersteller

Merck

Merck

Merck

Merck

Fluka

Brenntag

Fluka

Becton, Dickinson and Company
Merck

Difco

Becton, Dickinson and Company
Agdia

Whatman

Terumo

Greiner bio-one
Axygen

Eppendorf

Becton - Dickinson
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3.2 Enzyme, Kits, Medien und Puffer

3.2.1 Enzyme und Kits

Agdia —Kit zum Nachweis von Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis

3.2.2 Niahrmedien und Néihrlosungen

Nutrient broth agar

Nutrient broth extract
Dextrose

Agar

Aqua dest.

Yeast Peptone Agar (YPG-Agar)
Hefe Extrakt

Bacto Pepton

D(+)- Glucose

Agar

Agua dest.

pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 7,2 einstellen

Kings B fliissig
Peptone aus Casein
Peptone aus Fleisch
MgSO,. 7H,0
K;HPO,

Glycerol

Agua dest.

89
109
179

1000 ml

54
5¢
109
159
1000 ml

89
8g
129
129
8 ml
800 ml

pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 7,0 bis 7,2 einstellen
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3.2.3 Puffer

Karbonat Beschichtungspuffer

Natriumkarbonat 1,59¢
Natriumbikarbonat 2,93 ¢
Natriumazid 0,29
Agua dest. 1000 ml

pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 9,6 einstellen

PBST- Puffer (Wasch-Puffer)

Natriumchlorid 8¢
Natriumphosphat, dibasisch (getrocknet) 1,159
Kaliumphosphate, monobasisch (getrocknet) 0,29
Kaliumchlorid 0,29
Tween-20 0549
Agua dest. 1000 ml

pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 7,4 einstellen

ECM- Puffer

Bovine serum albumin (BSA) 29
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 20 ¢
Natriumazid 0,29
PBST 1000 ml

pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 7,4 einstellen

PNP- Puffer

Magnesiumchlorid- hexahydrat 0,19
Natriumazid 0,29
Diethanolamin 97 ml
Agqua dest. 800 ml

pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 9,8 einstellen
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General Extrakt- Puffer (GEB)

Natriumsulfit (getrocknet) 1,39
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 209
Natriumazid 0,29
Albumin (Huhn) 290
Tween-20 209

Agua dest. 1000 ml
pH-Wert mit 0,1M NaOH auf 7,4 einstellen

TEA- Puffer (Tris- Acetat- EDTA)

10x Puffer g

Tris 48,59
Na,EDTA 7549

100% Essigsédure 11 ml

Aqua dest. Steril 700 ml

5x Beladungspuffer

Bromphenolblau 0,259
Xylencyanol 0,259
Glycerin 30 ml

Aqgua dest. Steril 1000 mi
Gebrauchsfertiger DNA- Marker

TAE 550 ml
Marker (1pug DNA/ pl) 50 pl
5x Beladungspuffer 150 pl
Ethidiumbromidl6sung

Stockldsung:

Aqua dest. (1 Talette/10ml destilliertes Wasser ) 10 mg/mi
Gebrauchsldsung:

Stocklésung/500ml TAE- Puffer 5 ul
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3.3 Anzucht der Jungpflanzen fiir die kiinstliche Inokulation

Fur die Infektionsversuche wurde ungebeiztes Tomatensaatgut der handelstblichen Sor-
te 'Mercedes’ der Firma AUSTROSAAT (Osterreichische Samenzucht- und Handels-
Aktiengesellschaft), unter Praxisbedingungen in einer Glashauskabine an der For-
schungsstation der AGES herangezogen. Die Sdmlinge wurden sieben Tage nach dem
jeweiligen Anbautermin pikiert und in Kunststofftopfe (@ 9 cm) mit Torfsubstrat ver-
pflanzt. Wahrend dieser Anzuchtzeit betrug die Tagestemperatur ca. 25 °C, die Nacht-
temperatur ca. 20 °C. Die Bewaésserung erfolgte handisch durch Gielien. Nach etwa 4
Wochen wurden die Jungpflanzen in eine vektorsichere Kabine transferiert und dort
dann mit Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis in unterschiedlichen Konzentra-

tionen infiziert.

Nach der Inokulation wurden die Pflanzen 14 Tage unter praxisublichen Bedingungen

weiter kultiviert.
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00 Zentr 10000 AuBentemperatur -2.2 T. T 21,1 oC
28 vekik 10000 Raumtemperatur 171 222 298 oC
28 Vekik 20000 Raumfeuchte 65,3 8.5 830 %rF

Abbildung 10 : Temperaturverlauf in der Vektorkabine, AGES 2009
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3.4 Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis

3.4.1 Stamm und Herkunft

Fur die Infektion der Jungpflanzen wurde der Typus-Stamm als gefriergetrocknete
Kultur (Code Nr. 46364) von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSZM) verwendet.

3.4.2 Ermittlung der Wachstumsrate / Wachstumskurve

Das Wachstum von Bakterien ist durch 4 Phasen gekennzeichnet. Die klassischen

Phasen sind:

a) die Induktionsphase, in der die Zellzahl gleich bleibt und in der die Anpassung an
das neue Medium erfolgt.

b) Die Ubergangsphase, in der die Zellteilung beginnt und die Generationsdauer ab-
nimmt.

c) Die Exponentielle Phase, in der die Generationszeit am kiirzesten und konstant ist
d) Die Stationére Phase, in der die Zellzahl konstant bleibt, da die Nahrstoffe aufge-
braucht oder zuviel toxische Stoffwechselprodukte ausgeschieden worden sind.

e) Die Absterbephase, die die letzte Phase der Wachstumskurve darstellt. Hier nimmt
die Biomassekonzentration aufgrund von autolytischen Prozessen wieder ab

(SCHLEGEL 1985).

Zur Herstellung einer Inokulationssuspension ist es wichtig diese Phasen fur den jewei-
ligen Organismus zu kennen. Hierfur wurden 3 unterschiedliche Nahrlésungen (NB,
YPG und Kings B) verglichen. In je 2 ml dieser N&hrlésungen wurden die Bakterien-
kulturen Uber Nacht bei 26 °C bebritet und dabei geschittelt. Am nachsten Tag erfolgte
die Messung der optischen Dichte (OD) mittels Photometer bei 600 nm. Hierflr wurden
die ,,Ubernachtkulturen* (Over Nihgt Culture - ONC) 1:10 mit der jeweiligen Nahrlo-

sung verdunnt und gegen das reine Ndhrmedium als Eichlésung gemessen.

Zur Ermittlung der Wachstumskurven wurden je 30 ml der jeweiligen Nahrldsung in
100 ml Erlenmeyer-Anzuchtkolben abgefillt und autoklaviert. Nach dem Erkalten wur-
den die Medien mit Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis aus den ONC-

Kulturen inokuliert, sodass die optische Dichte zu Beginn 0,05 betrug.
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Die Berechnung erfolgt nach der Formel:

OD der ONC x Volumen der ONC = Anfangs- OD x Volumen des Kulturmediums

Die Kolben wurden bei 26 °C geschittelt. Zur Ermittlung der Wachstumskurve wur-
den stiindlich 100 ul der Bakteriensuspensionen entnommen und die optische Dichte
bei 600 nm gemessen. An einem Tag erfolgten 12 Messungen, dann wurden die Kol-
ben Gber Nacht in den Kuhlschrank gestellt und am né&chsten Tag weiter bebritet. Die
Messung erfolgte bis zur Absterbephase. Aus diesen Werten wurde Generationszeit

und Teilungsrate berechnet.

ODseoo

Zeit (h)

—— Nutrient Broth —=— YPG ——Kings B

Abbildung 11: Wachstumskurven von Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis
(Lj. Petrina)

3.4.3 Bestimmung der Keimzahl

Parallel zu den Messungen fir die Bestimmung der Wachstumskurven wurden je-
weils weitere 100ul der Bakteriensuspension entnommen und mit 900ul PBS- Puffer
verdunnt. AnschlieBend wurden 100 pl dieser Losung auf YPG-Agar ausplattiert und
uber Nacht bei 26 °C bebrutet. Dies wurde solange wiederholt bis eine optische Dich-

te von 0,2 erreicht war. Am né&chsten Morgen wurden dann die Kolonien ausgezéhlt.
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Keimzahlbestimmung:

*t= 0; YPG- Platten, auplattieren von 10 und 10™

*t= 1; YPG- Platten, auplattieren von 10 und 10™

*t= 2: YPG- Platten, auplattieren von 10 und 10™

*t= 3; YPG- Platten, auplattieren von 10 und 107

*t= 4; YPG- Platten, auplattieren von 10 und 107

*t= 5; YPG- Platten, auplattieren von 10 und 107

*t= 6; YPG- Platten, auplattieren von 10 10®° und 10

*t= 7; YPG- Platten, auplattieren von 10®°, 10° und 10~

*t= 8; YPG- Platten, auplattieren von 10®°, 10° und 107

*t= 9; YPG- Platten, auplattieren von 10°, 107 und 107

*t= 10; YPG- Platten, auplattieren von 10”7, 10® und 107
Die Platten waren inkubiert auf 26 °C und nur jene ausgezahlt, die zwischen 10 und 300
Kolonien lagen (BROCK, MADIGAN und MARTINKO 1994).
Berechnung der cfu/ml (kolonienbildende Einheit):

Zahl der Kolonien pro Platte x 10 x Verdunnungsfaktor = cfu/ml

3.4.4 Herstellung der Inokulations-Suspension

Zur Herstellung der Suspension wurden die Kolonien verwendet, die auf YPG-Agar
gewachsen sind. In ein steriles Rohrchen wurden 2ml fllissiges N&hrmedium einpipet-
tiert, mit einer einzelnen Kolonie der Reinkultur beimpft und bei 26 °C tUber Nacht ge-
schuttelt. Diese Stammldsung wurde am nachsten Tag 1:10 verdunnt und die optische
Dichte gemessen. 3ml steriles Kulturmedium wurde mit so viel Stammlésung beimpft,
damit eine Anfangs-OD von 0,5 erreicht wurde. Clavibacter michiganensis SSp. michi-

ganensis erreichte eine Konzentration von 8x10° cfu/ml bei der ODgg von 0,5.
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Berechnung:
[OD der ONC] x [Volumen der ONC] = Anfangs- OD x Volumen des Kulturmediums

Ausgehend wurden dann die weiteren Konzentrationen 8 x 10%, 8 x 10, 4 x 107, 2 x 10,
1 x 10% 5x 10, 2,5 x 10 und 1,2 x 10 cfu/ml. fiir die Inokulation der Jungpflanzen her-
gestellt.

3.4.5 Inokulation der Pflanzen

Die Inokulation der Jungpflanzen erfolgte im DC-Stadium 23, die Tomatempflanzen
waren zu diesem Zeitpunkt ca. 22 cm groB. Vor der Inokulation wurden die Jungpflan-

zen in eine vektorsichere Glashauskabine gebracht.

Inokuliert wurde mittels Injektionsnadel in den Pflanzenstédngel 1 bis 2 cm (ber den

Keimblattern, Der Stdngel wurde mit der Injektionsnadel durchstochen und beim her-

ausziehen der Nadel ein Tropfen in das Gewebe eingelassen. Die TropfengroRe betrug
20pl.

Abbildung 12: Inokulation
einer Jungpflanze mittels
Injektionsnadel (Lj. Petrina)
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AnschlieRend wurden die Pflanzen unter Praxisbedingungen weiter kultiviert. Nach 3,
5, und 7 Tagen wurden von jeder Variante jeweils 5 Pflanzen fir die Untersuchungen
mittels ELISA und PCR entnommen.

3.4.5.1 Aufbereitung fiir den PCR- Nachweis

Fur den PCR-Nachweis wurden die Pflanzenstéangel ca. 1cm oberhalb der Inokulations-
stelle abgeschnitten und ein 3 mm langer Sténgelteil in ein steriles Eppendorf-
ReaktionsgefalR gegeben. Dann folgte die DNA- Extraktion wie in Kapitel 3.3.1 be-
schrieben.

3.4.5.2 Aufbereitung fiir den ELISA- Nachweis
Fur den ELISA- Nachweis wurde aus jeweils 5 Pflanzenstdngeln mit Hilfe einer Kugel-
presse (Homex 6 Fa. Bioreba) der Presssaft hergestellt und nach folgendem Proben-

schema (s. Tabelle 2) aufgearbeitet.

Tabelle 2: Probenschema

Nr. |Fiir jede Konzentration 3 dpi 5 dpi 7 dpi
1 Presssaft v v v
2 Presssaft 20°C v v v
3 Presssaft 26°C v v v
4 Filtrat v v v
5 Filtrat 20°C v v v
6 Filtrat 26°C v v v
7 Filtrieren + Zentrifugieren v v v
8 Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C v 4 v
9 Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C v 4 v
10 |Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand v 4 4
11 | Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C v 4 v
12 | Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C 4 4 4
13 | Zentrifugat + Puffer v v v
14 | Zentrifugat + NL 20°C v v v
15 | Zentrifugat + NL 26°C v v v
16 | Zentrifugat Uberstand v v v
17 | Zentrifugat Uberstand + NL 20°C v v v
18 | Zentrifugat Uberstand + NL 26°C v v v
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Ungefahr 1ml des Presssaftes wurde ohne weitere Bearbeitung gleich tief gefroren. Je
1ml wurde tber Nacht bei 20 °C und 26 °C zur Anreicherung der Bakterien bebriitet.
Die bebruteten Varianten wirden am nachsten Tag nach ca. 16 Stunden eingefroren. Ca
1 ml des Presssaftes wurde mittels sterilen Spritzen und Filter (Porengréfie 2,7um) fil-
triert. Auch die Filtrate wurden wie die Pressséfte gleich tiefgefroren und bei 20 und 26
°C bebritet. Die Zentrifugate wurden mittels einer Laborzentrifuge (Heraeus Sepatech)
gewonnen — 10 Minuten bei 9 °C und 147 000 rzb. Die Zetrifugate wurden in Puffer
bzw. Nahrlésung (YPG) resuspendiert und nach dem obigen Schema weiter bearbeitet.
Auch der Uberstand der Zetrifugate wurde eingefroren beziehungsweise mit Nahrlésung
(NL) versetzt und Gber Nacht bei 20 °C und 26 °C bebriitet. Die letzte Variante war eine
Kombination aus filtrieren und zentrifugieren und die Proben wurden wie oben ange-

flhrt aufgearbeitet.

3.4.6 Das ELISA- Test Verfahren

Zum Nachweis von Clavibacter michiganenis SSp. michiganensis wurde ein kommerzi-
elles ELISA-Kit der Firma AGDIA verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte geméali der

beigelegten Arbeitsanleitung.

ELISA ist die Abkurzung fir Enzyme-linked immunosorbent assay. Das Test-
Verfahren beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Es ist also ein immunologi-
sches Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Mit Hilfe
dieses Testes kdnnen beispielsweise Proteine oder Viren, aber auch niedermolekulare
Verbindungen wie Hormone, Toxine oder auch Pestizide aus Blutserum, Pflanzenpress-
séften oder anderen Fllssigkeiten nachgewiesen werden. Die Signalstérke ist im Allge-
meinen eine Funktion der Antigenkonzentration, so dass ELISA-Tests auch fiir quanti-

tative Nachweise verwendet werden kdnnen.
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Probe Inkubations- Waschlbsung
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Abbildung 13: ELISA mit Sandwichprinzip (nach Roche Diagnostics GmbH)
(Quelle http://www.uni-giessen.de/~gi38/publica/labor/kapitel4.html )

3.4.6.1 Vorbereitung einer Feuchten Kammer
Ein Kunststoffbehélter wurde mit Filterpapier ausgelegt und mit Leitungswasser be-
feuchtet.

3.4.6.2 Beschichtung der ELISA-Platten

Da die Platten nicht vorbeschichtet waren, mussten die Microtiterplatten zuvor mit dem
coating-Antikorper beschichtet werden. Hierfir wurde das coating-Antikorper-
Konzentrat mit Carbonatpuffer 1:200 verdunnt. Fir eine 96-Well-Mikrotiterplatte wur-
den 10 ml bendtigt, da in jedes Napfchen 100 pl der coating-Anitkdrper-Losung einpi-
pettiert wurden. Die Mikrotiterplatte wurden in einer Feuchten Kammer im Kiihl-
schrank bei 4 °C tber Nacht inkubiert.

3.4.6.3 Verdiinnung der Proben fiir den ELISA

Der Pflanzenpresssaft wurde im Verhéltnis 1:10 mit dem Probenpuffer (General Extra-
cion Buffer — GEB) verdunnt. Hierfiir wurde eine Mikrotiterplatte mit Probenréhrchen
besttickt und jedes dieser Rohrchen wurde mit 900 pl Probenpuffer befillt. Nach drei-
maligem Waschen der ELISA-Platten mit Waschpuffer (PBST) wurden 100 pl des
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Pflanzenpresssaftes der Proben nach dem Probenschema einpipettiert. Die Mikrotiter-
platten wurden im Anschluss 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer Feuchten Kammer

inkubiert.

3.4.6.4 Konjugatzugabe

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Platten 8-mal mit je 200 pl Waschpuffer
gewaschen und getrocknet. Das Konjugat-Konzentrat wurde ebenfalls 1:200 mit ECM-
Puffer verdiinnt und pro Well wurden wieder 100 pl einpipettiert. Die Mikrotiterplatten
wurden dann erneut 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer Feuchten Kammer inku-
biert.

3.4.6.5 Vorbereitung der Enzymsubstrat-Losung

Ungeféahr 15min vor Ende der Inkubationszeit wurde eine p-Nitrophenylphosphat- L6-
sung hergestellt. Hiefur I6ste man eine PNP-Tablette in p-Nitrophenylphosphat-Puffer
auf. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Microtiterplatte erneut gewaschen und
getrocknet. Anschlieend wurde in jedes Well 100 ul der Enzymsubstratlésung einpi-

pettiert und die Platte 60 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur inkubiert.

3.4.6.6 Auswertungen mittels Photometer

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Platten im Mikrotiterplatten-Photometer bei
405 nm gemessen. Wells, in denen sich das Enzymsubstrat gelb verféarbt hat sind Cmm-
positiv, Wells in denen keine Verfarbung festgestellt werden konnte Cmm-negativ. Der
ELISA-Test ist jedoch nur dann korrekt, wenn die Positivkontrolle eine deutliche Far-

bung aufweist, wahrend die Negativkontrolle klar bleibt.

3.5 Molekularbiologische Methode

Die PCR-Untersuchungen erfolgten mit einigen Anderungen im Wesentlichen nach der
Methode von STOGER und RupPITSCH (2004) und dem EPPO Diagnostic Standard PM
7142 (ANONYM 2005).

Fur die DNA-Extraktion und die PCR wurde der REDEXxtract-N-Amp Plant PCR-Kit

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) verwendet.
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3.5.1 DNA- Extraktion

Die kleinen Sticke der Pflanzenstdngel wurden wie im Kapitel 3.2.4.1 beschrieben in
jeweils ein Eppendorf- Reaktionsgefal? (1,5 ml) gegeben. Nach der Zugabe von 100 pl
Extraktionslésung wurden die Proben in einem Thermomixer Compact (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) 15 min bei 95 °C einer thermischen Zytolyse unterzogen und
danach abgekuhlt. Zu den abgekuhlten Proben wurde das gleiche Volumen Dilution
(Verdlnnungs-) -Puffer dazugegeben. Diese Ldsung wurde anschliefend mit Wasser im

Verhaltnis 1:30 verdinnt und fur den PCR Ansatz herangezogen.

352 PCR

Fur die PCR wurde ein Mastermix (Tabelle 3) mit dem Primerpaar Cmm5 (5" -
GCGAATAAGCCCATATCAA - 3) und Cmmé6 (5 - CGTCAGGAGGTCGCTAATA
- 3') nach DREIER et al. (1995) hergestellt.

Die Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

Jeweils 16 pl Mastermix wurden mit 4 pl Proben-DNA in PCR-Tubes pipettiert.

Tabelle 3 : Mastermix

Reagenz Menge [nl]
Agqua bidest. 4
REDEXxtract-N-Amp PCR Ready Mix 10
Cmmb5 (10uM) 1
Cmm6 (10uM) 1

Als Positivkontrolle wurde DNA eines Referenzstammes der DSMZ. verwendet. Als
Negativkontrolle diente PCR Wasser. Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte in einem
Biometra T3000 (Biometra, Gottingen, Deutschland) Thermocycler. Das Temperatur-
programm fur Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis ist in der Tabelle 4 be-

schrieben.
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Tabelle 4 : Temperaturprogramm

Temperatur

PCR-Ablauf (°O) Zeit
Aufheizphase 96 °C 2min.
Denaturierung 96 °C 30sec.

30 Zyklen
Primer- Hybridisierung 55°C 90sec.
Strangsynthese 72 °C 60sec.
Strangverlangerung 72 °C 10min.
Abkilhlung 15°C 0

3.5.3 Auswertung

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch eine Agarose-Gelelektrophorese.
Das erwartete Amplifikationsprodukt von 614 bp wurde auf einem 2% Agarose-Gel
nach der Farbung mit Ethidiumbromid unter UV Licht visualisiert. Ein 100-bp DNA

Marker (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) wurde als GrolRenmarker eingesetzt.

M P P P P PP P P P P P PKNK M

el 5 T ke E Gl GaP 0N ok NEw S el e el Sk LS

Abbildung 14: Agarose-Gel bei der Konzentration 8 x 10° cfu/ml nach 7 Tagen
(Lj.Petrina)
M (Marker), P (Probe), PK (Positivkontrolle) und NK (Negativkontrolle)
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeines

Die Tomatenjungpflanzen wurden mit neun verschieden konzentrierten Bakterienldsun-
gen kunstlich inokuliert. Danach erfolgten die Untersuchungen mittels ELISA-Tests
und PCR.

In einer ersten Versuchsanstellung wurden Inokulationen mit folgenden Konzentratio-
nen durchgefiihrt: 8x10°® cfu/ml, 8x10* cfu/ml und 8x10? cfu/ml. Von den Jungpflanzen
wurden fir die Untersuchungen jeweils Blatter und Sténgel getrennt gepresst.

Nachdem alle Proben mit Presssaften aus Blattern ein negatives Ergebnis zeigten, wur-
den in den nachfolgenden Untersuchungen die Konzentrationen der Bakterienldsungen
bis auf 1,2 x 10 cfu/ml (s. Tabellen 4-13) gesenkt und nur Pflanzenstangel gepresst.

Alle Versuche wurden zweifach durchgefiihrt.

4.2 Ergebnisse der ELISA-Tests

Die Tabellen sind wie folgt bezeichnet:

Erste Versuchsanstellung mit drei Konzentrationen:
Tabelle 4:  Konzentration 8x10° cfu/ml
Tabelle 5:  Konzentration 8x10* cfu/ml

Tabelle 6: Konzentration 8x10? cfu/ml

Zweite Versuchsanstellung mit sieben Konzentrationen:
Tabelle 7:  Konzentration 8x10? cfu/ml

Tabelle 8: Konzentration 4x10? cfu/ml

Tabelle 9: Konzentration 2x10? cfu/ml

Tabelle 10: Konzentration 1x10? cfu/ml

Tabelle 11: Konzentration 5x10 cfu/ml

Tabelle 12: Konzentration 2,5x10 cfu/ml

Tabelle 13: Konzentration 1,2x10 cfu/ml

Die Probennahmen fir die ELISA-Tests erfolgten 3, 5 und 7 Tage nach den Inokulatio-

nen.
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Tabelle 4: Konzentration 8 x 10% cfu/ml

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Presssaft

=+

+

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

|+ [+ |+ | F ||+ ||+ + [+

e I S I S S S e e I I S I S [ [ [ [ T

+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ | F |+ |+ [+ |+ |+ [+ ]|+ ]+ |+

In dieser Tabelle stehen die Ergebnisse des ersten Versuches bei hdchster Konzentrati-

on von 8x10® cfu/ml, die in allen Varianten bereits bei 3 dpi positv waren. Diese Kon-

zentration diente als Kontrolle im Versuch.
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Tabelle 5: Konzentration 8 x 10* cfu/ml

3dpi | 5dpi | 7dpi
Presssaft + + +
Presssaft 26°C + + +
Presssaft 20°C + + +
Filtrat + + +
Filtrat 20°C + + +
Filtrat 26°C + + +
Filtrieren + Zentrifugieren + + +
Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C + + +
Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C + + +
Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand + + +
Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C + + +
Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C + + +
Zentrifugat + Puffer + + +
Zentrifugat + NL 20°C + + +
Zentrifugat + NL 26°C + + +
Zentrifugat Uberstand + + +
Zentrifugat Uberstand + NL 20°C + + +
Zentrifugat Uberstand + NL 26°C - + +

Die Konzentration von 8x10* cfu/ml ist die Nachweisgrenze fiir die derzeit praxisiibli-
chen ELISA-Tests.
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Tabelle 6: Konzentration 8 x 10* cfu/ml

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Presssaft

=+

+

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

o B o I o R o S

+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+

+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

+ |+

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+

Fast alle Varianten waren bereits bei 3 dpi positiv, ausgenommen die Varianten Uber-

stande (Filtrieren + Zentrifugieren) und Zentrifugat mit Puffer, die erst bei 5 dpi ein

positives Ergebnis zeigten.
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2. Versuchsreihe

Versuche mit weiter verminderten Infektionsdichten

Tabelle 7: Konzentration 8 x 107 cfu/ml

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Presssaft

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

o o I S R R A S

o o e e

o R e e

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

+

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

+ |+

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

+ 4+

R e S S R S

Die Ergebnisse dieser Varianten sind ident mit jenen der Tabelle 6.
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Tabelle 8: Konzentration 4 x 10* cfu/ml

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Presssaft

+

+

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

+ |+ |+ |+ |+ |+ +

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

Zentrifugat Uberstand

+ |+ |+ |+ |+ |+

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

N N N R R R e

o e e I I I B e S S

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Tabelle 7 sind bei der Konzentration von 4x10?

cfu/ml die 3 Varianten mit den Uberstanden bereits bei 3 dpi positiv.
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Tabelle 9: Konzentration 2 x 10* cfu/ml

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Presssaft

+

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

o o I S R P

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

o R e e

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

+ [+ |+ |+ |+

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

+ |+

o e e e e I o o I I S I S S (A [ T S S

Im Gegensatz z. B. zu den Ergebnissen der Tabelle 7 sind hier bei geringerer Infekti-

onsdichte die Ergebnisse der ELISA-Tests bei der Variante Filtrieren + Zentrifugieren

Uberstand 20 °C bei 5 dpi und 7 dpi positiv.
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Tabelle 10: Konzentration 1 x10? cfu/ml

5 dpi

7 dpi

Presssaft

+

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

+l+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

+ [+ |+ |+ |+

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

+ |+

o+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ ]|+ |+

Bei dieser Konzentration konnte im Filtrat bei 3 dpi kein positives Ergebnis erzielt wer-

den, abweichend von den Ergebnissen in Tabelle 9 jedoch bei den Varianten Filtrieren +

Zentrifugieren + NL 26 °C und Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26 °C
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Tabelle 11: Konzentration 5 x 10 cfu/ml

3 dpi

5 dpi

Presssaft

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

|+ |+ ]|+ +

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

||| |||+ +

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

|
R R e R R
i o

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus Tabelle 10 ist der ELISA-Test beim Filtrat bei 3

dpi wieder positiv.
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Tabelle 12: Konzentration 2,5 x 10 cfu/ml

5 dpi

7 dpi

Presssaft

+

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

+ |+

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

+ |+

+ o+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

+ [+ |+ |+ |+

Zentrifugat Uberstand

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

o+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ ]|+ |+

Bei dieser Konzentration zeigten die Varianten Filtrat, Filtrieren + Zentrifugieren, Zent-

rifugat + Puffer bei 3 dpi negative Ergebnisse des ELISA-Tests, abweichend jedoch das

Ergebnis Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26 °C hinsichtlich des Ergebnisses zu Tabelle

11.
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Tabelle 13: Konzentration 1,2 x 10 cfu/ml

5 dpi

7 dpi

Presssaft

+

Presssaft 26°C

Presssaft 20°C

Filtrat

Filtrat 20°C

Filtrat 26°C

+ |+

+ |+ |+ |+ [+

Filtrieren + Zentrifugieren

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren + NL 26°C

+ |+

+ |+

o R o o o S

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 20°C

Filtrieren + Zentrifugieren Uberstand 26°C

Zentrifugat + Puffer

Zentrifugat + NL 20°C

Zentrifugat + NL 26°C

Zentrifugat Uberstand

+ [+ |+ |+ |+

Zentrifugat Uberstand + NL 20°C

Zentrifugat Uberstand + NL 26°C

Bereits bei 3 dpi sind 8 Varianten von 18 positiv. Bei den Varianten Presssaft allein,

Filtrieren + Zentrifugieren und Zentrifugat + Puffer ist zu sehen, dass sich die Bakterien

erst bei 7 dpi mittels ELISA nachweisen lieBen. Bei den Varianten Presssaft 26 °C und

Filtrat alleine waren die Proben bei 5 dpi bereits positiv.
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Abbildung 14: ELISA-Platte, Konzentration 1,2 x 10 cfu/ml (Lj. Petrina)
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4.3 Ergebnisse der PCR-Untersuchungen

Fur die PCR-Tests wurde je ein kleines Stiick des Sténgels einen Zentimeter oberhalb
der Inokulationsstelle entnommen. Die PCR Untersuchungen erfolgten als Kontrolle fur
die ELISA-Tests. So waren z. B. die Proben bei der hochsten Konzentration (8 x 10°
cfu/ml) bereits bei 3 dpi alle deutlich positiv sowie auch bei den Konzentrationen 8 x
10*und 8 x 10 cfu/ml (s. Abb.15).

M P P P P P P P P P P P PK NK M

'--'ﬂ---EEEEEEE-

Abbildung 15: Agarose-Gel bei der Konzentration 8 x 10° cfu/ml nach 3Tage
(Lj.Petrina)
M (Marker), P (Probe), PK (Positivkontrolle) und NK (Negativkontrolle)
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5 Diskussion

Die Nachweisgrenze der praxisiiblichen ELISA-Tests liegt derzeit bei 8x10* cfu/ml (DE
LEON L., SivERIO F. und RODRIGUEZ A. 2006). Mit z. B. einer Multiplex-PCR lasst sich
die Nachweisgrenze auf 5x10? cfu/ml (DREIER et al.1995) und mittels Bio-PCR auf
4x10? cfu/ml (BUROKIENE 2006) senken.

Wie Untersuchungen an Saatgut und bei der Saatgutlibertragung ergaben, sind die
Nachweise dieses Pathogens an diesen Matrizes nicht immer erfolgreich und sehr auf-
wendig. Nach ISTA (1996) sind 10.000 Samen als Standardgrofe und als Minimum
2.000 Samen zur Testung vorgeschlagen. Hierzu vergleichen MILIJASEVIC et al. (2009)
fur den Nachweis von Cmm an Saatgut vier verschiedene Methoden: Isolation und Kul-
tivierung der Bakterien auf Selektivmedien, eine Bio-PCR, eine Anreicherungs-PCR
und eine PCR direkt aus dem Saatgut. Hierfur verwendeten sie 2.000 bzw. 5.000 Sa-
menkdrner. Diese Saatgutproben wurden jeweils mit einem, mit finf und mit 10 infi-
zeirten Samenkdrnern vermengt. In der Variante mit 2.000 Samenkdrnern konnte mit
allen Methoden ein positiver Nachweis erbracht werden, in der Varinate mit 5.000 Sa-
menkdrnern wurd kein einziger positiver Nachweis erzielt. In einer dhnlichen Versuchs-
anstellung konnte HADAS et. al (2005) mit Hilfe eines zusétzlichen Anreicherungsschrit-
tes einmal bei einem infizierten Samenkorn in 10.000 Samenkdrnern Cmm nachweisen.
Dies war jedoch nicht reproduzierbar. Saatgutpartien, die mit weniger als mit 58 cfu/g
infizeirt wurden, verursachten an den daraus erwachsenen Jungpflanzen keinerlei
Krankheit, aber bei einer Konzentration von etwa 1.000 cfu/g erkrkanten von 2.000

Jungpflanzen 78.

An Tomatenjungpflanzen konnte BUROKIENE (2006) Clavibacter michiganensis SSp.
michiganensis mittels BIO- PCR Methoden relativ schnell nachweisen. Seine Untersu-
chungen haben die Sensitivitat von BIO-PCR mit den verwendeten Primer-Sets CMM5
und CMMB6 verbessert. Die Untersuchungen folgten an funf Wochen alten Jungpflan-
zen, die ca. 40 cm grol3 waren. Die Stangelteile wurden 8 cm oberhalb der Inokulations-
stelle genommen. Die Proben waren bereits nach 3 Tagen positiv, die Konzentration
betrug 4 x 10? cfu/ml.

Eine JungpflanzengrolRe flr die Kultivation im geschitzten Anbau von 40 cm entspricht

jedoch nicht der mitteleuropdischen Praxis.
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In diesen Zusammenhang erschien es wichtig, Tomatenjungpflanzen mit niedrigeren
Bakterienkonzentrationen zu inokulieren, die Bakterien in den gepressten Pflanzensaf-
ten anschlieBend anzureichern und mittels ELISA und PCR nachzuweisen. In Untersu-
chungen von PINE, GROGAN und HEWITT (1955) hat sich gezeigt, dass die Bakterien erst
von der Infektionsstelle im Stdngel nach unten wandern (etwa 2 Millimeter) und nach
24 Stunden auch weiter unterhalb der Infektionsstelle und nur innerhalb der GefaRe.
Nach flnf Tagen wurden die Bakterien auch oberhalb der Inokulationsstelle festgestellt.
Dadurch, dass sich die Bakterien langsam vermehren und sich unmittelbar nach der In-
okulation nur noch im Xylem befinden, entschied ich mich die Sténgelteile fur die PCR
ca. 1 cm oberhalb der Inokulationsstelle zu testen. Eine erste Probennahme erfolgte 3
Tage nach erfolgter Inokulation.

Um mit den derzeit ublichen ELISA-Tests einen positiven Nachweis fiihren zu kdnnen,
sollte mit den angefiihrten adaptierten Verfahren der Bakteriengehalt in den Pflanzen-
pressséaften soweit erhoht werden, da Ausstriche von Pflanzensaft auf Nahrmedien mit
anschlieBendem ELISA verdachtiger Bakterienkolonien wegen ihrer langeren Untersu-
chungsdauer nicht zweckmaRig sind.

Laut EPPO-Protokoll PM 7/42(1) (ANONYM 2005) werden flr die Nachweise an Pflan-
zen, die Symptome zeigen, jene Teile zur Testung enthommen, die deutlich befallen
sind. Die Nachweise bei symptomlosen Tomatenpflanzen werden an Sténgeln durchge-
fuhrt. Hierfur wird die dulRere Epidermis entfernt und die GefaRbundel in sterilem Was-
ser gelegt und weiter getestet (EPPO 2005). Im meinen Untersuchungen wurden ganze
Stangel, ohne Entfernung der Epidermis, verwendet. Getrennt wurden ganze Blatter
gestestet. Aus den Blattern konnte in keiner Variante, nicht einmal bei einer Inokulati-
onsmenge von 8 x 10° cfu/ml und nach 14 Tagen, ein positiver Nachweis erbracht wer-

den, daher wurden fur die weiteren Untersuchungen nur mehr Sténgelproben verwendet.

Auf Grund der Anreicherung der Bakterien mit den verwendeten Verfahren — bebrten,
filtrieren, zentrifugieren — alleine oder in Kombination, konnte der Titer der Bakterien
in den Sténgeln der Jungpflanzen an die Nachweisgrenze der praxistblichen ELISA-
Tests angehoben werden. Ebenso ist es gelungen, mittels PCR einen Nachweis direkt
aus frischem Pflanzenmaterial zu fihren. Der fir die Praxis kostengtinstigere Nachweis
ist der mittels ELISA-Test.
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Bei den Sténgeln lassen sich einige Unterschiede zwischen den 18 untersuchten Varian-
ten der Presssafte nach der Konzentration der Inokulationslésung erkennen sowie auch

in der Zeit der Probenahme (dpi) und in den Varianten selbst.
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6 Zusammenfassung

Der Nachweis von Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis ist an Tomatenjung-
pflanzen nicht immer moglich. Das Pathogen vermehrt sich sehr langsam und Sympto-
me sind in der regel erst bei der Bildung der ersten Fruchte zu sehen. Da offenbar der
Gehalt der Bakterien in den Jungpflanzen zu gering ist, um sie mit den derzeit praxisub-
lichen ELISA-Tests nachzuweisen, galt es, die Bakteriendichte zumindest auf die
Nachweisgrenze der ELISA- Tests anzuheben.

Zunachst wurden Tomatenjungpflanzen im DC-Stadium 23 mit verschieden kon-
zentrierten Bakterienldsungen kinstlich inokuliert. AnschlieBend wurden Blatter und
Stangel getrennt untersucht. Die Ergebnisse aus den Blattproben waren jedoch in den
Kontrollvarianten (8x10® cfu/ml) stets negativ, jene aus den Stangeln immer positiv.
Daher wurden fir die weiteren Untersuchungen nur mehr die Stangel der Jungpflanzen
verwendet.

Es wurden drei Grundverfahren alleine und in verschiedener Kombination untereinan-
der angewendet, um den Gehalt der Bakterien im Presssaft der Pflanzen anzureichen, z.
B. bebriiten bei Temperaturen 20 und 26 °C, filtrieren und zentrifugieren. Als Kontrolle
diente der Test direkt aus dem Pflanzensaft einer kinstlich inokulierten Pflanze. Proben
fir den Nachweis mittels ELISA wurden 3, 5 und 7 Tage nach kinstlicher Inokulation
genommen. Von allen Varianten waren bereits bei einer inokulierten Bakterienkonzen-
tration von 1,2 x 10 cfu/ml bei einer Probenahme 3 Tage nach Inokulation und einer
Bebrutung des Presssaftes bei 20 °C (16 Stunden), ein Filtrat dieses Presssaftes eben-
falls bei Inkubation bei 20 °C (16 Stunden) sowie Filtrat + Zentrifugat bei 20 °C (16
Stunden) als auch das Zentrifugat alleine bei 20 °C (16 Stunden) im ELISA-Test posi-
tiv. Es konnte damit der Bakterientiter von eventuell in Jungpflanzen vorhandener Bak-
terien auf die Nachweisgrenze des ELISA-Tests erhéht werden.

Dariiber hinaus gelang es auch einen Nachweis von Clavibacter michiganensis SSp. mi-
chiganensis aus Jungpflanzen des DC- Stadiums 23 mittels PCR direkt aus Pflanzen zu
fihren. Die kostengunstigere Variante zur Testung von Tomatenjungpflanzen auf Befall

durch Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis Stellt der ELISA-Test dar.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

bp

cfu
Cmm
dpi
DMSZ
ELISA
EPPO
FAO
ISTA
NB
NL
ONC
PCR
PM
rzb
YPG
YPGA

Basenpaar

colony-forming units

Clavibacter michiganensis SSp. michiganensis

day past infection

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Enzym-linked Immunosorbent Assay

European and Mediterranean Plan Protection Organisation
Food and Agriculture Organisation of the United Nations
International Seed Testing Association

Nutrient Broth

Né&hrlésung

over night culture

Polymerase Chain Reaction

Phytosanitary Measures

relative Zentrifugalbeschleunigung

Yeast Peptone Glucose (Nahrlésung)

Yeast Pepton Glukose Agar (Nahrmedium)
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