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EINLEITUNG:

a) WAS IST EIN TUMOR?

- Durch die Untersuchung der Transformation einzel-

ner, in vitro geziichteter Zellen gewinnt man die
Uberzeugung, daB der Krebs aus einem Geschehen
hervorgeht, das sich in einer Einzelzelle abspielt.
Nachdem die Zelle‘einmal verdndert ist, besitzt sie
neue abnorme Eigenschaften, die auf die Tochterzellen

genetisch Ubertragen werden. Dieser Tumor kann ge-

‘neralisiert oder metastasierend sein(maligner Tumor),

oder er kann lokalisiert bleiben und eventuell zu~-
riickgehen. (benigner Tumor).(E. Jawetz, J.L. Mel-
nick, E.A. Adelberg 1977).

Entsprechend dieser Definition des tierischen Tumors,

‘definiert Braun(1969) die pflanzlichen Tumoren, die

in vieler Hinsicht den tierischen Tumoren Zhneln, wie
folgt:

Echte Pflanzentumoren bestehen aus dauerhaft ver-
enderten, sich mehr oder weniger zufallsorientiert
teilenden Zellen. Diese reproduzieren sich iden-
fisch und ihr Wachstum kann von der Wirtspflanze

nicht angemessen kontrolliert werden.




Solche Tumoren kdnnen aus recht unterschiedlichen Ur-~
sachen entstehen:

1) Genetische Tumoren sind die Konsequenz einer besonde-
ren Genkombination in bestimmten Art-Bastarden.(z.B.-
manche Nicotiana-Hybriden).(Kostoff 1930).

2) Bakterieninduzierte Tumoren(Crown—Gall oder Wur-
zelhals-Gallen) entstehen an Dicotylen nach Wundin-
fektion mit A. tumefaciens.(Braun,A.C. 1969).

3) Virusinduzierte Tumoren werden durch zwelstrangige
RNS-Viren(z.B. Wound Tumor Virus- WTV ~Tumoren) her-
vorgerufen. (L.M.Black, 1972).

4) Habituierte Gewebe treten spontan als Gruppen hor-
monautotropher Zellen in Gewebekulturen auf.(White,-

1949).

Zur Entstehﬁng der zu den echten pflanzlichen Tumo—
ren gehorenden Crown-Gall-Tumoren miissen die Bakte-—
rien durch eine Wunde ins Innere der Pflanze gelan-
gen und mit Wundrandzellen in unmittelbaren Kontak:
kommen. (Klapwijk 1979). Vielmehr miissen die Bakterien
an durch benachbarte Verwundung umgestimmte Zellen
herankommen und sich an besondere Orte der Pflanzen-
zelle, genannt "Tumor-sites" , anlagern. (B.Lippin~-

cott and Lippincott 1969). Die Gegenwart solcher




"Tumor-sites" wurde durch Konkurrenzversuche nachge-
wiesen. Z.B. hemmt eine virulente-avirulente Bakte-
rienmischung(1:1) die Tumorinduktion erheblich, ob-
wohl geniligend virulente Bakterien im Gemisch vorhan-
den sind, um eine Tumorinduktion hervorzurufen.(Bei-
derbeck 197§).

Die Wechselwirkung der Agrobacterien mit den Tumor-
sites ist eine schnelle Reaktion. Erfolgt Zugabe der
avirulenten nur 15 min nach den virulenten, ist die
Tumorbildung kaum beeintrdchtigt.(Lippincott and Lip-
pincott 1969).

Anvverschiedenen Pflanzen ist nachgewiesen worden,
daB die Zahl der entstehenden Tumoren mit der Zahl
der Bakterien im Inokulum korreliert und Jje nach

Testpflanze 105— 106

Bakterien pro ml bendtigt wer-
den, um eine Tumorinduktion zu erzielen. GroBe Wun-

den sind leichter zu transformieren als kleine.(Hil-

~debrandt 1940). Der Transformationsprozess ist in

frihen Phasen temperatur-empfindlich. Untersuchun-
gen zeigten, daB bei Kalanchoe-Pflanzen die ersten
32 Std. nach Verwundung und Inokulation fiir eine
erfolgreiche Transformation der Pflanzenzelle zur
Tumorzelle von groBer Bedeutung sind. Wenn die

Pflanzen wdhrend dieser Zeit bei 32 gehalten wer-




den, bleibt die Tumorinduktion aus. Nach der Trans-
formation nimmt die mitotische Aktivitdt der Tumor-—
Gewebe-Zellen Zu, was bei sterilen Wunden in der sel-
ben Zeit nicht zu finden ist.(Xupila and Stern 1961).
Es ist mdglich, daB innerhalb einer Wunde mehrere
Transformationen stattfinden und durch Inokulation
mit Bakteriengemische verschiedener Arten, die un-
terschiedliche Tumoren hervorrufen, gleichzeitige
Entstehung unterschiedlicher Tumoren erzielt werden.
(Beiderbeck 197%9.

Untersuchungen an sterilen Gewebe-Kulturen haben zu
besserer Identifizierung dés Crown-Gall-Tumor-Gewe—
bes und seiner Eigenschaften beigetragen.

a) Zur Aufrechthaltung des Tumor-Zustandes ist die
Gegenwart der Bakterien nicht notwendig.

b) Tumorzellen haben oft eine erhdhte Zahl von Chro-
mosomen und erhdhten DNS-Gehalt.(Dons 1975).

¢) Tumor-Gewebe kdnnen auf Minimal-Medien, die keine
Wuchsstoffe wie Auxin, Cytosin und Gibberellin ent-
halten, weiter wachsen, was die Normal-Gewebe nicht
tun. (Schmidt und Brucker 1959).

d) Crown-Gall-Tumoren sind transplantierbar, d.h. sie
kénnen auf gesunde homologe Pflanzen aufgepfropft

werden und dort anwachsen.(Jensen 1918).




e) Tumorzellen teilen sich unkontrolliert weiter und sind
dem Hormonmechanismus der Wirtspflanze nicht unter-
worfen. (Braun 1958).

f) Tumor-Gewebe enthalten entweder keine Arginase

oder ihre Aktivitadt ist schwacher als in normalen Zel-
len. (Goldman-Menage 1970). Deshalb hiufen sich Argi-
nin und substituierte Guanidine in Tumorzellen. (Me-
nage et al. 1964).

g) In Tumor-Geweben wurden daher ungewdhnliche Argi-
nin-~Derivate festgestellt, die in Normal-Geweben feh-
len: |

Das sind Octopin, Nopalin, Octopinsdure, Lysopin und
Histidin-Derivat: Histopin.(Bomhof 1974, Kemp 1977,
Hooykaas 2929,)

h) In Tumor-Geweben ist die Aktivitdt einiger oxidati-
‘ver Enzyme gesteigert.(Rathsack und Brucker 1961, Spurr-
et al. 1965).

i) Octopin, Nopalin, Lysopin und das in Pflanzengewe-
ben bisher noch nicht gefundene Histidin-Derivat Car-
nosin fordern das Tumorwachstum an Bohnenblittern.
 (Lippincott and Lippincott 1970 ). Octopinsiure,
Arginin, Histidin, Pyruvat und Ketoglutarat dagegen
nicht. Werden zwel der fdrdernden Substanzen belie-

big kombiniert und bei unveridnderten Gesammtkonzen-
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trationen auf die Tumoren aufgebracht, so annulieren
sich ihre Wirkungen und der Tumor wichst, als hitte

man ihm keine der Substanzen appliziert.(Lippincott

et al. 1972).
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BIGENSCHAFTEN DER AGROBAKTERIEN:

Nach S. Breed, E.D.G. Murray und N.R. Smith(1957) ge-
horen Agrobakterien zur Familie der Rhizobiacae. Es
sind gram-negative, mit 1-6 GeiReln fortbewegende,
stédbchenformige Bakterien.( 0,6-1,0 X 1-3% ). Ihr
Wachstumsoptimum liegt bei 250—5000. Bei hdheren Tem=—

preraturen als 5700 wachsen sie entweder schlecht oder

Uberhaupt nicht.
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Agrobakterien sind z.T. Saprophyten(:Avirulent) Z.Te
Pathogene(=Virulent). Die Pathogene induzieren an vie-
len Pflanzen verschiedene Wachstumsanomalien. Nach ei-
ner Infektion mit virulentem Agrobacterium tumefaci-
ens reagieren 60 % aller untersuchten Gymnospermen
und der Dicotylen mit Tumorbildung.(La Rue 4957, Lip-~
pincott and Lippincott 1976 ~).

Viele Stédmme von Agrobakterien sind mittlerweile

sehr gut untersucht und je nach ihren Eigenschaften
klassifiziert worden:

1) Stdmme, die organisierte Tumoren induzieren. (z.B.-
A..rhizogenes 15834)

2) Stémme, die unorganisierte Tumoren induzieren.
(z.B. A. tumefaciens Stamm B6-806)

3) Stémme, die Teratome bilden.(z.B. A. tumefaciens
‘Stamm T37)

4) Stdamme, die avirulent sind.(z.B. A. radiobacter
Stamm 84)

Untersuchungen haben ergeben, daB die Fahigkeit der
Agrobakterien zur Tumor-Induktion von der Gegenwart
eines Plasmids, des sog. TI-Plasmids, abhingig ist.
Dieses Plasmid ist eine doppel-stringige, ringfor-
mige DNS von 50-80 um Linge und weist ein Mol. Ge-

wicht von 95-156 Megadaltons auf. Seine Lange macht
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ungefdhr 4 % der gesammt DNS des Agrobacteriums aus.
(Currier et al. 1976, Ledeboer et al. 1976, Zaenen

et al. 1974).

Das TI-Plasmid verleiht den Stimmen von A. tumefaci-
ens in der Regel folgende Eigenschaften:

a) Virulenz.(Van Larebeke et al. 1974, Watson et al.
1975).

b) die Fihigkeit zum Abbau der Argininderivate Octo-
pin und/oder Nopalin.(Bomhof et al. 1976).

¢) Empfindlichkeit fiip Agrocin 84, ein von A. radio-
bacter K84 produziertes Antibiotikum.(Engler et al.-
1975).

d) AusschluB des Phagen AP1.(Schell 1975).

Verlust dieses Plasmids bedeutet Virulenzverlust und
zugleich den Verlust anderer Eigenschaften des Bakte-
‘riums.

Obwohl bei A. tumefaciens die genannten Eigenschaf-
ten in der Regel mit der Virulenz gekoppelt sind, so
sind doch inzwischen verschiedene Stamme mit defektem
oder modifiziertem TI-Plasmid bekannt geworden.(Engler-
et al. 1975, Kerr and Roberts 1976). Das TI-Plasmid

. kann fur jede der obengenannten Eigenschaften und

fir Virulenz getrennt mutieren.

Man hat virulente StHdmme von A. tumefaciens gefun-
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den, die unempfindlich fiir Agrocin 84 waren.(Engler
et al. 1975). Avirulente Stimme sind gefunden worden,
die empfindlich fiir Agrociﬁ 84 sind und Fihigkeit
zur Nutzung von Octopin besitéen.(Kerr'and Roberts
1976). Auch viele Stadmme von A. radiobacter, die alle
avirulent sind, besitzen grbBe Plasmiden. (Gordon et
al. 1976, Lin et al. 1976, Kerr’1980).

Deswegen bleibt als einzig Sicheres‘Kriterium zur
Unterscheidung avirulenter Stédmme von virulenten die
zeitraubende Tumorbildung an Pflanzen.

Die Virulenz des A. tumefaciens kann nach verschie-
denen Behandlungen voribergehend oder flr immer ver-
lorengehen. Manche dieser Virulenzverluste haben ihre
Ursache in einer verdnderten Zellwand, z.B. treten
nach wiederholter UV-Bestrahlung stabile 'L'-For-
‘men auf, die nicht mehr virulent sind.(Rubio-Huertos
et al. 1966). Liangere Kultur in 0,1 % Glycin oder in
Gegenwart verschiedener D-Aminos8uren vermindert die
Wachstumsgeschwindigkeit und Virulenz von A. tumefa-
ciens.(Van Lanpen et al. 1952, Bopp 1965). Dabei
haben die Bakterien erheblich dinnere Zellwdnde und
oft sind die Zellen rund wie 'L'-Formen.(Kurdjian

et Le Goff 1966, Rubio-Huertos et al. 1972).

Solche Virulenzverluste bedeuten keinerlei Verlust

-~
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der Eigenschaften, die auf dem Plasmid lokalisiert
sind. (Beiderbeck 1976).
Andere Virulenzverluste erkldren sich aus Plasmidver-
lust, und sind mit gleichzeitigem Verlust der mit
der Virulenz gekoppelten Eigenschaften verbunden.
Zum Beispiel verlieren manche A. tumefaciens-Stimme
ihre Virulenz, wenn sie bei hoher Temperatur wachsen.
(bei 37°C)(Hamilton and Fall 1971). Zugleich geht
ihr TI-Plasmid verloren.(Kado 1975). Mit dem Plas-
mid verlieren die Bakterien folgende Eigenschaften:
a) die Fghigkeit zum Abbau von Octopin und/oder No-
palin,.
b) Fihigkeit zum AusschluB des Phagen AP1.
c) Empfindlichkeit fiir Agrocin 84.(Bomhof et al. 1976,
Schell 1975).
Solche avirulent gewordenen "Mutanten" des A. tume-
faclens konnen an Hand ihrer Resistenz gegen Agro-
cin 84 leicht identifiziert und isoliert werden.(Eng-
ler et al. 1975).
Auf der anderen Seite bedeutet die Ubertragung des

- Plasmids von virulenten Stdmmen auf avirulente Stimme
die Einflihrung der Virulenz und gleichzeitigen Gewinn
der genannten Eigenschaften.(N.Van Larebeke 1975, Kerr

1977) .




Versuche zur Ubertragung der Virulenz bzw. des Plas-
mids wurden sowohl in planta(Kerr 1969, Roberts and
Kerr 1974, Van Larebeke et al. 1975, Albinger und Bei-
derbeck 1977). als auch in vitro(Genetello et al. 1977,
Kerr 1977) nit Erfolg durchgefihrt. In vitro ist eine
Plesmidlibertragung auf drei verschiedene Weisen mdg-
lich:

1) Durch Konjugatidn zwischen einem Donor-Stamm, der
neben dem TI-Plasmid noch ein'Plasmid vom P-Typ (RP4)
besitzt, und einem avirulenten, rezipienten Stamm.
Unter Cotransfer wird das TI-Plasmid auf den Regzgipi-
enten Ubertragen.(Bomhof et al. 1976, P.J.J.Hooykaas
7979 )).

2) In Gegenwart hoher Konzentrationen von Octopin
findet direkte Konjugation zwischen Donor und Rezi-
pient statt.(Genetello et al. 1977, kerr et al. 1977).
3) Geréinigte Plasmid-DNS eines Donor-Stammes wird
zur Transformation des Rezipienten-Stammes verwendet.
(Schell et al. 1976).

Unter Bedingungen, die fiir eine Tumorinduktion gins-
tig sind, konnte ein Ubertritt von Radioaktivitit

aus A. tumefaciens, dessen DNS mit Hilfe von 5H--Td;R
radioaktiv gemacht worden war, in Scheiben von Dau-

cus carota festgestellt werden.(Yajko and Hegeman 1971)




16

Dazu wurden Teile der Plasmiden-DNS in Tumorzellen
wiedergefunden. Untersuchungen zeigten, daR ca. 20

© Daltons

Kopien einer LNS-Sequenz von ca. 3,7 X 10
in einer diploiden Tumorzelle‘vorhandeﬁ'sind; das
‘entspricht 0,0013 % der Tumor-DNS.(Nester et al. 1976)
Diese Befunde und die Tatsache, daB viele virulente

A, tumefaciens-~Stamme ein Ubertragbares Plasmid besit-
zen, unterstutzen sich gegenseitig und machen die An-
nghme sinnvoll, daB wihrend der Transformation einer
Normalzelle zur Tumorzelle eine Ubertragung des gene-

tischen Materials zwischen Agrobakterien und der Pflan-

-zenzelle in Richtung Pflanzenzelle erfolgt.

Alle diesen Kenntnisse Uber Agrobakterium gehen im
wesentlichen auf Untersuchungen aﬁ A. tumefaciens zu-
riick. Der nahe verwandte Haar—Wurzel(=Hai:y-Root)—Er-

reger A. rhizogenes blieb verh8ltnismdRig unerforscht.

A, Rhizogenes:

Als man in den USA an den Sté&mmen von Apfelbdumen auf
dem Wurzelhals lokalisierte, verholzte Anomalien, sog.
Hairy-Roots, bemerkte, glaubte man, auch diese Krank-
heit sei von A. tumefaciens verursacht. Nach Unter-
suchungen von Riker, Banfield, Wright, Keitt und Sa-

gen(1930) wurde klar, daB der Erreger dieser Krank-
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heit dem A. tumefaciens dhnlich aber nich® mit ihm -
identisch ist.(Riker 193%0). Sein erster Naﬁe war Phy-
tomonas rhizogenes. Heute wird er Agrobacterium rhi-
zogenes genannt. (Conn 1942).

Dieses Bakterium ist wie A. tumefaciens stdbchenfor-
mig, gram-negativ, aerob und nicht sdurefest. Es be-
wegt sich durch 1-2 GeiBeln, bildet eine Kapsel und
hat eine GroBe von 1,44 X 0,43 um.( Appel, O. und
H.Richter. 1956). ‘

Dés Bakterium verursacht langsam wachsende, reich-
lich bewurzelte Proliferationen an Rosazeen und an-
deren Pflanzen.(Riker et al.1930, Beiderbeck und Mil-
ler, 1974). Weitere Eigenschaften werden in anderen

Teilen meiner Arbeit erwdhnte.

-¢) PROBLEME DER ARBEIT:

A. rhizogenes 15834 hat wie A. tumefaciens ein Plas-~
mid. (Schell, J., Montagu van M. et al. 1976), und

es konnte deutlich gemacht werden, daB dieses Plasmid
auf einen avirulenten A. tumefaciens Ubertragbar ist
(Albinger und Beiderbeck 1977) und diesem die Fihig-
keit zur Wurzelinduktion vermittelt.

Es blieben aber folgende Fragen offen, die ich zu

erklaren versuchte:
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1) Ist an besonderemx Virulénz von A. rhizogenes nur dag
Plasmid beteiligt?

2) Liegen genetische Informationen zur Wurzelinduk-
tion nur auf dem Plasmid?; oder hat auch das Chromosom
.des A. rhizogenes einen EinfluBl auf diese Eigenschaft?.
%) Ist ein wurzelinduzierendes Bakterium in ein tu-
morindﬁzierendes Békterium zu verwandeln? Wie wir-

den biologische und biochemische Eigenschaften ei-

nes solchen Bakteriums aussehen®

Um diese Erégen zu erkliren, waren folgende experi-
menﬁellen Schritte zu tun:

1) Avirulente Mutanten von A. rhizogenes 15834 waren
zu erzielen;

2) Avirulente A. rhizogenes 15834 waren suf ihre bio-
logischeﬁ und biochemischen Eigenschaften hin zu unter-
sucheng

3) Plasmidiibertragungsversuche waren durchzufiihren
und dabei der avirulente A. rhizogenes 15834 als Re-
zipient zu verwenden;

4) Die Bedingungen waren zu ermitteln, die groBten
Gewinn von Transkonjuganten ermdglichen.

Jeder dieser Teilschritte war verbunden mit ausfihr-

lichen Virulenztests, die jeweils 4 Wochen dauern
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und das groBte Handicap fiir rasche Untersuchungen dar-

stellene.




MATERIAL UND METHODEN:

1) BAKTERIEN:

Folgende Bakterien-Stdmme wurden in unseren Versuchen

verwendet:

A. RHIZOGENES, STAMM 158%4:(Herkunft: J.A. Lippin-

cott, Evanston, USA), induziert nach Wundinfektion
Wurzelbildung an Bldttern und Sprossen von Kalanchoe
daigremontiana. Er wdchst in Ndhrbrihe (Lippincott and
Heberlein 1965)(NB) homogen, und einer Extinktion von
0,1 bei 660 nm im Spectronic 20( Bausch & Lomb.) ent-

spréchen 1,34 X 108

koloniebildender Bakterien.(Bei-
derbeck, 1972). Dieses Bakterium ist unempfindlich
flir den Agrobakterium-Phagen PS8.(Herkunft: G.T. He-
berlein, St. Luis, USA).

A. TUMEFACIENS, STAMM B6-806:(Herkunft: J.A.Lippin-

cott, Evanston, USA), induziert nach Wundinfektion
unorganisierte Tumoren an Kalanchoe daigremontiana.
In Nahrbrihe(NB) in Schiittelbadkultur wichst er klum-
pig, und einer Extinktion von 0,1 bei 660 nm entspre-—

chen ca. 2 X 108

koloniebildende Bskterien pro ml.
Phage PS8 ist virulent fur dieses Bakterium.

A. RADIOBACTER, STAMM 84:(Herkunft: A. Kerr, Glen

Osmond, Australia), avirulent, produziert Agrocin 84
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und ist unempfindlich fiir den Phagen PS8. Dieses

Bakterium widchst in NB klumpig.

2) MuDIEN:

a) NAHRBRUHE: (NB) (LIPPINCOTT UND HEBERLEIN 1965)

Dieses Medium ist ein Vollmedium und eignet sich als
ein gutes Medium fiir alle Agrobacteriun-Stémme, mit
denen ich experimentiert habe.

Zusammensetzung des Mediums: (g pro Liter)

Hefe-Extrakt(Difco) e 1,0 g
. Saccharose 5,0 8.
Beef-Extrakt(Difco) 2,0 g.
Bacto-Peptone : 5,0. g.

In manchen Versuchen habe ich dieses Medium 1:10 mit
destilliertem Wasser verdiinnt.(NB/10).

Wenn ich ein festes Medium herstellen wollte, habe
ich einem Liter Nghrbriihe(NB) 15 g. Agar zugesetzte.
Das Medium hat nach dem Autoklavieren einen pH-Wert
von pH= 6,9 ¥ 0,1 und ist ca. 1 Jahr haltbar.

Fir den Test zur Isolierung der Antibiotika-Resisten-—

ten Bakterien wurde dem NB/10 2 % Agar zugefiigt.
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b) BASALMEDIUM NACH STONIER: (1960)

Dieses vollsynthetische Medium erwies sichlfﬁr den
Agrocin-84 Test besonders nitzlich und wurde von mir
mit einigen Anderungen, wie von»Albinger(1976) vorge-
schlagen, Ubernommen. A. radiobacter 84 wichst zwar
'in diesem Medium nicht optimal, aber sein Wachstum
ist flr unseren Zweck zufriedenstellend gewesen.

Zusammensetzung des Mediums: ( in 1000 ml H2O dest.)

Cas0y, 0,1 8.
MgS0,, « 7 H50 0,2 g.
NaCl 0,2 g.
NH4NO5 2,7 8.
FeClBA 5,35 mg.
MnC12 A 0,1 ng.
\ Zn30,, - 0,6 nge
K-Citrat 10,0 g
Na~-Glutamat 2,0 g
NaH, PO, 0,3 ge
K HPO, 0,88 g.

Dieses Medium hat einen pH-Wert von pH= 6,9.

PUFFER-AGAR (Stonier 1960)

KH2PO4 6,8 g.

Agar 7,0 g
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Wenn dieser Puffer-Agar mehr als zweinpgl autoklaviert
wird, bekommt er eine mehr oder weniger briunliche
Farbe. Deshalb empfielt es sich nicht, diesen Puffer-
Agar in groRen Mengen herzustellen. Sein pH-Wert ist

pH= 7,00

c) BASATMEDTUM NACH KERR(1977):

Kerr hat dieses Medium zur in vitro Plasmid-Ubertra-
gung bei Agrobakterien verwendet. Ich habe in allen
meinen Versuchen dieses Medium als Grund-Medium fiir
Experimente zur Plasmid-Ubertragung genommen und
mit.verschiedenen Stoffen kombiniert. Dabeil wurden
‘diesem Medium jedesmal Vitamine(nach Lippincott -

1973) zugesetzt.

Zusammensetzung des Mediums: (in 1000 ml H50 Lsg.)

K2HPO4 10,5 g.
KH,PO, 4,5 g.
MgSO, . 7 H,0 0,2 8.
Ca012 10,0 ng.
FeSO4 5,0 ng.
MnCl, ' 2,0 mne.
Biotin 10,0 mg.
Calcium Pantothenat 10,0 mg.
Nicotinsdure 10,0 mng.

Glutamat 1,0 8e
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Als feétes Medium enthdlt es zusdtzlich 2 % Agar. Es
ist autoklavierbar und hat einen pH-Wert von pH= 7,0
+ 0,05,

In allen Versuchen, bei denen ich mit Flussigmedium
arbeitete, wurde ohne Begasung des Mediums gearbeitet.
Sowohl die Anreicherung der einzelnen Bakterien-Stdmme
in verschiedenen Flissigmedien gls auch die Bebri-
tung der verschiedenen Bakterien-Gemische in flissi-
gen lMedien unterschiedlicher Zusammensetzung wurden

entweder im Schittelbad oder stehend im Brutschrank

durchgefthrt.
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%) TESTS:

Folgende Tests wurden zur Identifizierung der Bakteri-
en-Stémme verwendet:

a) PRODUKTION VON KETOLACTOSE: (BERNAERTS UND DE LEY
1967)

Liegt Lactose in einem Medium als Haupt-Kohlenstoff-

Quelle vor, kann sie von verschiedenen Stdmmen der Art
A. tumefaciens metabolisiert werden. Dabei wird die
Hydroxyl-Gruppe am CB-Atom des Glucoseanteils zur
Carbonyl-Gruppe oxydiert.(Albinger 1976). Andere Ag-
robakteriumsstidmme sind zu dieser Umwandlung nicht

in der Lage.

Bei Durchfiihrung dieses Tests habe ich zu priifende
Bakterien entweder mit Impfdse oder mit Impfnadel
zentral auf Test-Agar aufgetragen. Nach zwei bis drei
tégigem Wachstum 188t sich priifen, ob Ketolactose ge-
bildet worden ist oder nicht. Flir diesen Nachweis
verwendet man Benedictsr-Reagens, von dem 15-20 ml auf
Test-Agar gegossen wird. Wurde durch einen Stamm Keto-
lactose gebildet, zeigt sich dann nach ungefidhr 30 min
eine durch Kupfer-I-Oxyd (Cu20) gelb gefirbte Zone

um die Brutstelle, die zuerst 3-5 mm breit ist und

sich mit der Zeit(z.B. in 1,5 Std.) ausbreitet.
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Test~Agar zur Bebritung der Bakterien:

Lactose 10 g.
Hefe-Extrakt(Difco) 1 g
Agar 20 g
H2O dem. - 1000 ml,

pH-Wert dieses Mediums ist pH= 6,8. Das Medium ist
autoklavierbar.

BENEDICTS~REAGENS:

Es werden;

O

1) 17,3 g. Cus0, . 5 H50 in 150 ml H,
2) 100 g. N32005 und 173 g. Na-Citrat in 700 ml H,0

| getrennt geldst. Dann werden beide Losungen vermischt

und mit HQO auf 1000 ml aufgeflillt. Das Reagens ist

flir ldngere Zeit haltbar.

b) LACKMUSMITCH REAKTION: (LIPPINCOTT UND LIPPINCOTT
1969)

Lackmusmilch ist ein Komplexmedium, das aus natiir-

lichen und kiinstlichen Stoffen zusammengesetztlist,
In diesem Medium wachsen alle Bakterien-Stimme und
rufen nach bestimmter Inkubationszeit je nach Bak-
terien-Stamm unterschiedliche Farbreaktionen und an-

dere Reaktionen in Testgefzfen hervor.(Nach 3% Wochen).
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Die Lackmusmilch(Difco-Bacto-Litmusmilk, dehydrated)
wird in Reagenzgléser gefillt(10 ml in je Glas), und
autoklaviert. Von zu testenden Bakterien werden aus
einer zwel Tage alteh Kultur-Suspension 0,2 ml in die
Lackmusmilch gegeben. Man 18Rt dann die Reagenzgliser
im Brutschrank bei 2700 stehen. Die Farbzonen und an-

dere Merkmale werden nach 3 Wochen registriert.

¢) WACHSTUM BEI 35°C:

0,1 ml Bakterien aus einer zwei Tage alten kultur-

- Suspension werden zu 20-30 ml flussigem NB-Medium
gegeben und im Schuttelbad beil 5500 inkubiert. Nach
bestimmten Zeitabstinden werden Jjeweils 4 ml Probe ent-

nommen und Extinktion bei 660 nm gemessen.

d) OCTOPINABBAU TEST:(LIPPINCOTT AND BEIDERBECK 1973)

Da A. rhizogenes 15834 Vitamin-Zusatz braucht(Lippin-
cott und Beiderbeck 1973), habe ich den Octopinabbau
aller verwendeten Stédmme in einem mit Vitaminen er-—
gianzten Medium 'S' (Monod 1946) getestef. ks wurden
0,1 ml einer zwel Tage alten Bakterien-Kultursuspen-
sion mit 5 ml M+V+0O (Monod's 'S' Medium + Vitamine

+ Octopin) versehen und im Schiittelbad bei mdglichst

groBer Medienoberflidche geschittelt. Nach vier Tagen
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Wachstum wurde der Inhalt der Reagenzglidser abzentri-
fugiert, die Uberstinde in saubere Gldser geflillt.
Auf 1 ml Uberstand wird 1 ml 4 % ige NaOH aufgefillt,
beide gut gemischt und dann mit 1 ml Diacetyl-Reagens
vermischt.(Diacetyl-Reagens= 3 % -Naphtol und 0,015
% Diacetyl in 60 % igem n-Propanol). Bei Gegenwart
von Octopin (bzw. freier Guanidin-Gruppen) entsteht
in 320 min eine rote Farbe und bleibt 2-3 Std. ohne
jede Farbadnderung. Die Farb-Extinktion wurde bei 530
nm im Photometer gemessene

MONOD 'S "S" MEDIUM: (in 1000 ml HgO deste.)

KH2PO4 2,45 .
Na HPO,, | 2,55 g.
NH, 01 : 1,0 ge
CaCl, ‘ 0,01 g
Mg80, - 7 HéO 0,71 g.
FeSO4 ‘ 0,5 mge
Glucose 2,0 8.
Octopin 0,05 .

Im Original enth&lt das Medium kein Octopin, hat ei-
nen pH-Wert von pH= 6,9. Zu diesem Medium angesetzte
Vitamine sind bei'Basalmedium nach Kerr' angegeben.

Das Medium ist autoklavierbar.(s.S.23 )
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e) AUSBREITUNG DER BAKTERIEN AUF WEICHAGAR: (BEIDER-

-

BECK 1979)

In einem verdinnten, ndhrstoffarmen wund sehr weichen
Agar-lMedium breiten sich Agiobakterien chemotaktisch
je nach Stamm mit unterschiedlicher Wanderungsgeschwin-
digkeit.aus. Manche Stédmme legen in 24 Std. mehrere
Zentimeter zurick, wdhrend manche sich nicht von der
Stelle rihren.(Beiderbeck, 1979).

Diesen Test habe ich in den Versuchen verwendet, in
denen ichj;

a) Agrocin 84-resistente Kolonien von A. rhizogenes
15834, -

b) Transkonjuganten nach Ubertragung der Virulenz

auf A. rhizogenes

zu identifizieren versuchte.

Da A. rhizogenes 15834 Vitamin-Zusatz braucht(Beider-
beck,1979), habe ich Monod's 'S' Medium ohne Gluko-

se aber mit Vitamin-Zusatz hergestellt und 1:20 mit

‘dest. H20 verdinnt. Dem Medium wurden spdter 20 mg

Glucose und 0,17 % Agar zugesetzt. Von einer flissi-
gen Kultur-Suspesion Jjeweiliger Bakterien-Art wurde
ein kleiner Tropfen auf die Mitte der Weichagarplat-
te getropft.(0,5-1 cm ¥). Die Petrischalen wurden

in den Brutschrank gestellt und bebriitet. In be-
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stimmten Zeitabstinden Wurden die Durchmesser der

bakteriendurchsetzten Zonen gemessen.

) SIMMON'S CITRAT TEST: (SIMMONS 1926)

Citrat wirdFVon vielen Bakferien—Stémme verwertet.
Dabei erfolgt eine Anderung des pH-Wertes des Medi-
ums. Diése inderung kann z.B. mit Hilfe von Brom-
thymolblau(BTB) sichtbar gemacht werden. Bromthymol-
blau hat bei pH-Werten bis pH= 6,0 eine gelbe -, ab
pH= 7,6 eine blaue und zwischen diesen pH-Werten eil-
ne griinliche Farbe.(E.T.Cetin, 1968).

Bakterien wurden entweder mit der Impfdse aus Flis-
sigkultur oder mit der Impfnadel von Festkultur auf
das Medium. aufgetragen. Nach zwel Tagen zeigte sich

dann Gelb-, bzw. Blaufarbumschlag des BTB.

Zusammensetzung des Mediums: (in 1000 ml H50 dest.)

Hefe-Extrakt(Difco) 0,0005 %

NaCl 5,0 g.
MgSO, . 7 H,0 0,2 g.
(NE, JE,PO, 1,0 g-
K HPO, 1,0 . g.
Na-Citrat : 2,0 8.

Agar 20,0 g.
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Zu 1 lLiter Medium werden 10 ml einer 1,5 % igen Al-
kohol-BTB-Losung zugesetzt. Der pH-Wert des Mediums
betrdgt pH= 6,8 ; die nach der BTB-Zugabe entstehen-—
de larbe ist olivgrﬁn. Danach wird das Medium autok-
laviert und in Petrischalen gegossen. Eine Aufbewah-

rung des Mediums Uber lidngere Zeit empfielt sich nicht.
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g) EMPFINLICHKEIT FUR AGROCIN 84:(Nach Stonier 1960).

Agrocin 84 ist ein ungewdhnliches Antibiotikum, das
von A. radiobacter 84 produziert wird und auf viele
pathogene Agrobakterien selektiv wirksam ist.(Kerr,
A. 1980, Roberts,W.P., Tate,M.E. 1977). Es ist ein
6-N-Phosphoramidat eines Adenin-Nucleotids und ge-
hért zu den sog. Nucleotid-Bacteriocinen.(Kerr,A.
1980). Gereinigtes Agrocin 84 enthilt Adenine, Phos-
phor, 3"- deoxy- D- Arabinose und D-Glucose im Mole-

kularverhiltnis von 1:2:1:1. (Roberts, W.P. et al 1977).

0
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Bei avirulenten Agrobakterien zeigt dieses aAntibioti-
kum in der Regel .keine Wirkung.

Mit Hilfe von Agrocin 84 erzielt man bei vielen viru-
lenten A. tumefaciens-StiZmmen sehr einfach die Isolie-
rung von avirulenten Mutanten aus einer Bakterienpo-
pulation. (Engler et al. 1975). Bei Durchfilhrung die-

ses Tests mit A. rhizogenes 15834 habe ich wegen
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schlechten Wachstums dieses Stammes auf dem Basal-
medium nach Stonier(1960) keine guten Resultate be-
kommen kodnnen. Auf diesem Medium 1ldaBt sich der Test
mit A. tumefaciens Stamm C58 einwandfrei durchfih-
ren, und es lassen sich avirulente Kolonien isolie=-
ren. (Engler et al. 1975). SchlieBlich habe ich da-
rauf verzichtet, dieses Medium als Bebritungsmedium
fir den eigentlichen Test.zu verwenden und stattdes-
sen NB + 1 % Agar genommen. Die zugrundeliegende Tech-
nik des Versuches blieb aber wie bei Stonier 1960

beschrieben.(s.5.22 ).

h) VIRULENZ-TEST AN KATANCHOL DATIGREMONTIANA:

Dieser Test wurde mit einem Impfigel an Blattern von K.-
daigremontiana durchgefihrt. Dabei wurden Bakteri-

*ensuspensibnen auf die verwundeten Blatter aufge-
tragen. (Beiderbeck 1970). In sﬁéteren Versuchen wur-—
den die Bakterien mit Hilfe eines Zahnstochers vom
fesﬁem Medium direkt auf die durch gleichzeitige
Verwundung entstandene Wunde aufgetragen. lach vier
Wochen wurde die Zahl der auf den Blattern entstan-
denen Tumoren bzw. Wurzeln registriert. Bel einer
Infektion von K. daigremontiana mit A. tumefaciens
Stamm B6-806 braucht man nicht ldnger als drei Wochen
zu warten, weil das endglltige Tumorverhdltnis in

dieser Zeit deutlich wird. Bei Infektion mit
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A. rhizogenes 15834 darf das “endgiltige Ergebnis
erst nach vier Wochen regftriert werden, da die Wur-
zelanlagen und Wurzeln vom 19-25 Tag nach der Infek-

tion grdBer und zahlreicher werden.(Beiderbeck 1974).

Durch A. rhizogenes 15834 hervorgerufene Wurzelin-
duktion an einem Kalanchoe-Blatt und -Spross.

( 6 Wochen alt)

i) PHAGEN TEST MIT PHAGE PS8:

Der DNS-Phage PS8 ist virulent filir verschiedene Deri-
vate des Stammes B6 von A. tumefaciens.(Beiderbeck,-
1977). Der Stamm B6-806 ist gegen diesen Phagen emp-
findlich, A. rhizogenes 15834 dagegen nicht.

Ich habe diesen Phagen verwendet, um beide Stimme von-




einander zu unterscheiden. Der Test wurde nach der
Methode von Adams(1959) durchgefiihrt. Dabei werden
Phagen in einem ginstigen Titer mit zu prifender
Bakteriensuspension in Weichagar(0,7 % Agar) gemischt
und auf ein festeres Medium(1;5 % Agar) plattiert.
‘Nach zwel Tagenlnkubation vei 27°C sind die Plaques
mit A. tumefaciens B6-806 auf dem Medium zu sehen.

A. rhizogenes 15834 wdchst innerhalb dieser Zeit gut

und ohne Plaques, weil dieser Stamm gegen Phagen PS8

Durch Phagen PS8 erzeugte PlaQues auf der Platte

 mit A. tumefaciens B6-806.(2. Tag).

Der Phgae PS8 158t sich in hlu551gmed1um(NB) gemlscht
mit A. tumefaciens B6-806 iber Nacht in hohem Titer

erhalten. (etwa 108- 4O9Phagenpartikel pro ml).
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k) WACHSTUM AUF 1000 ug/ml STREPTOMYCIN UND 3 ug/ml

GENTAMYCIN:

~Dieser Test wurde zur Vorbereitung der Konjugations-
versuche verwendet. Zundchst wurden die sakterien, un-
ter denen ich die antibiotika~resistente Mutante aus-
findig machen wollte, auf ein Medium(NB/10 mit 2 % Agar)
mit 1000 ug/ml Streptomycin plattiert. Resistente Ko-
lonien wurden isoliert, auf Virulenz gepriift und wie-
derum auf NB/10(mit‘2 % Agar) mit 3 ug/ml Gentamycin
plattiert. Die hier gewonnenen resistenten Kolonien
erwiesen sich dann bei gleichzeitiger Gegenwart bei-
der Antibiotika als resistent. In Gegenwart diéser
Antibiotika sind die Kolonien resistenter Bakterien

erst nach drei Tage auszuwshlen.

Empfindlichkeit von A. rhizogenes 15834 gegen
1000 ug/ml Streptomycin und 3 ug/ml Gentamycin.

- S= Streptomycin, P= Gentamycin.
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Resistenz von

tamycine

Empfindlichkeit von A. tumefaciens B6-806 gegen

Streptomycin und Gentamycin,
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4) SPEZIELLE METHODEN:

a) KULTIVIERUNG DER BAKTERIEN IN GEGENWART VON ACRI-

DINORANGE BZW, ACRIFLAVIN:

Acridine sind rarbstoffe, die bei der Nucleinsiure-
Farbung verwendet werden.(E. Jawetz, J.L. Melnick und
E.A. Adelberg 1977). Sie verursachen aber bei ent-
sprechenden Konzentrationen Mutationen, die oft zum
Verlust der F-Faktdren in der Zelle (z.B. von E. coli)

flihren. (Hirota, Y. 1960).
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Ich woiif; aus diesem Grund mit zweil Acfidiﬁen, nim—
lich mit Acridinorange und Acriflavin experimentieren,
um eine Plasmid-Eliminierung bei A. rhizogenes 15834

zu erzielen.
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Acridinorange wurde zuerst in dest. H20 in einer KXon-
zentration von 500 ug/ml geldst und autoklaviert. Die=-
se Stammldsung ist im Dunkeln eine Woche lang halt-
‘bar.(Hirota 1960).

In lest-kolben(100 ml) wurden 25 ml Nihrbrihe(NB) ge-
fiillt, unterschiedliche lengen von AO.(Acridinorange)
zugegeben und vermischt.(Verdlinnungsreihe). Jeder Stu-
fe dieser Verdinnungsreihe wurden 0,2 ml einer 48 h.
alten NB-Kultur von A. rhizogenes 15834 zugegeben. An-
schlieBend wurden die Kolben im Schiittelbad bei 28°C
inkubierf. pH-Wert des Mediums wurde von pH= 7,4-8
variiert;

Verdiunnungsreihe mit AO.

O- 0 ug/ml Acridinorange.(Kontrolle)
1- 1 ug/ml "
2= 3 ug/ml i
3~ 5 ug/ml .
4 10 ug/ml i
5= 15 ug/ml .
6- 20 ug/ml "
7= 25 ug/ml 8

Mit einer Probe bei 25 ug/ml AO.-Konzentration wur-

de die Ausgangstribung (OD660) des Mediums(mit Bak-

terien) bei 660 nm gemessen.
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Diesen Versuch habe ich einmgl mit variierten pH-
Werten von pH= 7,4-8 und fiunfmal bei pH= 7,6 durch-
gefihrt. Nach 48 stiindiger Inkubation im Schiittel-

bad wurde die Suspensionsdichte jeder Suspension bei
660 nm gemessen und die Bakterien anschlieBend bei
4000 U/min 30 min abzentrifugiert. Die Uberstinde
wurden verworfen, dié Bakterien mit TrisrPuffer(0,00ZB

M Tris, 107

M MgSO,, pH=8) auf eine Extinktion von 0,
verdinnt und auf Virulenz an je drei Kalanchoe-Pflan-
zen geprift. |

Anslog wurde mit Acriflavin verfahren. Da Acriflavin
auf Bakterien toxischer wirkt, habe ich mit Acrifla-
vin-Konzentrationen von 0-10 ug/ml gearbeitet.(Hiro-
ta 1960). Bakterien wurden vier Tage lang bei 28°¢C
inkubiert dann aus‘jeder Konzentration 0,1 ml auf

NB + Agar plattiert, fiir drei Tage bei 27°C im Brut-
schrank inkubiert. AnschlieRend wurden unter den le-
benden Kolonien bis 97 Kolonien/Ansatz ausgewshlt

und erneut auf NB + Agar ausgestrichen. AuRerdem
wurden die Bakterien an Kalanchoe auf ihre Virulenz

geprifte.
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b) KULTIVIERUNG DER MIT UV BEHANDELTEN BAKTERIEN IN

TBGENWART VON ACRIDINORANGE BZW., ACRIFLAVIN:

Wenn Shigella-Bakterien vor einer Acridin-Behandlung
mit UV bestrahlt werden, wird die Zahl der Bakterien,
deren Plasmide durch Acridine eliminiert werden, er-
hoht. (Watanabe, T. 1961). Ich habe diese Methode
auch mit A. rhizogenes 15834 ausprobiert. 5 ml einer
Bakteriensuspension, die 1,7 X 109 Bakterien pro ml
enthalt, wurdenunter stidndigem Rihren aus einer Ent-
fernung von 20 cm-10 Sekunden lang mit UV bestrahlt.
Nach dieser Bestrahlung bleiben bei A. tumefaciens
Stamm B6 10 % der Bakterien am Leben.(Beiderbeck
pers. Mittlg. ). Im AnschluB an die Bestrahlung wurden
Bekteriensuspensionen im Dunkeln bei 2700 vier Stun-—
den inkubiert.und dann mit Acridinorange-,bzw. Acri-
flavinlésungen(0—10 ug/ml) in flissigem NB-Medium
inkubiert.(bei pH= 7,6).

Nach finf-tdgiger Inkubation wurden;

a) von den Kultursuspensionen nit 4 ug/ml Acrifla-
vin, 5 ug/ml Acriflavin, 10 ug/ml Acriflavin und

10 ug/ml Acridinorange jeweils 0,1 ml direkt auf NB-
mit 1,5 % Agar plattiert.

b) die lUbrigen Bakterienkulturen nach 105—facher

Verdinnung auf NB + Agar plattiert.
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Nach zwel Tagen war auf den Petrischalen mit in 10 ug/ml
AO. und in 10 ug/ml Acriflavin behandelten Bakterien
keine Kolonienbildung zu sehen, wdhrend auf anderen
Platten gutes Wachstum mit vielen Kolonien zustande
gekommen war.

Von Jjeder Platte wurden 110 Kolonien (von der mit 4 ug/ml
Acriflavin nur zweil Kolonien) ausgewshlt und wiederum
auf NB + Agar aufgetragen. Am zweiten Tag wurden die
'Pflanzen mit diesen Kolonien infiziert. Gleichzeitig
wurden Baktérien aus diesen Kolonien in Monod's 'S
Medium + Vitamine + Octopin geimpft und auf ihre Fi-

higkeit zum Octopinabbau geprift.

¢) VERSUCHE ZUR ELIMINIERUNG DES PLASMIDS VON A. REI-

ZOGENES 15824 DURCH KULTIVIERUNG DER BAKTERIEN IN GE-

GENWART VON ETHIDIUMBROMID:

Slonimski, P.P.(1968) hat gezeigt, daB bei Hefen durch
Interkalieren von EBr.(Ethidiumbromid) zwischen die
Basen der Mitochondrien-DNS Organellmutationen be-
wirk werden. Dieser Farbstoff #ndert die Superhelix-
struktur der DLNS und verursacht damit in ihrer Funk-
tion gestdrte Mitochondrien-DNS und in der Folge Mu-
tanten der Hefe, die nicht mehr die urspriingliche

Wachstumsrate zeigen. Dariiberhinaus wurde nachgewie-
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sen, daB diese Wirkung von EBr. mit der von Acridine
identisch und sogar groBRer als die von Acridinen ist.
(Slonimski 1969). Spidter haben Bor-Chian und C.I.Kado
(1977) nachgewiesen, daB durch die Kultivierung von
virulenten A. tumefaciens Stamm C58 in Gegenwart von
EBr. avirulente Mutanten in einer Bakterienpopulati-
on produziert werden konnen.

Ich habe die Wirkung dieses Farbstoffs auf die Virulenz
von A. rhizogenes 15834 geprift.

Ausgehend von einer 1/10 nM EBr.-Lésung in dest. HgO

- wurde unter sterilen Bedingungen eine Verdunnungsrei-
he mit steriler NB hergestellt.(0-1 uM EBr.). Die so
entstandenen Medien (je 20 ml) wurden dann mit 0,2 ml
einer 48 h ~Kultur von A. rhizogenes 15834 inokuliert,
(Ausgangskonz. 107 Bakt./ml), und 48 Std. im Schiittel-
bad bei 28°C bebriitet.. AnschlieBend wurden die Kultur-
suspensionen bei 4000 U/min abzentrifugiert, die Bak-
terien mit Tris-Puffer (00,0025 M Tris, 10_4 M MgSO4
und pH= 8) suspendiert und mit diesen Ssupensionen
der Test auf Virulenz an Kalanchoe-Pflanzen(Igel-Test)
durchgefiihrt. Die Experimente wurden mit hoheren EBr.-
Konzentrationen (0-100 uM EBr.) und lé&ngerer Inkuba-
tionszeit wiederholt und erweitert.

AuRerdem wurde der Versuch mit sehr geringer Ausgangs-
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konzentration von Bakterien (100 Bakt./ml) wiederholt.
Ein Teil der Bakterien wurde nach 3- bzw. 6-tigiger
Inkubation mit EBr. auf NB + Agar plattiert. Nachden
auf dem NB + Agar Kolonien gewachsen waren, wurden
von Jeder Platte bis zu 16 Kolonien zuf8llig ausge-

wghlt und auf ihre Virulenz an Kalanchoe geprift.

d) VERSUCHE ZUR SELEKTION VON AVIRULENTEMUTANTEN VON

A. RHIZOGENES 158%4 AUF GRUND IHRER RESISTENZ GEGEN

AGROCIN 84 AUS A. RADIOBACTER 84:

- Agrocin 84 ist ein Nucleotid-Antibiotikum, das vom

avirulenten, saprophyten A. fadiobacter 84 produ-

ziert wird. Viele virulenten Stdmme von A. tumefaci-

ens sind flr diese Substanz empfindlich und diese Empfind-
lichkeit ist auf dem gleichen Plasmid lokalisiert wie die
Virulenz. (Engler et al. 1975, Kerr,A. 1975, Kerr and

Htai 1974, Roberts and Kerr 1974). Isoliert man aus

einer Population von A. tumefaciens Stamm C58 Resis—
tente gegen dieses Antibiotikum, so sind alle aviru-
lent.(Engler et al. 1975). Verlust des Plasmids hat

dabel Virulenz und Agrocin-Empfindlichkeit verschwin-

den lassen. Daher bietet dieses Antibiotikum ein
schnelles Verfahren, avirulente Mutanten einer A. tu-

mefaciens Stamm C58-Population zu isolieren.




Albinger(1976) hat gezeigt, daB das nahe verwandte
A. rhizogenes flir Agrocin 84 empfindlich ist. Auf
der Suche nach avirulenten Mutanten des A. rhizoge-
nes 15834 habe ich daher nach Agrocinreéistenten ge—~
sucht. Erste Versuche haben gezeigt, dal A. rhizogenes
15834 auf dem Basalmedium(mit 2 % Agar) nach Stonier
1960 nur sehr langsam wichst und eine exakte Durch-
fihrung des Ublichen Tests flir A. rhizogenes 15834
nicht moglich ist. Nach Prifung verschiedener Medi-
en habe ich schlieflich anstatt Basalmedium nach
Stonier NB + Agar verwendet und bei gleich geblie-

benen Bedingungen gute Resultate erzielt.

Durchfihrung des Tests:

Von einer gut gewachsenen 48 h -NB-Kultur von A. ra. -
diobacter 84(K84) wird 0,1 ml Bakteriensuspension in
einen Kolben mit 30 ml Basalmedium nach Stonler gege-
ben und die Bakterien in diesem Medium fur 48 h beil
28°C im Schiittelbad bebriitet. Dann werden 2 ml der

A. radiobacter 84~Suspension in einem Reagenzglas

mit 4 ml Basalmedium(enthilt 0,9 % Agar) bei 35-40°C
gemischt, mit einer Pipette auf die Mitte von NB + -
Agar Platten getropft. Die mit Tropfen versehenen
Platten werden drei Tage bel Zimmertemperatur gehal-

ten. Zugleich werden 0,1 ml einer zu testenden Bak-
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terienkultur(hier A. rhizogenes 15834) mit 10 ml Ba-
salmedium nach Stonier bel Zimmertemperatur inkubiert
und so fir den Test auf Agrocinempfindlichkeit sensi-
bilisiexrt.

Nach drei Tagen werden die Platten mit den A. radio-
bacter 84-Tropfen fir 20 min mit Chloroform bedampft
indem die Platten mit der Agarschicht nach unten

Uber eine Glaspetrischale mit Chloroform gelegt werden.
S0 werden auf der agaroberflidche befindliche Bakterien
abgetéﬁet. Dann werden die Agar—P@atten ohne Deckel
zur vollstandigen Entfernung des Chloroforms 20-30

min auf dem Steriltisch begast. inschlieBend wer-

den 2,5 ml sensibilisierte Bakterien mit 2,5 ml Puf-
fer-agar(enthdlt 7 % Ager)(pH=7,0) bei 35-40°C im Re-
agenzglas gemischt und auf die mit Chloroform behandel-
ten Platten‘gegosseﬁ. Nach Erstarrung des Agars wer-
den Platten bei 27OC drei Tage inkubiert. Aus den
durch Agrocin 84 bedingten Hemmhdfen des Bakterien-—
wachstums (A. rhizogenes 15834 ) lassen sich nach wei=-
terer Inkubation(3 Tage) bei 2700 agrocin-resistente
Kolonien leicht isolieren und auf ihre Virulenz prii-
fen.

Ich habe dieses Verfahren der Isolierung agrocin-re-

sistenter Kolonien von A. rhizogenes 15834 dreimal
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angewandt und unter agrocin-resistenten Kolonien 160
ausgewdhlt und sie auf ihre Virulenz getestet. Dari-
berhinaus wurde der Test auf Agrocinempfindlichkeit
(Hemmhofbildung) zur Charakterisierung von Bakterien-

stimmen verwendet.(s5.5.32 )

e) VERSUCHE ZUR UBERTRAGUNG DER VIRULENZ VON A, TU-

MEFACIENS AUF A. RHIZOGENES DURCH KONJUGATION AUF

FESTEM MEDIUM:

2C03, ein avirulenter, antibiotika-resistenter Abkomm-
ling von A. rhizogenes 15834 wurde als Rezipient,

A, tumefaciens Stamm B6-806 wurde als Donor verwendet.
Beide Stamme wurden zuerst getrennt von einander 48 h
lang in NB/10 bei 28°C im Schiittelbad kultiviert.

Dann wurden sie abzentrifugiert und mit 5 ml Hzo auf-
genommen. Die Extinktionswerte bei 660 nm wurden ge-
messen, und die Bakterienzahl pro ml wurde eingestellt.
108 Donorbakterien bzw. 407 Rezipientbakterien‘wurden
in 10 ml H,O0 vermischt, auf Bakterienfilter(Sartorius,
Porengrdfe 0,15 um) filtriert und die Filter auf Plat-
ten mit einem synthetischen Medium (nach Kerr 1977)
mit 2 % Agar, 2 g/l Octopin und Vitaminen(Lippincott
et al. 1973) fiir 7 Tage bei 27°C inkubiert.

Zur Isolierung der moglichen Transkonjuganten habe
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ich das Donor-Rezipienten-Gemisch auf den Filtern
nach 7-tdgiger Inkubation in 4 ml H20 resuspendiert,
10%-fach verdinnt und auf Selekbtivagar(NB/10 mit 2 %
Agar, 1000 ug/ml Streptomycin und 3 ug/ml Gentamycin)
plattiert. Resistente Kolonien wurden isoliert und
auf ihre Virulenz geprift.

Alle virulenten Kolonien wurden den Tests auf Keto-
lactoseproduktion und Citratverwertung(s.o.) unter-
worfen. Unter den virulenten Kolonien wurden 31 zu-
fdllig gewiZhlte Kolonien mit allen weiteren beschrie-
benen Tests charskterisiert.

Spater wurde dieser Versuch modifiziert und als
Transkonjugationsmedien folgende Medienkombinatio-
~nen verwendet:

1) BM + V mit 2 % Agar, ohne Zusatz von Octopin.

2) NB/10 + 2 g/1 Octopin mit 2 % Agar.

3) BM + V + 2 % Agar, Octopin ersetzt durch Octopin-
bausteine(Arginin, Pyruvat) oder Octopinverwandte

Substanzen(Agmatin, Carnosin).

f) DURCHFUHRUNG DES EXPERIMENTS IN FLUSSIGEM MEDIUM:

Das Experiment zur Virulenzibertragung von A. tume-
- faciens auf A. rhizogenes auf festem Substrat konnte

zwar mit Erfolg durchgefiihrt werden, aber wihrend der Fil-
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tration und Resuspendierung der Bakteriengemische
besteht immer wieder Gefahr der Kontamination. Des-
halb habe ich versucht, erstmals Transkonjugationsex-
perimente an Agrobskterien im flissigen Medium durch-
zufihren. Bei solchen Experimenten konnen Filtration
der Bakterien, Inkubation der Bakteriengemische auf
Filtern und Resuspendierung der Bakterien.unterblei-
ben. Erfahrungen mit E. coli zur Ubertragung des
F-Faktors durch Konjugation in fliussigen Medien deu-~
teten an, daB diese Moglichkeit auch fur A. rhizoge-
nes realisierbar sein konnte.(U. Winkler, W. Riger,
W. Wackernagel. 1972).
Donor- und Rezipientenbakterien wurden getrennt von
einander in NB/10 bei 28°¢ gezlichtet, ihre Titer pro
ml ermittelt und in Transkonjugatibnsmedium gegeben.
(jeweils 4-5 ml Medium mit zu testenden Substanzen
oder in Kombinationen mit Octopin).

2 Rezipienten-Donor-Verhdltnisse wurden verwendet:

1:10 - 107,Zellen von 3Co3(Rezipient) mit
108 Zellen von B6-806(Donor)

1:1 - 108 Zellen von 3Co3%(Rezipient) mit
108 Zellen von B6-806(Donor).

Nach 7-1i -tigiger Inkubation bei 27°C ohne Beliif-
ung wurden die Bakteriengemische 105~fach verdunnt

(selten auch unverdiinnt) und auf Selektivagar(NB/10
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mit 1000 ug/ml Streptomycin, 3 ug/ml Gentamycin und

2 % Agar) plattiert. Nach drei Tagen Inkubation bei
2700 wurden zufallsgemdRB Kolonien isoliert und cha-
rakterisiert. Bei diesen Versuchen habe ich die Kolo-
nien, bzw. die Bakterienstiémme durch folgende Tests
identifiziert:

a) Verwertung von Citrat in Gegenwart von 0,0005 %
Hefe-Extrakt.

b) Produktion von Ketolactose.

¢) Virulenz an Blittern und Sprossenvon Kalanchoe
daigremontianég(Tumorbildung)

Bei zwei Kombinationeh der verwendeten Transkonjuga-
tionsmedien konnte ich keine Antibiotika-Resistente
auf dem Selektivagar isolieren. Hier wurde lethale
Wechselwirkung zwischen Bakterienstdmmen unter Trans-—
konjugationsbedingungen angenommen. (S.U. )

TRANSKONJUGATIONSMEDIEN :

Bei allen Transkonjugationsversuchen wurden Medien
folgender Zusammensetzungen verwendet:

a) Basalmedium(BM) nach Kerr(1977) mit Vitamingusatz
(V)(TLippincott 1973)

b) BM + V + 2 g/1 Octopin.

¢) BM + V + 2 g/1 Arginin.

d) BM + V + 2 g/1 Agnmatin.




e) BM
f£) BM
g) BM
h) BM
i) BM
J) BM
k) BM
1) BM
m) BM
n) BM
Q) BM
p) BM
r) BM

-+

+

S A B B T B

Y
v

-+

-+

2 g/l Carnosin.
2 g/1 Pyruvat.

2 g/1 Octopin +
2 g/1 Octopin +
2 g/1 Octopin +
2 g/1 Octopin +
2 g/l Octopin +
500 mg/1l Octopin
100 mg/1l Octopin
50 mg/1l Octopin
10 mg/1l Octopin
1 g/1 Octopin.
0,5 g/1 Cctopin.
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2 g/1 Arginin.
1 g/l Arginin.
2 g/1 Agmatin.
2 g/1 Carnosin.
2 g/1 Pyruvat.
+ 2 g/1 Pyruvate.
+ 2 g/l Pyruvat.
+ 2 g/1 Pyruvat.
+ 2 g/1 Pyruvat.

Flir feste Medien wurdendem jeweiligen Medium 20 g/1

Agar zugesetzt.

g) EINFLUB DER TEMPERATUR AUF TRANSKONJUGATION:

Zur Feststellung der flr Transkonjugationsexperimente

geeignetsten Temperatur wurde der Versuch mit aviru-

lentem antibiotika-~resistenten A. rhizogenes 3Co03

(als Rezipient) und A. tumefaciens Stamm B6-806 (als

Donor) im flissigen BM + V + 2 g/l Octopin durchge-

fihrt. Bakteriengemische wurden wihrend der Transkonju-

gation beil 20°C und bei 32°C inkubiert.(Als Kontrolle

auch beil 2700). Transkonjuganten wurden wie ublich
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isoliert und charakterisierte.

h) PRUFUNG AUF ANTIBIOTISCHE WIRKUNG EINES BAKTERIEN-

STAMMES AUF EINEN ANDEREN:

Nach Inkubation von Donorstamm B6-806 und Rezipient
3C03 in Medien mit 2 g/l Octopin + 2 g/l Arginin und
mit 2 g/l Agmatin konnten keine lebenden antibiotika-
resistenten Bakterien{3005) wiedergefunden werden.
Eine eventuelle antibiotische Wirkung von B6-806 auf
3C0% wurde folgendermaRen gepruft:

"~ A. btumefaciens Stamm B6-806 allein wurde in diesen
zwei Medienkombinationen bei 28°C vier Tage im
Schittelbad kultiviert. Kultursuspensionen wurden dann
abzentrifugiert und die Uberstinde auf Filter(Poren-
groRe 0,15 um) filtriert. Paplerschelbchen(o 5 cm ©)
wurden mit dlesen Flissigkeiten getrinkt und auf
Amit hoher Zellkonzentrationen von 3Co3 versehenen
NB + Agar-Platten plattiert, fir 48 h bei 27°C inku-
biert. Hemmhofe um die Papierscheibchen zeligben die

Gegenwart antibiotisch wirkender Substanzen an.




i) TRANSKONJUGATIONSEXPERIMENTE MIT ANDEREN BAKTE-

RIENSTAMMEN

A, rhizogenes 15834 wurde auf NB/10 mit 1000 ug/ml
Streptomycin und 3 ug/ml Gentamycin und 2 % Agar
plattiert. Eine Resistente-Kolonie wurde isoliert
und auf ihre Virulenz geprift. Dieser antibiotika-
resistente, virulente A. rhizogenes 15834-R wurde
dann mit A. tumefaciens Stamm B6-806 zur Konjuga-
tion gebracht; Nach 7- tagiger Inkubation in BM +
V + 2 g/1 Octopin bei 27OC wurde das Bakterienge-

misch ﬂoz—fach verdinnt und auf Selektivagar (1000
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ug/ml Streptomycin, 3 ug/ml Gentamycin und 2 % Agar)

plattiert. Unter resistenten Kolonien wurden 48 Ko-
lonien zufdllig ausgewahlt und an Kalanchoe daig-

remontiana auf ihre Virulenz geprift.
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ERGEBNISSE:

A) EXPERIMENTE ZUR PLASMIDELIMINIERUNG BEI A. RHIZO-

GENES 15834 :

1) VERSUCHE ZUR VIRULENZELIMINIERUNG DURCH KULTIVIE-

RUNG DER BAKTERIEN IN GEGENWART VON ACRIDINEN:

Acridinfarbstoffe sind mutagene Agenzien. Sie schal-
ten sich zwischen zwei zusammenstehende DNS-Basen-
paare , so daR sie wdhrend der Replikation eine In-
sertion oder eine Deletion eines einzelnen Basen-
paares verursachen.(E. Jawetz, J.L. Melnick, EoA.-
Adelberg 1977). Hirota (1960) hat nachgewiesen, daB
eine Eliminierung von F-Faktoren bei E. coli mdg-
lich ist, wenn die Bakterien in Gegenwart von Acri-
dinofange kultiviert werden.

Es wurde daher A. rhizogenes 15834 im NB-Fliissigme-
dium in Gegenwart verschiedener Acridinorange-Kon-
zentrationen bei 28°C kultiviert und das Wachstum

in den Kolben an Hand der Messung der Extinktion bei

660 nm gemessen.
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AQ.-Konzentration Suspensionsdichte

ug/ml " bei E=66U nm(nach 48 h)

Ausgangsdichte (25 ug/ml-

AO-Konz. ) 0,03
0 v 0,9

1 0,59

3 0,27

> 0,058

10 0,04

15 0,035

20 0,027

25 0,03

Bereits Konzentrationen. von 1 ug/ml Acridinorange

. bewirken eine Wachstumshemmung bei A. rhizogenes 158-
S4. Kein Wachstum findet ab 15 ug/ml AO.-Konzentration
mehr statt.
Die Extinktion der konzentrierten Bakteriensuspen-
sionen wurde auf 0,1 eingestellt, indem die Bakterien-
suspensionen zunichst abzentrifugiert und nachher die
Bakterien mit Tris-Puffer aufgenommen worden sind, da-
mit beim Virulenztest an verwundeten Kalanchoe-Blidttern
stets die gleiche Menge und gleiche Zahl von Bakte-
rien aufgetragen werden konnte, da Infektionserfolg

von der Bakterienkonzentration abhingig ist.
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Bakterien, die in geringeren Konzentrationen gewach-
sen waren, wurden mit folgenden Tribungswertenim

Tris-Puffer auf Virulenz an Kalanchoe-Blédttern ge-

pruft:
AO-Konzentration Suspensioﬁsdichte
ug/ml E=660 nm
5 0,045
10 0,07
15 0,08
20 , 0,07
25 0,07

Nach vier Wochen wurden Wurzeln bzw. wurzelihnliche

Gebilde an Kalanchoe-Blattern festgestellt.

Bakterien aus Zahl der  Zahl der Wunden mit
AO—Konz.(ug/ml) AWunden Wurzeln W.dhnl.Geb.
0 360 289 50
1 260 293 5
3 360 5 -
> 360 - -

10 560 - -

15 360 - -

20 260 - -

25 360 - -
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»Offenbar nimmt bei AO.-Konzentrationen ab 3 ug/ml
auch die Virulenz einer Population von A. rhizogenes
15834 ab, die Bakterien werden avirulent.

Ein solche Virulenzabnahme kann ihre Ursachen in vo-
ribergehender Stdrung der Zellphysiologie haben.(s.
Einleitung), oder auf mlimination von Plasmiden
zurlickzufihren sein. Zur Unterscheidung zwischen bei~
den Moglichkeiten wurden Bakterien nach der Inkuba-
tion in NB mit Acridinorange entweder in 105 ver-—
dunntem Zustand oder ohne Verdiinnung(jeweils 0,1 ml)
auf NB + Agar plattiert. Nach zwei-tdgigem Wachstum
im Brutschrank bei 2700 wurden Kolonien auf den
Platten konrolliért° Mit steigender AQ.-Konzentra-

tion nahm die Zahl der Kolonien stark ab. Z.B. waren

auf der Platte mit bei 5 ug/ml AO.-Konzentration ge-
wachsehen Bakterien nur 30 Kolonien gewachsen, wih-
rend auf der Platte mit in Gegenwart von 1 ug/ml AO.
kultivierten Bakterien ein Bakterienrasen festzu-
stellen war. Von jeder Platte - je nach Zahl der
darauf gewachsenen Kolonien - wurden 30 - 80 Kolo-
nien ausgewdhlt und wiederum auf NB + Agar vermehrt.
Spéater wurden diese Kolonien auf ihre Virulenz gepruft,
indem sie mit Hilfe eines Zahnstochers in Wunden

an Kalanchoe-Bldttern und - Sprossen aufgetragen

wurden.
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Nach vier Wochen war an Jjeder Wunde eine vollkommene
WUfzel—Induktion zu sehen. Da bei AO.-Konzentrationen
ab 10 ug/ml keine Kolonie isoliert wurde, hemmt Acri-
dinorange bei diesen Konzentrationen nicht nur Wachs-
tum von A. rhizogenes 15834 sondern totet den A. rhi-
zogenes 15834 ab.(Bakterizide Wirkung).

Bei einer von insgesammt sechs Wiederholungen dieses
Versuchs habe ich auch bei 10 ug/ml AO.-Konzentrati-
on 8 Kolonien bekommen. Sie wurden auf ihre Virulenz
geprift und erwiesen sich als virulent.
Virulenzverlust, durch Acridinorange erzeugt, ist

bei A. rhizogenes 15834 nicht von Dauer, nicht auf
Plasmideliminierung zurickzufihren und damit fir
weltere zxperimente zur Virulenzibertragung unbrauch-
bar.

‘Um doch noch zum Erfolg zu kommen, habe ich den

Versuch mit Acriflavin wiederholt.

KULTIVIERUNG DER BAKTERIEN IN GEGENWART VON ACRIFLA-

VIN:

Es wurde der Versuch mit einem anderen Acridinfarb-
stoff Acriflavin durchgefihrt. Da Acriflavin auf Bak-
terien toxischer wirkt als Acridinorange (Hirota 1960),
habe ich mit Acriflavin-Konzentrationen von 0-10 ug/ml

gearbeitet. Nach vier-tidgliger Inkubation zeigten die
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Kulturen folgende Extinktionswerte an:

Acriflavin-Konz. Wachstum der Bakterien
ug/ml . Extinktionswert(E=660 nm)

Ausgangsdichte 0,023
Ob 1,4

1 0,C4

2 0,03

3 0,025

4 0,022

5 0,025

10 0,022

Offenbar hemmt Acriflavin das Wachstum von A. rhizoge-
nes 15834 starker als Acridinorange; Schon bei 3 ug/ml
Acr.-Konzentration ist Wachstum von A. rhizogenes
15824 fast v6llig gehemmt.

Bakterien wurden abzentrifugiert, mit 1 ml H20 aufge-
nommen und auf Virulenz an Kalanchoe-Blittern ge-
.prﬁft. Die Auswertung erfolgte vier Wochen nach der

Infizierung der Pflanzen.




Bakterien aus Zahl von Zahl von Wunden

Acr.-Konz.(ug/ml) Wunden mit Wurzeln
0 360 294
1 260 258
2 560 6
3 360 -
4 360 -
5 360 ‘ -
10 360 -

Parallel . wurde von Jeder Acr.=-Konzentration 0,1 ml
Suspension auf NB + Agar plattiert. auf den Platten

wurden folgende Zahlen von Kolonien gefunden:

Acr.-Konzentration(ug/ml) Zahl der kolonien

0 | Konfluent

1 Konfluent

2 97

3 5

4 0

> 0
10 0

Von den Platten -Jje nach Acriflavinkonzentration- .-
5 - 97 Kolonien- wurden Kolonien ausgewdhlt und auf

NB + Agar aufgetragen. Nach zweli-tidgiger Inkubation
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bei 2700 wurden alle auf ihre Virulenz an Kalanchoe
daigremontiana geprift. Alle Kolonien erwiesen sich
als Virulent.

Auch mit Acriflavin tritt also vorilibergehender Viru-
lenzverlust deér.Population ein. Solche Virulenzver-
luste sind filir geplante Experimente nicht von Nut-
zen. Deshalb habe ich den Versuch mit Hilfe von

UV bestrahlten Bakterien wiederholt.

2) KULTIVIERUNG DER UV BESTRAHLTEN BAKTERIEN IN GE-

GENWART VON ACRIDINORANGE BZW. ACRIFLAVIN:

Watanabe (1961) hat gezeigt, daB bei Shigella-Arten
mit Hilfe von UV-Bstrahlung eine erhdhte Wahrschein-
lichkeit der Plésmidelimination durch Acridine zu
erzielen ist. Die Versuche zur Plasmideliminierung
bei A. rhizbgenes 15834 wurden daher mit UV bestrahl-
tem aA. rhizogenes 15834 durchgefiihrt. Nach UV-Be-
strahlung und Kultivierung in Gegenwart von Acridin-

orange bzw. Acriflavin wurden die Bakterien aus Kul-

turmedien auf NB + Agar plattiert und spater von je-

der Platte 10 Kolonien ausgewshlt. Diese Kolonien
wurden dann;

a) auf ihre Fihigkeit zum Octopinabbau,

b) auf ihre Virulenz an K. daigremontiana

gepruft.
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Octopinabbau-Test wurde deshalb durchgefihrt, weil

eine eventuelle Plasmideliminierung durch diesen

Test friher als durch einen Virulenztest anAK. dailgre=
montiana festzustellen ist.

Nach vier-tagiger Inkubation im Monod's 'S' Medium

mit Vitaminen(Lippincott et al. 1973),und 0,05 g/l

Octopin wurden die Zelldichten bestimmt (Bei E=660),

dann wurden die Bakterien abzentrfugiert und die Uber-

stande wurden auf restlichen Octopin-Gehalt mit_Hilfe der Dia-

cetyl-Reaktion geprift.
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Je 10 Kol. Kolonie Suspesionsdichte % -'Octopin—

selekt.auf Nr. (E=660 nm) Abbau.
1 ug/ml AC. 1,0 | 87,08
2 1,0 85,85
3 0,975 86,63
4 1,0 82,93
5 0,975 7742
6 1,1 4,72
v 0,95 72,36
8 0,875 79,22
9 1,0 72,48
10 0,95 78,02
2 ug/ml AO. A 0,975 75,5
2 0,85 - 84,39
3 1,0 85,74
4 0,95 87,65
5 0,98 67,65
6 0,95 76,86
v 1,0 81,47
8 0,9 80, 34
9 0,9 86,75
10 0,8 88,32
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Je 10 Kol. Kolonie Suspensionsdichte % - Octopin-

selekt.auf Nr. (E=660 nm) - Abbau.
4 ug/ml AO. 1 0,73 74,39
2 0,78 78,43

3 1,1 78,66

4 0,53 64,61

5 0,95 77455

6 0,85 784577

7 0,9 85,06

8 1,0 -

9 0,95 75457

10 0,66 60,23

5 ug/ml AO. 1 0,95 89,89
2 1,0 81,13

3 0,77 -

4 0,95 76,63%

5 0,95 81,69

6 0,95 100

7 0,9 80,0

8 0,9 75417

9 0,9 83,6

10 0,95 62,93




Je 10 Kol. Kolonie Suspensionsdichte % - Octopin-

selekt.auf Nr. (E=660 nm) Abbau.

1 ug/ml Acr 1 0,9 81,35
2 0,99 84,5
3 1,2 844,27 .
4 0,91 86,75
5 1,0 69,11
6 1,2 97,03
7 0,975 84,61
8 0,95 82,36
9 0,9 87,65
10 0,8 97,41

. 4 ug/ml Acr A 1,0 96,85
2 0,9 78,43

5 ug/ml Acr 1 0,76 79,78
2 0,75 774371

3 0,75 58,88

4 0,75 81,92

> 0,75 65,29

6 0,74 50,0

7 0,75 82,36

8 0,75 88,32

9 0,76 78,88

10 0,75 84,05
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KONTROLLE: UV behandelt, aber nicht in Gegenwart von

Acridinen gewachsen.

Kolonie Suspensionsdichte % - Octopin-
Nr. -~ (E=660 nm) Abbau.
1 0,8 24 4 2L
2 0,76 62,48
3 _ 0,8 77453
4 0,8 49,67
5 ‘ 0,775 69,11
6 0,79 83,94

KONTROLLE: Weder mit UV noch mit Acridinen behandelt.

Kolonie Suspensionsdichte % = Octopin-

Nro (E=660 nm) Abbau.

A. rhizo;

15834 0,775 98,315
A. Tum.

c58 0,875 14,84
A. tum.

737 0,5 12,36

A. tumefaciens Stamm C58 und Stamm T3/ sind Stédmme,

die Octopin nicht abbauen konnen. Statt Octopin bauen
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sie Nopalin ab. Unter gleichen Bedingungen bauen da-
gegen alle A, rhizogenes 15834 Kolonien, die nach
UV-Behandlung auf AO. oder Acr. isoliert werden,
Octopin ab, und zeigen gutes Wachstum. Alle diese
Kolonien zeigten Virulenz an Kalanchoe daigremonti-
anae.

Somit ist kein Indiz fir Plasmidelimination vorhan-

den.

3) KULTIVIERUNG DER BAKTERIEN IN GEGENWART VON ETHI-

- DIUMBROMID:

Ethidiumbromid (EBr.) schiebt sich zwischen benach-
barte Basen der DNS-Doppelhelix, und so entfaltet
sich die Superhelix, bis die offene Ringform des DNS-
Molekuls erreicht ist. Eine weitere Erhdhung der Kon-
zentration von EBr. hat die Bildung einer Superhelix
mit umgekehrtem Drehsinn zur Folge.(S.B. Primose,1976).
Slonimski, P.P.(1968) hat die mutagene Wirkung von
EBr. bei Hefe nachgewiesen. Bor-Chian und Kado,C.I.
(1977) haben gezeigt, daB durch die Kultivierung von
virulenten A. tumefaciens Stamm C58 in Gegenwart von
EBr. avirulente Mutanten in einer Bakterienpopulation
produziert werden konnen. Das konnte durchaus einen
welteren Weg zur Gewinnung avirulenter Isolate auch

von A. rhizogenes 15834 bedeuten.
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Daher wurde A. rhizogenes 15834 in Gegenwart steigen-—
der Konzentrationen von EBr. im NB bei 28°C kulti-

viert. (fir 48 h.).

EBr.~Konzentration Suspensionsdichte
(uM) (E=660 nm)
Ausgangsdichte ‘ 0,02
0 0,76
1 0,63
2 0,58
3 0,47
4 0,43
5 0,41
S 0,37
7 0,231
8 0,26
9 0,25
10 0,2

Mit steigender Konzentration von EBr. nimmt das Wachs-
tum der A. rhizogenes 15834-Suspension ab. Die gewach-
sene A. rhizogenes 15834~Population wurde an K. daig-
remontiana auf Virulenz geprift. Vier Wochen nach der

Infektion zeigten alle Pflanzen Wurzelbildung, also
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kein Virulenzverlust ist mit Wachstumshemmung ver-

kntpfte.
EBr.-Konz. Zahl der Zahl der Wunden mit
(ul) Wunden Wurzelbildung.
0 360 279
1 560 2671
2 360 237
5 560 280
4 360 | 272
> 360 211
6 360 v 243
7 360 - 222
N 8 360 195
9 360 2ou
" 10 360 | 209

Damit war klar, daB wenigstens mit diesen EBr.-Kon-
zentrationen bel A. rhizogenes 15834 keine Plasmid-~
eliminierung zu erwarten ist. Deshalb wurde in wei-
teren Experimenten die EBr.-Konzentration erhoht.

Die Inkubationszeit war diesmal . 6-Tage und nach der
Inkubation zeigten die Kulturen folgende Suspensions-—

dichten an:




EBr.-Konzentration Suspensionsdichte
| (uM) (E=660 nm)
Ausgangsdichte 0,025
0 144
60 0,27
70 0,04
80 0,025

Das Wachstum der Bakterien nahm mit weiter steigender
Kanentration von EBr. weiter aby um bei 70-80 uM
EBr.-Konzentration ganz zu unterbleilben.

Wurden Pflanzen mit der Bakteriensuspension aus 80 uM
EBr.-Konzentration infiziert, zeigte sich nach vier
Wochen keine Wurzelbildung. Die Bakterienpopulation
war avirulent geworden. Bakterien, die © Tage bei
60-80 uM EBr. inkubiert waren, wurden auf NB + Agar
plattiert. Nach zwei-tdgiger Inkubation im Brutschrank
bei 2700 wurden 12 - 64 Kolonien( auf der Platte mit
80 uM EBr. behandelten Bakterien waren nur 12 Kolonien
gewachsen) von jeder Platte ausgewiZhlt und wiederum
auf NB + Agar-Platten vermehrt. Spiter wurden mit
diesen Bakterien Kalanchoe-~Pflanzen infiziert. Nach
vier Wochen waren an alle Pflanzen Wurzeln entstan-

dene.
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Wiederholungen der EBr.-Experimente mit wesentlich ver-
minderten Bakterien-Ausgangskonzentrationen(loo Bakt/ml)
brachten prinzipiell das gleiche Ergebnis:

Alle Isolate waren virulent!

Damit verh&dlt sich EBr. wie die Acridinfarbstoffe.

Es reduziert Wachstum von A. rhizogenes 15834 und Vi~
rulenz einer behandelten Population voriibergehend.

Dauerhafter Virulenzverlust wird nicht bewirkt.

4) VERSUCHE ZUR ISOLIERUNG SPONTAN AVIRULENTGEWORDE-

NER A, RHIZOGENES 158234 MIT HILFE DER RESISTENZ GE-

GEN AGRCCIN 84

Ublicherweise ist bei A. tumefaciens die Virulenz gekop-
~pelt mit der Empfindlichkeit flir Agrocin 84.(Engler et al.-
1975). Es wurde daher angenommen, daB auch Fihigkeit

zur Wurzelinduktion bei A. rhizogenes 45834 stets mit der
Agrocinempfindlichkeit . gekoppelt ist.(Albinger und
Beiderbeck 1977). Unter dieser Vorstellung wurde unter
Agrocinresistenten Kolonien aus A. rhizogenes 15834

nach aviruienten Derivaten gesucht.

Auf Platten, die nach Prdinkubation mit A. radiobac-~

ter 84 nunmehr Agrocin 84 enthielten, wurden plattiert:
a) A. tumefaciens Stamm C58, ein Stamm von A. tumefa-

ciens, bei dem Virulenz und Agrocinempfindlichkeit ge-
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koppelt sind.(Engler et al. 1975).(Als Kontrolle des

Verfahrens)

b) A. rhizogenes 15834,

Nach zweil Tagen Inkubation ist Hemmhof auf der Platte
(NB + Agar) sichtbar. Nach weiteren drei Tagen bei
2700 im Brutschrank zeigen sich im Wirkungsfeld des

Agrocins vereinzelt resistente, gut wachsende Kolonien.

Empfindlichkeit von A. rhizogenes 15834 fiir Agro-
cin 84.(3 Tage alt).

160 solcher resistenten Kolonien von A. rhizogenes
15824 und 20 resistente Kolonien von A. tumefaciens
C58 wurden zufsallig ausgewdhlt. Alle diese Kolonien

wurden auf Virulenz an Kalanchoe-Pflanzen gepriift.
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Vier Wochen nach der Infektion wurde festgestellt,
dafl;

a) alle Agrocin-Resistente des Kontrollstammes C58
von A. tumefaciens avirulent waren. Sle verhielten
sich damit erwartungsgemiB.(Engler et al. 1975).

b) unter 160 agrocinresistenten Kolonien von A, rhi-
zogenes 15834 nur 7 Kolonien keine Wurzelinduktion
“verursacht hatten, also avirulent geworden waren.

Das zeigt, daB die Kopplung zwilischen Virulenz und
Agrocinempfindlichkeit bei A. rhizogenes 15834 wenig
stabil iste.

Diese 7 avirulenten, agrocinresistenten Kolonien
habe ich subkloniert und unter den Subklonen von 6
Kolonien jeweils eine Koldnie, von der siebten Kolo-
nie zwel Kolonien.ausgewéhlt und ihre Dbiologischen
und biochemischen Eigenschaften mit denen von A. rhi-
zogenes 15834 verglichen. Abgesehen von der Virulenz,
zeigten alle Kolonien die gleichen Eigenschaften von
A. rhizogenes 15834.(s. Tabelle I ).

Damit war also eine wichtige Voraussetzung fir Viru-
lenzuibertragungsexperimente erfillt:

Avirulente Derivate von A. rhizogenes 15834 waren ge-

funden!
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B) CHARAKTERISIERUNG VON A. RHIZOGENES 15834 UND

SEINEN: DERIVATEN IN BIOLOGISCHEN UND BIOCHEMISCHEN

TESTS UND VERGLEICH MIT A, TUMEFACIENS Bo-806:

1) PRODUKTION VON KETOLACTOSE:

Sowohl bel A. rhizogenes 15834 als auch bei allen sei-
‘ner avirulenten Derivaten ist eine Ketolactoseproduk-
tion ganz im gegensatz zu A. tumefaciens B6-806 nicht
nachweisbar. Albinger(1976) hatte flir A. rhizogenes

15834 dasselbe Ergebnis erhalten.

2) VERWERTUNG VON CITRAT IN GEGENWART VON 0,0005 %

HEFEEXTRAKT:

A. rhizogenes 15834 verwertet Citrat basisch, d.h.
auf der Brutstelle dndert sich die olivgrune Farbe
des Mediums(von Bromthymolblau) in Blau. Alle avi-
rulenten Derivate von A. rhizogenes 15834 verhalten
sich wie A. rhizogenes 15834. A. tumefaciens Stamm
B6-806 verwertet Citrat dagegen sauer, d.h. die oliv-
grune Farbe des Mediums macht auf der Platte einen

Farbumschlag nach Gelb.




3) ABBAU VON OCTOPIN:

A. rhizogenes 15854, seine avirulenten Derilivate und

A. tumefaciens Stamm B6~-806 bauten Octopin ab. Da

A. rhizogenes-3tdmme Octopin langsamer als A. tume-
faciens-Stdmme abbauen(Lippincott und Beiderbeck 1973),
habe ich den Test immer nach vier-tidgiger Inkubation

im Schiittelbad ausgewertet.(Albinger 1976).

4) LACKMUSMILCH REAKTION:

Nach drei-wdchiger Inkubation im Brutschrank beil 2700

entstehen in Reagenzglidsern unten abgebildete Farb-

zonen:
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5) WACHSTUM BET 5500 IM SCHUTTELBAD:

Wachstum bei 5500 in NB kann zur Unterscheidung von
A. rhizogenes 15834 und seiner Derivate und dem A. tu-—
mefaciens Stamm B6-806 verwendet werden. Die Kolben
mit A. rhizogenes 15834 oder mit A. tumefaciens B6-
806 zeigten etwa gleiche Ausgangsextinktion von 0,05

bei E=660 nm. an.

Nach....-stliindiger Suspensionsdichte
Inkubation. (E=660)
AAusgangsextinkt. 0,05
A. rhizo.( 24 Std.) | 0,158 (34°¢)
L ( 48 Std.) 0,16 (34,5°C)
u (72 std.) 0,15  (35°C)
L ( 105 Std.) 0,11 (35°C)
L ( 144 Std.) 0,098 (35°¢)
A. tum.
B6-806  ( 48 Std.) 0,5  (34,5°¢)

A. tumefaciens B6-806 wurde bei dieser Temperatur
im Wachstum nicht gehemmt.

In Verbindung mit diesem Test mdchte ich noch eine
Eigenschaft von A. rhizogenes 15834 erwihnen.

Im Schittelbad zeigten sich ebenfalls Unterschiede
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im Wachstumsverhalten zwischen den einzelnen Stédmmen:
a) A. tumefaciens-Stimme B6-806, C58, T37 und A. radio;
bacter Stamm 84 lassen wdhrend ihres Wachstums in NB
Klumpen mit 0,5 - 1,0 mm Durchmesser entstehen.

b) A. rhizogenes 15834 und alle seine Derivate wach-

sen dagegen vollkommen homogen in Nihrbrihe. (NB).

©) DIE aUSBREITUNG VON BAKTERIENSTAMMEN AUF WEICH-

AGAR:

A. tumefaciens Stamm B6-806 und A. radiobacter Stamm
84 breiten sich auf Weichagar aus und legen innerhalb
24 Std. 12fﬂ5 mm zurick, wihrend sich A. rhizogenes

15834 und alle seine. Derivate nicht ausbreiten.

7) EMPFINDLICHKEIT BZW., RESISTENZ GEGENUBER AGROCIN 84:

A. rhizogenes 15834 ist flir Agrocin 84 empfindlich,
A. tumefaciens Stamm B6-806 und die avirulenten De-
rivate von A. rhizogenes 15834 sind dagegen fir Ag-

rocin 84 unempfindlich,

8) VIRULENZ AN KATLANCHOE DATIGREMONTIANA:

A. rhizogenes 15834 induziert an Kalanchoe~Bliattern
und -Sprossen nach Wundinfektion Wurzelbildung, A. tu-

mefaciens Stamm B6-806 Tumorbildung.
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Avirulente Derivate von A. rhizogenes 15834 beein-
flussen die normale Wundreaktion nicht in erkennba-

rer Weise.

9) PRODUKTION VON AGROCINS:

Dieger Test wurde zur Unterscheidung der avirulen-—
ten Derivate von 15834 und A. radiobacter 84 verwen-
det. Anstatt A. radiobacter 84 wurden Derivate von
A, rhizogenes 15834 auf die Mitte der Platten ge-
tropft und zur Ermittlung eventuell produzierten Ag—
rocins wurde A. rhizogenes 15834 wie im Test filir

Empfindlichkeit fiur Agrocin 84 plattiert.

10) EMPFINDLICHKEIT FUR PHAGEN PS8:

Der Phage PS8 ist virulent fur A. tumefaciens Stamm
B6-806. A. rhizogenes 15834 und alle seine Derivate

sind gegen diesen Phagen resistent.
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Resistent von 3%Co3 gegen Agrocin 84.

Empfindlichkeit von A. tumefaciens (58 fir T - —

Agrocin 84, (5. Tag).
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C) EXPERIMENTE ZUR UBERTRAGUNG DER VIRULENZ VON

A. TUMEFACTENS AUF A. RETZOGENES DURCH KONJUGATION
(IN VITRO): |

Nachdem A, Kerr( 1969, 1977) und Genetello et al.-
(1977) zeigen konnten, daB eine Virulenzibertragung
zWischen einem virulenten Stamm und einem avirulen-—
ten Stamm von A. tumefaciens sowohl in planta als
auch in vitro mdglich ist, wurden umfangreiche Expe-
rimente in dieser Richtung durchgefihrt. Erst durch
diese Untersuchungen wurde klar, daBl einige Eigen-
schaften der virulenten Agrobakterien mit Virulenz
gekoppelt sind und die verantwortlichen Gene gémein—
sam mit dem fur Virulenz auf einem Plasmid lokali-
siert sind.(Genetello et al. 1977, Kerr 1977, Eng-
ler et al. 1975). Albinger und Beiderbeck(1977) ha-
ben gezeigt, daR auch A. rhizogenes 15834 die Fghig-
keit zur Virulenzibertragung besitzt. Die FiZhigkeit
zur Wurzelinduktion kann in planta von A. rhizogenes
auf A. tumefaciens ibergehen.

In vitro erfolgt Virulenzﬁbertragung zwischen Stammen
von A. tumefaciens ausschlieBlich in Gegenwart des
Argininderivates Octopin. Octopin befindet sich als
ungewdhnliche Aminosdure in Geweben solcher pflanz-

lichen Tumoren, die durch Octopin abbauende virulen-
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te Stamme von A. tumefaciens induziert worden sind.
Ein shniiches Argininderivate ist Nopalin. Diese un-
gewOhnliche AminosZure findet man in Tumorgeweben,
die von zum Nopalinabbau fiZhigen A. tumefaciens-Stim-
men induziert worden sind.(Morel et al. 1969, Petit
et al. 1970). Es gibt aber Agrobacterium-Stamme, die
Tumoren induzieren, die weder Octopin noch Nopalin -
enthalten. (Petit et al. 1970). |

Die Fzhigkeit zum Abbau von Octopin und/oder Nopalin
korreliert in der Regel mit Virulenz. Geht einem
Bakterien-Stamm das Plasmid verloren, verschwindet
auch seine Fiahigkeit zum Abbau der Argininderivate.
(Bomhof et al. 1976, Engler et.al. 1975). In durch
A. rhizogenes - Arten induzierten Tumoren wurde we-
der Octopiﬁ noch Nopalin festgestellt.(Hooykaas et
al. 1929 ).

Nachdem es mir gelungen war, avirulente Mutante von
A. rhizogenes 15834 zu erzielen, konnte ich den
zwelten Schritt machen, namlich, die lMoglichkeit zur
Ubertragung der Virulenz von A. tumefaciens auf

A. rhizogenes in vitro zu untersucheh und dabel mog-
licherweise der Frage nachzugehen, ob bei der Fi-
‘higkeit zur Wurzelinduktion, auBer dem Plasmid, auch

das bakterielle Chromosom eine Rolle spielt?
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1) ISOLIERUNG DER ANTIBIOTIKA-RESISTENTEN, AVIRULEN-

TEN MUTANTE VON A, RHIZOGENES 1582%4:

Flir Virulenziibertragung missen ein Donor-Stamm(trigt
Virulenz) und ein Rezipient-Stamm(avirulent, soll vi-
rulent gemacht werden) unter Bedingungen gebracht
werdén, die Plasmidtransfer erlauben. Nach erfolgter
Virulenziibertragung ist es notig, Rekombinanten=—In-
duviduen(Transkonjuganten) aus der Population der.
Donor- und Rezipienten-Individuen herauszufinden.

Das sollte auf folgende Weise erreicht werden:

Donor-Stamm ' Rezipinten-Stamm
A, tumefaciens Stamm 3C03, avirulente Deri-
B6-806 . vate von A. rhizogenes
(Empfindlich fiir Ahtibiotika)‘ 15834

(Resistent gegen Anti-

biotika)

Rekombinanten

(Rekombinanten sollten sich unter den anti-
biotika-resistenten befinden und sich durch
Virulenz-Test an kalanchoe erkennen lassen)
Damit ein solches Rekombinationsexperiment durchgefiihrt
werden konnte, war es notig, von einem der erhalte-

nen avirulenten Abkommlinge von A. rhizogenes 15834
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ein antibiotika-resistente Mutante zu erhalten.
Dazu wurde Co3, ein Subklon eines avirulenten Abkdmm-
lings von A. rhizogenes 15834, auf NB/10 + 2 % Agar
mit ﬁOOO ug/ml Streptomycin plattiert und eine re-
sistente Kolonie ausgewdhlt. Diese Stréptomycin—re—
sistente Mutanke von 3Co wurde dann auf NB/10 + 2
% Agar mit 3 ug/ml Gentamycin plattiert. Wiederum
wurden Kolonien resistenter Bakterien isoliert. Die-
se zelgten auch bel gleichzeitiger’Verwendung bei-
der Antibiotika ein gutes Wachstum auf NB/10 + 2 %
Agar. Unter diesen Kolonien gegen beide Antibiotika
resistenter Mutanten habe ich eine, 3C03%, als Re-

zipient in allen meinen Konjugationsversuchen ver-

wendet.

o . . ;
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3603 ist echtes Derivat von A. rhizogenes 15834, er
- verhdlt sich in allen untersuchten Charakteristika
wie A. rhizogenes 15834 mit Ausnahme von Virulenz und

Antibiotika~Resistenz,

Damit sind Virulenziibertragungexperimente in vitro

méglich,.

2) TRANSKONJUGATION AUF FESTEM MEDIUM:

108 Donorbakterien(A. tumefaciens Stamm B6-806) und
107 Rezipientenbekterien(3Co3) wurden vermischt und
auf Bakterienfilter(Sartorius, PorengréBe 0,15 um)
filtriert. Die Filter mit Donor und Rezipienten-Ge-
misch wurden auf Platten mit einem synthetischen Me-
dium(nach Kerr ef al. 1977) mit 2 % Agar, 2 £/1 Oc-
topin und Vitaminen (Lippincott et al. 1973) fiir

7 Tage bei 2700 inkubiert. Nach 7 Tagen wurde das
Donor-Rezipienten-Gemisch auf den Filtern in 4 ml
H2O resuspendiert, 1000-fach verdinnt und auf Se-
lektivagar(NB/10 mit 2 % Agar, 1000 ug/ml Strepto-
mycin und 3 ug/ml Gentamycin) plattiert. Unter den
éntibiotiké—resistenten Kolonien wurden 220 Kolo-
nien zufdllig ausgewshlt und auf ihre Virulenz an
Kalanchoe-Pflanzen geprift. Von diesen 220 Kolonien

erwiesen sich 52 als virulent. Sie induzierten an
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Kalanchoe-Blidttern und Sprossen Tumorbildung, nicht
Wurzelbildung wie A. rhizogenes 158%4. Alle diese
‘52 Kolonien‘wurden zuerst den Tests auf Produkfion
von Ketolactose und Verwertung von Citrat unter-
worfen. Alle waren Ketolactose negativ und verwen-
deten Citrat basisch. Mit 31 zufallsgemdR gewdhlten
Kolonien wurden alle biologischen und biochemischen
Tests zur genaueren Identifizierung der Bakterien

durchgefihrt.

Tumorinduktion durch 3Co3-4-IV, einen Transkonju-

gant, an Kalnchoe daigremontiana.(8 Wochen alt)

s ot b prp— . R e

- ——— [P e e e FRRIOn PN



g8

Tumorinduktion durch 3C03-13-IV, einen Abkomm-
ling von A. rhizogenes 15834, der spontan avi-
rulént geworden war, und durch Konjugation

die Fidhigkeit zur Tumorbildung von A. tumefa~-

ciens B6-806 erworben hat. (8 Wochen alt)
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Damit war es hdglich, ein avirulentes, ehemals wurzel-
bildendes A. rhizogenes in ein A. tumefaciens, das
Tumoren bildet, zu verwandeln. Ein hoher Anteil von
23,6 % ailer antibiotika-resistenten Kolonien waren

echte Transkonjuganten.

D) STUDIUM EINIGER BEDINGUNGEN DER VIRULENZUBERTRA-

Ein weiteres Ziel der Arbeit war das Studium von Be-
diﬁgungen, die eine optimale Virulenzibertragung von
A. tumefaciens auf A. rhizogenes ermoglichen. Beson-
ders interessierten mich die Wirkungen verschiede-

ner Substanzen, die entweder dem Uctopin nahe stehen

oder dessen Bausteine sind, auf diesen Vorgang.

1) MEDIENKONSISTENZ:

Bisher waren alle in vitro Transkonjugationsexperi-

mente auf festem Medium durchgefiihrt worden.(Kerr 1977,Ge-
netello et al. 1977). Dabeil besteht vielfach Konta-
minationsgefahr. Aus diesen Grinden habe ich dieses
Experiment zum ersten Mal mit Agrobakterien in flis-
sigem, Octopinhaltigem Medium gleicher Zusammensetzung
‘wle festes Medium durchgefihrt. Es hat sich gezeigt,

VdaB die Virulenzibertragung genauso gut im flissi-

gem Medium stattfindet wie auf dem festen Medium.




94

Der EinfluB der Medienkonsistenz auf die Haufigkeit
der Virulenziibertragung, kombiniert aus allen Expe-

rimenten mit gelungener Transkonjugations:

Tabelle IV :
Festes Medium Flissiges Med.
Zahl geprifter Kolonien 1416 2384
Zahl der Transkonjugant. 161 458
% - Transkonjuganten. 11 437 19,21

2) EINFLUR VON OCTOPIN UND OCTOPINVERWANDTEN SUBS-

TANZEN AUF VIRULENZUBERTRAGUNG:

Bei Plasmidibertragungsexperimenten zwischen A. tume-
faciens-Stammen in vitro ist Octopin im Medium un-
erléBlich.(Kerrvﬂ977, Genetello et al. 1977, Hooy-
kaas, P.Jd.Jde 1979, A.Petit et al. 1978). Ob Octopin
auch bei Virulenzibertragungsexperimenten bei A. rhi-
zogenes unerliBlich ist, oder seine Vorstufen oder

verwandten Substanzen Octopin ersetzen kdnnen, wurde

untersuchte.

Verwendet wurden;

- a) Vorstufen von Octopin:
1) Arginin

2) Pyruvate.
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b) Octopinverwandte Substanzen:

1) Agmatin

2) Carnosin.

Carnosin ist ein Tumorwachstumsfaktor wie Octopine.
(Lippincott and Lippincott 4970 a)e

Diese Substanzen wurden statt Octopin oder in Kom-
bination mit Octopin dem Transkonjugationsmedium
zugesetzte. |

In weiteren Experimenten wurde auch die Octopin-Kon-

zentration im Medium BM + V variilert.
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Tabelle \ : Der EinfluB von Octopin und verwandten
Substanzen auf die Hiufigkeit der Virulenziubertragung:

(In flissigem Medium).

Zusatz zum

Medium Untersuchte Zahl der %~ der

BM + V R:D Kolonien Transkonj. Trans. EXpe
- 1:10 112 - - 1
Octopin(2) 1:10 552 7z 1344 5
Octopin(2) 1:1 472 118 : 25 6
Carnosin(2) 1:10 104 - - 1
Agmatin(2) 1:10 - - - 2
Pyruvat(2) 1:10 112 - - 2
Arginin(2)  1:10 o - - 2
Octe+Pyre

(2/2{ 1:10 304 141 46,38 5
Oct.+Arg,

(2/2) 1:10 - - - 1
Oct.+Arg,

(2/1) 1:10 48 3 6,25 1
Oct.+Cars.

(2/2) 1:10 256 76 29,68 4
Oct.+Agm,. .

(2/2% 1:10 280 46 16,4 4

R:D= Rezipient : Donor-=Verhiltnis.
Exp.= Zahl der durchgefihrten Experimente.

()= Konzentrationen der verwendeten Substanzen in mg/ml.
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Tabelle YT : EinfluR der Octopin-Konzentration im

Konjugationsmedium auf die Virulenzubertragung:

Octopin~Zusatz Zahl der Zahl der

zum Medium Untersuchten Transkon-

BM + V Kolonien juganten EXpe.
1 g/1 . 112 4 2
0,5 g/1 96 - 2
0,1 g/1 ' 48 - 1
0,05 g/1 48 - 1

Tabelle zeigt, daB filir eine Virulenziibertragung von
A. tumefaciens auf A. rhizogenes mindestens 1 g/l Oc-

topin im synthetischen Medium erforderlich ist.
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Tabelle v : Der EinfluB von Octopin und verwandten
Substanzen auf die Hiufigkeit der Virulenzibertragung

auf festem Medium:

Zusatz zunm Zahl der  Zahl der % = der
Medium Untersuch. Transkon Transkon-
BM + V R:D Kolonien Juganten Jjuganten Expe
- 1:10 216 , - - 2
NB/10 1:10 80 - - 1
Octopin(2) 1:10 220 52 23,6 2
. 5 Octopin(2) 1:1 16 1 6,25 1
"?; Octopin(2) 10:1 112 15 12,29 1
i; Arginin(2) 1:10 112 - - 1
'f? . ‘Carnosin(2) 1:10 100 - - 1
?  Agmatin(2)' 1:10 - - - 1
1 Pyruvat(2) 1:10 240 - - 2
3 Oct+Arg.
| (2/2) 1:10 = - - i
Oct+Pyr. '
- (2/2) 1:10 144 33 22,9 3
Oct+Car.
(2/2) 1:10 80 58 72,5 1
Oct+Agm.
(2/2) 1:10 96 2 2,03 1

R:D= Rezipienten~Donor-Verhdltnis,
Exp.= Zahl der durchgefihrten Experimente.

( )= Konzentrationen der verwendeten Substeanzen in mg/ml.




Aus den Tabellen geht hervor, daB Virulenzibertragung
von A. tumefaciens auf A. rhizogenes 3

a) auf Basalmedium ohne Octopin und auf Vollmedium
sogar auch mit 2 g/1 Octopin nicht mdglich ist.

b) an Gegenwart von Octopin gebunden ist, und Oc-
topin durch seine Bausteine oder verwandten Subs-
tanzen nicht ersetzt werden kann.

¢) am haufigsten bei folgenden Kombinationen statt-
findet:

1) Octopin( 2 mg/ml ) + Pyruvat( 2 mg/ml )

2) Octopin( 2 mg/ml ) + Carnosin( 2 mg/ml ).

Bei zwei Kombinationen( Octopin(2) + Arginin(2) in
BM + V und Agmatin(2 mg/ml) in BM + V ) konnten
nach 7-tidgiger Inkubation im Brutschrank bei 27°C
keine antibiotika-resistente 3Co3 mehr auf dem
Selektivagar (NB/10 + 2 % Agar mit 1000 ug/ml Strep-
tomycin und 3 ug/ml Gentamycin) isoliert werdens ob-
wohl beide Stédmme, A. tumefaciens Stamm B6-806 und
A. rhizogenes-Derivate 3Co3 allein, in diesen Me-
dien wachsen. Deshalb habe ich einen Antibiogramm-
Test durchgefihrt. A. tumefaciens Stamm B6-806 wur-—
de ins;

BM + V + Octopin(2 mg/ml) + Arginin(2 mg/ml) und

BM + V + Agmatin(2 mg/ml) gegeben und bei 27°C im
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Brutschrank 7 Tage inkubiert. Nacher wurden die Bak-
teriensuspensionen abzentrifugiert und Ubersténde

auf Bakterienfilter(PorengriRe 0,15 um) filtriert.
Sterile Papierscheibchen(0,5 cm © ) wurden mit die-
sen Kulturfiltratengesdttigt wund auf NB + Agar-Plat-
ten plattiert. Auf die Platte war eine dichte Suspen-
sion von 3Co3% plattiert worden.

Nach zwei-tadgiger Inkubation bel 2700 zeigten sich
um die Papierscheibchen Hemmhofe mit einer Breite von
2-3 mm.

In Gegenwart von Octopin(2 mg/ml) und Arginin(é mg/ml )
im BM + V oder Agmatin(2 mg/ml) im BM + V produziert
offenbar A. tumefaciens Stamm Bo6-800 Substanzen, die

3003 t3ten.

3) VERSTARKTE WIRKUNG VON OCTOPIN IN GEGENWART VON

PYRUVAT:

Da sich gezeigt hatte, dall Zusatz von Pyruvat zum Oc-
topin die Hiufigkeit der Virulenzibertragung verbes-

sern kann, habe ich dss Verhiltnis pelder Substanzen
zueinander variiert. Es wurden dem BM + V mit 2 mg/ml
Pyruvat verschiedene Mengen von Octopin angesetzt

und. Bakterien in einem 1:10 (R:D)-Verhiltnis bei

2700 im Brutschrank inkubiert,
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Tsbelle VIIT : Verstirkte Wirkung von Octopin in- Gegen-

et

wart von Pyruvat:

Zusatz zun Zahl der Zehl dér % - der

BM + V mit untersuchten Transkon—‘Transkon-

2 g/1 Pyruvat. Kolonien , Juganten Juganten FXDo
Octopin(2 g/1) 48 32 66,66 1
Oct. (0,5 g/1) 96 30 31,25 2
Oct. (0,1 g/1) 80 20 25 2
Oct.(0,05 g/1) 96 11 11,4 2
Octs (0,01 g/1) 48 - - 1

Damit ist klar(vergl. Tabelle Vil mit Tabelle V( ), daB
Pyruvat die Virulenzubertragung nicht nur in Gegen-

wart hoher Octopin-Konzentrationen verbessert, son-

dern auch bei niedrigen Octopin-Konzentrationen eine
- Virulenzibertragung ermdglicht, was sicher bei Vi-

rulenzibertragung in planta von groRer Bedeutung

iste.

4) EINFLUR DER TEMPERATUR AUF DIE HAUFIGKEIT DER

VIRULENZUBERTRAGUNG:

Nach allen Experimenten zur Untersuchung der Viru-
lenzlbertragung blieb noch die Frage offen, ob die-

se VirulenzUbertragung auch bel niedrigeren bzw. hi-

B
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heren Temperaturen, d. h. auBerhalb des Optimal-Be-
reiches(E?oC), moglich ist? Dieser Frage wurde zwei-
mal beil BEOC, dreimal bei 20°C nachgegangen.
Donor-Rezipienten~Gemisch im Verhsltnis von 41:10(R:D) wurde
dem Medium BM + V + 2 g/l Octopin gegeben und bei
BQOC bzw. bei 20°C 7 Tage inkubiert. Nach 7-tidgiger

" Imkubation wurden Kultursuspentionen 105-fach ver-
dinnt und Bakterien auf Selektivagar(NB/10 + 2 % Agar
mit 1000 ug/ml Streptomycin und 3 ug/ml Gentamycin)
plattiert. Unter den antibiotika-resistenten Kolonien
wurde nach Transkonjuganten gesucht.

Tabelleiﬁf: EinfluR der Temperatur auf Virulenzibertragungs:

Temperatur Untersuchte Kol., Zahl der Transk. %-Transke.
32% ‘ 144 | 10 6,94
20°¢ 192 - -

Aus der Tabelle geht hervor, dal niedrige Temperaturen
fir eine Virulenzibertragung von A. tumefaciens auf
A. rhizogenes schlechtere Bedingungen darstellen als

hohere Temperaturens.
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5) TRANSKONJUGATION UND BAKTERTENWACHSTUM:

Bei A. tumefaciens ist Plasmidlibertragung in einem
Vollmedium( wie z.Be. NB) nicht mdglich. Vermutlich
sind in einem Vollmedium einige Aminosguren vorhan-
den, die eine Plasmidiibertragung total unterdricken.
( wie L~ und D~ Methionin, L-Cystein und LQCystin)
(Hooykaas et al. 497%8, Das bedeutet aber nicht, daB
Bakterienwachstum und Virulenzilibertragung sich aus-
schliefRen.

Bei meinen Untersuchungen habe ich festgestellt, daf
aufr einem vollsynthetischen Medium(hier BM + V) mit
Octopin und mit zusdtzlichen Substanzen wie Pyruvat
die Hiufigkeit der Virulenziibertragung durchaus vom
Wachstum der Bakterien abhangt. Werden nimlich in
fliissigem Medium Virulenziibertragungsversuche durch~-
‘gefilhrt, gehen gutes Wachstum und hohe Hiufigkeit

der Virulenziibertragung parallel.
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Tebelle X : Abhingigkeit der Virulenzlbertragung

von gutem Wachstum der Bakterien:

Zusatz zum Medium Suspensionsdichte % = Virulenziber-

BM + V : E=660 nn. ' tragung.
Oct.+Pyr. (2/2) 0,59 66,6
Oct.+Pyr.(0,5/2) 0,46 31,25
Oct.+Pyr. (0,1/2) 0,25 25,0
Octe+Pyr. (0,05/2) 0,2 . 11,4
Octe+Pyre (0,01/2) 0,135 0

( )= Konzentrationen verwendeter Substanzen in mg/ml.
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£) UBERTRAGUNG DER FAHIGKEIT ZUR TUMORINDUKTION VON

A. TUMEFACIENS AUF WURZELINDUZIERENDE A. RHIZOGENES:

Diée beschriebenen Experimente zur Virulenzibertragung
waren mit einem virulenten Stamm von A. tumefaciens
(B6-806) als Donor und mit einem avirulenten Stamm
von A. rhizogenes(3Co3%) als Rezipient durchgefihrt
worden. Zwischen diesen beiden ist Virulenz aus-
tauschbar.

Das wirft séfort das Problem auf, ob Virulenzen, die
sich unterschiedlich ausdriicken(Wurzelbildung, Tumor-
bildung) auch in einem Bakterium vereint werden kon-
nen. In abschlieBenden Experimenten zur Erklarung

der Bedingungen flir Virulenzibertragung von A. tume-
faciens auf A. rhizogenes wurde auch dieser Frage
nachgegangen.

A. rhizogenes 15834 wurde gegen Streptomycin(1000 ug/ml)
und Gentamycin(3 ug/ml) auf NB/10 mit 2 % Agar plat-
tiert. Eine resistente Kolonie wurde gewZhlt und auf
Virulenz geprift. Sie wér virulent. Diese virulente,
antibiotika~resistente Mutante von A. rhizogenes
15834 (15834~R) wurde dann mit A. tumefaciens Stamm
B6-806 in fliissigem Medium(BM + V) mit 2 g/1 Octo=-
pin zur Konjugation gebracht. (bei 27°C im Brutschrank).

Nach 7-tdgiger Inkubation wurde das Donor-Rezipienten-
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Gemisch 105—fach verdiinnt und auf Selektivagar(NB/10

ﬁit 1000 ug/ml Streptomycin, 3 ug/ml Gentamycin und

2 % Agar) plattiert. Nach drei Tagen wurden auf dem

Selektivagar 48 antibiotika-resistente Kolonien zu-

fallsgemaR aﬁsgewéhlt und auf ihre Virulenz an Ka-

lanchoe-Blittern gepriift.

Unter diesen 48 Kolonien induzierte eine Kolonie

(Nr.28) rauhe Tumoren mit kurzen und dicken Wurzeln, wih-
rend die anderen 47 Kolonien nur Wurzelinduktion wie

Rezipient-Stamm 15834~R hervorriefen. Bakterien aus

dieser Kolonie (15834-R-28) wurden dreimal. auf

NB + Agar subkloniert und bei dritten Mal wurden

24 Subklone zufadllig ausgewdhlt und auf ihre Virulenz

an Kalanchoe-Bldttern und Sprossen untersucht. Alle
zeigten gleichzeitige Wurzel + Tumor-Induktion.

Sie hatten demit die ganz unterschiedlichen Tumor-

Eigenschaften ihrer Elternstdmme in sich zusammenge-
bracht und zeigten Tumor- und Wurzelinduktion zu-
gleich,.

In biologischen und biochemischen Tests verhalten
sich diese Transkonjuganten auBer in ihren Tumorei-

genschaften genauso wie A. rhizogenes 15834,
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SRS -/ L AL 3

Durch 1583%4-R erzeugte Wurzelinduktion am Kalanchoe

-Blatt.( 5 Wochen alt.)

Durch A. rhizogenes 15834 induzierte Wurzelbildung

am Kalanchoe-Blatt. (4 Wochen alt).




Durch A. tumefaciens B6-806 induzierte Tumoren

am Kalanchoe~SproB(4 Wochen alt.).

Ty

Tumorbildung am Blatt von Kalanchoe daigremonti-
ana,(vier Wochen alt) induziert durch A. tumefa-

ciens Stamm B6-806.
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DISKUSSION:

I) VIRULENZ, VIRULENZELIMINATION UND VIRULENZVERLUST:

Virulenz, Empfindlichkeit flir Agrocin 84, Fghigkeit

zum Abbau von Octopin und/oder Nopalin. und AusschlufB}
desAPhagen AP1 sind Eigenschaften von A. tumefaciens,
die genetisch streng miteinander gekoppelt sind. Thre
- genetische Information ist auf einem sog. TI-Plasmid
lokalisiert.(Hamilton and Fall 1971, Hooykaas et al.
1972, Engler et al. 1975). Geht eine dieser Eigenschaf-
ten verloren, so bedeutet das in der Regel, daBl auch

die anderen verschwunden sind, was gleichzeitig das
Verschwinden des Ti~Plasmids bedeutet. (Engler et al. 1975,
Genetello ét al. 1977). Inzwischen wurde aber nachge-
wiesen, dafll bei A. tumefaciens auch bereits Eliminierung
eines Teils dés Plasmids von 120 Megadaltons durch-Tem~
peraturbehandlung bei 57OC(TI—Plasmid-curing) oder

durch Kultivierung der Bekterien in Gegenwart von

EBr. zu Virulenzverlust fihren kann.(Bor-Chian and Kado-
1977). Solche avirulenten Derivate besitzen noch ein
Resﬁ—Plasmid von 70-85 Megadaltons.

Ein solches avirulentes Bakterium ist welterhin in der
Lage, ein zweites Plasmid aufzunehmen.(Bor-Chian und

Kado. 1977).
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Eine dauerhafte Virulenz-, bzw. Plasmideliminierung
ist beim nahe verwandte A. rhizogenes 15834 durch Be-
handlung mit Acridinorange, Acriflavin und EBRr. -nicht
Zu erzielen,

Diese Farbstoffe sind aber in entsprechenden Kon-
zentrationen in der Lage, die Fghigkeit des virulen-
ten A. rhizogenes 15834 zur Transformation der Pflanzen-—
zellen voriibergehend zu eliminieren.

Eine solche Verhinderung der Transformation der Pflan-
zenzellen kann durch folgende Hypothese erklirt wer-
‘den:

Aminoacridine(z.B. Acridinorange=2:8-bis-Dimethylami-~
noacridin und Proflavin=2:8-diaminocacridin) binden
durch Interkalieren an die DNS und verursachen da-
durch einerseits eine Hemmung der DNS-Replikation,
andererseits’die Inhibition der m-RNS-Synthese in Bak-
teriene. (Wolfe, A.D. et al. 1971).

Die Wirkung von EBr. entspricht de: Wirkung von Pro-
flavin. Dieser Farbstoff hemmt bei E. coli die DNS-
und RNS-Synthese zugleich.(Waring, M.J. 1966), indem
sich EBr.(wie Nitroacridine) einerseits an DNS und

RNS bindet, wodurch die DNS-abhingige DNS-Polymerase I-
Reaktion stark und RNS-Polymerase-Reaktion erheblich
gestort werden, andererseits inhibiert EBr. die Bin-

dung von Phenylalanin an Ribosomen. (Wolfe, A.D. et
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al. 1971).

Acriflavin hemmt die RNS-Synthese in Rattenleberzel-
- len sogar bel niedrigen Konzentrationen. (Saccone, C.
et al. 1969). Auch Acriflavin(wie EBr.) 1a8t beil
Hefe Mutanten entstehen, die keine Cytochromoxy-
dase mehr besitzen und deren Mitochondrien keine
Proteine mehr synthetizieren konnen.(Kuzela, S and
Grecna, E. 1969).

In meinen Untersuchungen kann die Wirkung von Acri-
dinen bzw. von EBr. Uber die Eliminierung der Viru-
lenz von A. rhizogenes 15834 so erkldrt werden, dal
ein in seinen lebenswichtigen Proteinen gestortes

A, rhizogenes 15834 solange nicht in der Lage ist,
die Pflanzenzellen zu transformieren, bis der BScha-
den behoben ist.

Die Beseitigung des durch Acridine bzw. EBr. ent-
standenen?Schadens dauert offenbar in planta lan-
ger als auf elnen Vollmedium. Deshalb wird die Zeit
Uberschritten, in der die Pflanzenzellen fur eine
eventuelle Transformation bereitsteheh. Somit kommt
keine Wurzelinduktion zustande.

Auf jeden Fall gilt, daB die Wirkung dieser Farb-
stoffe innerhalb einer Z24-stindigen Inkubation auf
einem Vollmedium total aﬁfgehoben wird und Bakterien

ihre Virulenz wieder erhalten.
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VIRULENZ~,BZW. PLASMIDVERLUST:

Spontaner Verlust der Virulenz ist bei A. rhizogenes
15834 nicht mit dem Verlust der bei A. tumefaciens

mit der Virulenz streng gekoppelten Eigenschaften, wie
Agrocin 84-Empfindlichkeit, Fihigkeit zum Octopin und/-
oder Nopalin, verbunden.

Anders formuliert;

Resistenz gegen Agrocin 84 bedeutet bei A. rhizogenes
15834 nur selten(weniger als 7 % einer Bakterienpopu-
lation) den Verlust der Virulenz und gar nicht den Ver-
lust der Fihigkeit zum @&bbau von Octopin.

Versucht man, die Lokalisation der Eigenschaften wie
Virulenz, Agrocin 84-Empfindlichkeit und Fihigkeit zum
Uctopinabbau bei A, rhizogenes 15834 zy verstehen, so
lassen sich folgende Hypothesen aufstellen:

1) A, rhizogenes 15854_besitzt mehr als ein Plasmid, wo-
bedl die,dreiAEigenschaften auf verschiedenen Plasmiden
lokalisiert sind:

Dann miBte das Plasmid mit Informationen fiir;

a) die Virulenz nur selten mutieren oder verlorengehen,
b) die Agrocin 84-Empfindlichkeit am meisten mutieren
oder verlorengehen.

c) den Octopinabbau nie mutieren oder verlorengehen,
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2) Alle Eigenschaften sind auf ein - und demselben
~Plasmid lokalisierts

Dieses Plasmid erfidhrt hiufig eine Mutation(z.B. Dele-
tion) der Gene, die die genetische Information fur Ag-
‘rocin 84-Empfindlichkeit tragen, und von dieser Mutation
‘bleiben die Gene, die wichtig fir Virulenz sind, unbe-
ruhrt. |

Die Region, worauf die Information fur Octopinabbau lo-
kalisiert ist, bleibt auf jeden Fall verschont.

Nach einer Mutation des Plasmids.in der Virulenzregion
enthilt das damit avirulentgewordene Bakterium denjeni-
gen Teil des Plasmids immer noch, der die Octopinregion
besitzt. Deshalb sind avirulente Derivate von A. rhizo-
genes 15834 weiterhin in der Lage, Octbpin abzubauen.
Dertimmer noch im Bakterium vorhandene Teil des Plas-
mids(TI-Plasmids) verhindert die Aufnahme eines zwel-
ten Plasmids nicht!

Nach dieser Vorstellung konnten die Gene flr alle dreil
Eigenschaften aﬁf demnm Plasmid wie folgt geordnet sein.
Im Gegensatz zum Octopin-~TI-Plasmid von A. tumefaciens
B6-806(Hooykaas et al.79*f, ) missen die Gene, die die In-
formation filir die Fdhigkeit zum Octopinabbau tragen,
nicht dicht‘neben den Genen,'die wichtig fur Virulenz
sind, stehen, sondern voneiﬁander weit entfernt lokali-

siert sein.
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Die Gene, die die Information fiir Agrocin 84-Empfind-
lichkeit tragen, diirften dann auf einer Stelle lokali-
siert sein, die der Virulenzregion nahe liegt.
3) Féhigkeit zum Octopinabbau ist nicht auf dem Plas-
mid lokalisiert: |
In diesem Fall dﬁrften.die anderen Eigenschaften un-
abhéngig von der Fihigkeit zum Octopinabbau mutieren
oder verlorengehen, d.h, folgende Rekombinationen
moglich sein:
a) Agroéinempfindliche, virulente Bakterien mit der
Fghigkeit zum Abbau ﬁon Octopin. (Wild Typ von A. rhi-
zogenes 15834)
b) Agrocinresistente, virulente Bakterien mit der
N Fahigkeit Zum'Octopinabbau.(Diese Rekombinanten sind
am h&ufigsten zu finden).
¢) Agrocinresistente, avirulente Bakterien mit der
Fahigkeit zum Abbau von Octopin. (Selten).
Die 3. Hypothese beschreibt das Verhalten des A. rhi-
zogenes 15834 am besten.
Versuche zur molekularbiologischen Bestdtigung sind
in Zusammenarbeit mit einer anderen Arbeitsgruppe

geplant.
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IT) VIRULENZUBERTRAGUNG:

Unter Bedingungen, die eine Virulenzibertragung zwischen
einem avirulenten Stamm und einem virulenten Stamm

von A. tumefaciens erlauben, findet eine Virulenziiber-
tragung auch von A. tumefaciens B6-806 auf A. rhi-
zogenes 15834 statte.

Die Virulenzlbertragung von A. tumefaciens auf A. rhi-
zogenes 188t sich im flissigen Medium genauso ermog-
lichen wie auf festem Medium, und im flussigen Me-

dium ist dieser Vorgang sogar leichter durchzufihren.
Gegenwart von Octopin im KonJugationsmedien ist auch

fir eine Virulenzibertragung voh A. tumefaciens aufl

A. rhizogenes unentbehrlich.

Nach einer gelungenen Virulenzibertragung zeigen die
Transkonjugante dieselben Tumoreigenschaften wie der Do-
norstamm, also bel wurzelinduzierendem Donor wird der
Rezipienf zum_Wurzelinduzierendenﬂ bei tumorinduzie-
rendem Donor wird der Rezipient zum Tumorinduzierenden.
Das bakterielle Chromosom des wurzelinduzierenden
Stammes tragt nicht‘zur Virulenz und zur Form der
Virulenz bei. Avirulente Derivate des wurzelinduzie-
renden A. rhizogenes 158%4 konnen in ein tumorinduzieren-
des Bakterium umgewandelt werden, ohne dabeil von

der Fshigkeit zur Wurzelinduktion ihres Elternstammes

etwas z2U zelgen.




Offenbar ist sowohl Virulenz als auch die Art der
Virulenz (Tumorinduktion, Wurzelinduktion) plasmid-

kodierte.

IIT) BEDINGUNGEN ZUR OPTIMIERUNG DER VIRULENZUBER-

TRAGUNG:

Es steht fest, avirulenter A. rhizogenes 15834 unter
Bedingungen, die flir eine Virulenziibertragung ginstig
sind (Basalmedium mit 2 g/l Cctopin), immer bereit
ist, durch Konjugation vom virulenten A. tumefaci-
ens Bo-806 dessen TI-Plasmid aufzunechnen.

Diese Virulenzibertragung verlangt unbedingt die Ge~
genwart von Octopin im Konjugationsmedium. Die Bau-
steine des Octopins allein oder verwandte Substanzen
von Octopin férdern keine Virulenzibertragunzg. Es
wurde nachgewiesen, daB Octopin die Synthese der
Octopinabbauenden Enzyme stimuliert und die Uber-
tragung des TI-Plasmids erhdht.(Klapwijk, P.M. 1979).
Die Ubertragung»der Virulenz bei A. tumefaciens ist
koordiniert mit dem Octopinabbau, und Octopin, Oc-
topinséure und Lysopin kénnen den Octopinabbau indu-
zieren, wdhrend Arginin auf den Abbau von Cctopin
kaum EinfluB hat.(Xlapwijk, P.M. 1979).

Die zur Konjugationsfbrderung bendtigte Octopinmenge

kann Jjedoch durch Zusatz von 2 g/l Pyruvat drastisch
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reduziert werden(20-fach weniger Octopinbedarf), um
etwa die gleiche Prozentzahl von Transkonjuganten zu
erzielen,

2 g/l Carnosin mit 2 g/l Octopin im Konjugationsme-
dium iéBt die Zahl der Transkonjuganten um das Zwei-
bis Dreifache steigen.

Offenbar stimulieren diese beiden Substanzen den
Abbau von Octdpin,‘und es lassen sich dadurch hdhere

Zahlen von Transkonjuganten erzielen.

Die Temperatur scheint bei der Virulenziibertragung
von A. tunefaciens auf A. rhizogenes eine wichtige
Rolle zu spielen. Im Gegensatz zu den mit A. tumefa—
ciens erzielten Ergebnissen(Hooykaas 1979) sind nied-
rigere Temperaturen ungunstiger als hbhere‘Tempera-
turen fir eine Virulenziibertragung von A. tumefaciens
auf A. rhizogenes. Bei 52OC.wird die Tumorinduktion
an K. daigremontiana stark gehenmt (Braun und HMandle
1948). A. rhizogenes 15834 kann bei BSOC nicht mehr
wachsen. Trotz dieser ungilinstigen Einfliisse der ho-
hen Temperatur findet jedoch eine Virulenzibertragung
von A. tumefaciens auf A. rhizogenes auch bei 5200
statt. Bei 20°C wurde dagegen keine Virulenziibertra-

gung erzielt., Das kdnnte dadurch erklirt werden, dal’
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sich die Zahl der Donorbakterien bel %2°¢ gegeniber
der Zahl der Rezipientenbakterien zu stark erhoht,
weil A. tumefaciens B6-806 bel dieser Temperabtur un-
verhindert weiter wichst, uad damit wird das Donor-
Rezipientenverhdltnis erheblich geindert, das die
Virulenziibertragung womdglich glnstig beeinflussen
konntes

Andererseits ist vielleicht mdglich, daB der Octopin-
abbau bel 20°C verlangsamt oder gar zum Stehen ge-
kommen ist, wobei die Virulenzibertragung sicher ne-

gativ beeinflublt wird.

IV) UBERTRAGUNG DER VIRULENZ VON A.. TUMEFACIENS AUFE

DEN VIRULENTEN A. RHIZOGENES:

Eine Ubertragung der Virulenz vom A. tumefaciens
B6-806( im Besitz der Fahigkeit zur.Tumorinduktion)
auf A. rhizogenes 15834 ist auch dann moglich, wenn
der Rezipient virulenz ist.(diébFéhigkeit zur Wurzel-—
induktion nocht besitzt).

Es ist also nicht von Bedeutung, ob der als Rezipient
verwendete A. rhizogenes 15834 wihrend eines solchen
Konjugationsvorgang sein eigenes Plasmid nocht ent-
nilt oder vorher avirulent avirulent geworden iste.

Wird das TI-Plasmid eines virulenten A. tumefaciens-—

stammes suf einen virulenten A. rhizogenes Ubertragen,
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so macht es sich dadurch bemerkbar, daB der wurzelin-
duzierende A. rhizogenes nunmehr Tumoren(unorganisiert)
mif Wurzelanlagen(organisiert) an Kalanchoepflanzen
hervorruft,.

Ob dieses Ereignis auch in umgekehrtem Sinn genauso

auftreten wirde, ist sicher untersuchenswert.
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ZUSAMMENTFASSUNG @

In der vorliegenden Arbeit wurden A. rhizogenes 15834,
ein wurzelinduzirender Agrobacteriumstamm, und A, tu-
mefaciens B6-806 durch Virulenz an Kalanchoe daigremon=-
tiana und eine Reihe von biochemischen und physiolo=
gischen Eigenschaften, die z.T, mit der Virulenz im Zu~-
sammenheng stehen, charakterisiert. Durch Behandlung

der Bakterien mit Acridinorange, Acriflavin oder Ethidium=-
bromid konnte aus A. rhizogenes die Virulenz nicht eli=
miniert werden. Ein avirulentes Derivat von A. rhizoge-
nes wurde durch Selektion gegen Agrocin—84 isoliert

und beil in vitro Virulenziibertragungsversuchen als Rezi-
pient verwendet. IEs konnte gezeigt werden, daB in vitro
die Virulenz vom tumorinduzierenden A. tumefaciens auf
avirulentes A, rhizogenes lbertragen werden kann. Das
ursprunglich wurzelinduzierendes Bakterium ruft nun
Tumoren hervor. Genau wie bei Virulenziibertragungen
zZwischen verschiedenen Stammen von A.‘tumefacienS(Kerr
1977, Genetello et al. 1977) ist Octopin im Konjugations-
medium unentbehrlich, Vorstufen von Octopin, wie Pyruvat
oder Arginin, und dem Octopin verwandte Substanzen, wie
Agmatin oder Carnosingallein fordern keine Virulenszilbere
tragung., Die filir eine Konjugation bendtigte Octopinmenge
kann jedoch durch Zusatz von Pyruvat stark verringert wer-
den, Erstmals wurde die in vitro Virulensziibertragung beil
Agrobakterien in flilissigem Medium durchgefithrt und der
gleidhe Erfolg, wie auf festem Medium, erzielt., Eine Vie
rulenzibertragung von A. tumefaciens auf A, rhizogenes

ist auch bei Verwendung von virulentem A, rhizogenes als

Rezipient mbglich. Resultat ist in diesem Fall ein Bak=-
terium, das die Fghigkeit zur Tumorinduktion und die Fé-
higkeit zur Wurzelinduktion miteinander verbindet. Wihrend
die Eigenschaften, die Fédhigkeit zum Octopinabbau, Agro-
cin~-84~Resistenz, bei A. tumefaciens streng mit der Viru-
lenz gekoppelt sind, liegen sie beli A. rhizogenes nur ein
wenig stark gekoppelt vore.
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