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Effekt des Bodenbakteriums Pseudomonas veronii-like PAZ1
auf das Wachstum des White-Nose Erregers Geomyces destructans

in Antagonisten-Tests

Von Marcus Fritzg, T Lam HuonG PHaM, Berlin, und IRMTRAUD ZASPEL, Waldsieversdorf
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Abstract

Effect of the soil bacterium Pseudomonas veronii-like
PAZ1 on the growth of the White-Nose pathogen Geo-
myces destructans in antagonistic tests

For the first time, the interaction between soil bacteria
such as Pseudomonas and the in Germany isolated soil
fungus Geomyces destructans (Gd) has been investigated.
In-vitro antagonistic tests on several agar culture media
and at different pH values (from 3.5 to 8.5) indicated
clearly an inhibition of Gd growth caused by Pseudomo-
nas veronii-like PAZ1. In antagonist tests on mPDA agar
culture medium, the bacterium PAZ]1 inhibits totally the
growth of G. destructans.

Zusammenfassung

Die Wechselwirkung zwischen einem Bodenbakterium
aus der Gattung Pseudomonas und dem in Deutschland
isolierten Bodenpilz Geomyces destructans (Gd) wurden
zum ersten Mal in-vitro untersucht. Es wurde eine deutli-
che Hemmwirkung des Stammes Pseudomonas veronii-
like PAZ1 auf das Wachstum des Pilzes G. destructans
auf verschiedenen Agar-Medien und bei unterschiedli-
chen pH-Werten (3,5 bis 8,5) nachgewiesen. Auf modi-
fizierten PDA-Medien unterbindet das Bakterium PAZ1
das Pilzwachstum vollstdndig.
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1 Einleitung

Das White-Nose Syndrom (WNS) bei Fleder-
méusen ist eine epizootische Pilzerkrankung,
die seit 2006 in Nordamerika auftritt und unter
Fledermauspopulationen sehr grofle Verlus-
te ausgelost hat. Erreger ist der kiltelieben-
de Schlauchpilz Geomyces destructans (Gd)
BLEHERT & GARGAS, sp. nov. (BLEHERT et al.

2009), der Fledermiuse wihrend der Uberwin-
terungsphase befillt und nach bisherigen Er-
kenntnissen wichtige Funktionen der Haut zer-
stort und zu einer dramatischen epidemischen
Ausbreitung der Krankheit gefiihrt hat (CrRyan
et al. 2010, LorcH et al. 2011).

Einige in Europa tiberwinternde Fledermaus-
arten werden offenbar regelmiflig mit Geomy-
ces destructans befallen, wobei der Pilz vor
allem beim (GroBen) Mausohr (Myotis myotis)
nachgewiesen wurde (WiBBELT et al. 2010).
Bislang konnte jedoch in Europa kein ver-
gleichbares Fledermaussterben mit Gd direkt
in Verbindung gebracht werden (MARTINKOVA
et al. 2010, WiBBELT et al. 2010, PUECHMAILLE
et al. 2011), obwohl WARNECKE et al. (2012) bei
europdischen Gd-Isolaten sogar eine hohere
Pathogenitit als seine amerikanische Variante
nachgewiesen haben. Mikroorganismen sind in
der Lage, ihre Gestalt und physiologischen Ei-
genschaften relativ schnell zu dndern und sich
somit ihrer Umwelt entsprechend anzupassen.
Damit dndern sich auch die Wechselwirkun-
gen, die auf einzelne Vertreter wie Gd gerich-
tet sind. Durch das hohe Mutationsvermdgen
konnen auch relativ schnell neue pathogene Li-
nien entstehen. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass durch biotische oder abiotische
Umweltverdnderungen die europidische Gd-
Population eine hohere Pathogenitét erlangt,
die bei den heimischen Fledermausarten eine
dhnliche Krankheit auslosen kann. Die Unter-
suchung der mikrobiellen Begleitorganismen
sowie ihre abiotischen Einflussfaktoren kon-
nen helfen, den Krankheitsprozess der Infek-
tion von Fledermédusen zu verstehen und durch
gezielte Maflnahmen, z. B. den Einsatz von mi-
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krobiellen Antagonisten, die schddlichen Wir-
kungen von pathogenen Stimmen von Gd bei
Fledermdusen zu begrenzen. Die Suche nach
geeigneten Antagonisten sowie die Aufklarung
ihrer Wirkung und der Anwendungsbedingun-
gen konnen als préaventive Maflnahmen zum
Schutz der européischen Fledermauspopulati-
onen weiter entwickelt werden.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorlie-
genden Arbeit versucht, natiirliche Antagonis-
ten gegen die europiische Population von Gd
zu finden. Es ist bereits bekannt, dass unter Mi-
kroorganismen viele Vertreter natiirliche anta-
gonistische Wirkungen besitzen und eine Rolle
fiir den biologischen Pflanzenschutz spielen.
Bekannt sind Mikroorganismen mit fungizi-
der, insektizider oder herbizider Wirkung. In
unseren bisherigen Forschungsvorhaben be-
schéftigten wir uns mit der Erforschung der
Interaktion zwischen terrestrischen Mikroor-
ganismen und Pflanzen, z. B. der Erforschung
der kausalen Zusammenhinge zwischen den
Bodenmikroorganismen und dem Wachstum
von Spross und Wurzel, dem symbiotischen
Einfluss pflanzlicher Endophyten und deren
Sekundédrmetaboliten auf das Pflanzenwachs-
tum, bzw. die direkten antagonistischen Wir-
kungen auf Pflanzenpathogene (Puam et al.
2008, 2010, PuaM & ZaspeL 2011). Das Bak-
terienisolat Pseudomonas veronii-like PAZI
wurde aus dem Myzel des Erregers des Euro-
pdischen Erlensterbens Phytophthora alni iso-
liert und zeigte gegeniiber Erlenkeimpflanzen
eine wirksame wachstumsfordernde Wirkung.
In-vitro konnte durch dieses Bakterium eine
antagonistische Wirkung gegen verschiedene
Isolate von Phytophthora alni nachgewiesen
werden (KRUGER 2008). P. veronii-like PAZ1
produziert ca. 50 bekannte und neue Cycloli-
podepsipeptide (mit 9 Aminosduren und 3-hy-
droxydecanoic acid als Fettsdurenseitenkette)
der Viscosin-Gruppe, die antimikrobiell, anti-
biotisch, antiviral, antifungal, oder zytotoxisch
sein konnen (PHam et al. 2008, 2009, 2010,
PHaM & ZaspeL 2011). Wahrscheinlich spielen
einige dieser Cyclolipodepsipeptiden auch bei
der Interaktion zwischen Phytophthora alni
und dem Wirt Alnus glutinosa eine wichti-
ge Rolle. Eine Hemmwirkung des P. veronii-
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like PAZ1 konnte auch gegeniiber Chalara
fraxinea, dem Erreger des Eschensterbens in
Europa, nachgewiesen werden (PHAM & ZAs-
PEL 2012, noch nicht verdffentliche Ergebnis-
se). Aufgrund seiner breiten antagonistischen
Wirkung wurde in der vorliegenden Arbeit
der Bakterienstamm P. veronii-like PAZ1 fiir
die in-vitro Antagonistentests gewéhlt, um zu
tiberpriifen, ob auch gegeniiber einem europii-
schen Isolat von G. destructans die inhibieren-
de Wirkung gefunden werden kann.

2 Material und Methoden

Die Kultivierung von G. destructans und P.
veronii-like PAZ1 fiir die Antagonistentests
erfolgte bei 10 °C und auf drei Agar-Kultur-
medien: PDA (2,6 % Kartoffelstirke; 0.4 %
Glucose; 1,5 % Agar); mPDA (2,6 % Kartoffel-
stirke; 0,4 % Glucose; 0,15 % Hefeextrakt; 1,5
% Agar), M1 (1 % Malzextrakt; 0,4 % Glucose;
04 % Hefeextrakt; 1,5 % Agar). Die Kultur-
medien wurden vor der Sterilisation auf sechs
verschiedene pH-Werte 3.5; 4.5; 5,5; 6,5; 7,5
und 8,5 eingestellt. Fiir Kontroll-Platten wurde
ein Agar-Stiick (1 x 1 cm) aus der Gd-Mutter-
platte in die Mitte der angeimpften Agarplatten
platziert. Fiir die Antagonistentests wurde ein
gleich groBes Agar-Stiick in die rechte Platten-
Hilfte und ein Agar-Stiick aus der Kulturplatte
des Bakteriums in die linke Platten-Hilfte plat-
ziert. Der Geomyces destructans Stamm wur-
de bereits 2010 von Frau Dr. WiBBeLT (Leibniz-
Institut fiir Zoo- und Wildtierforschung Berlin)
zur Verfiigung gestellt.

3 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der Tests auf den drei Agar-
Kulturmedien (mPDA, M1 und PDA) und bei
sechs verschiedenen pH-Werten sind in Abb. 1
bis 3 dargestellt.

Gd wichst auf M1-Medium am besten, weni-
ger gut auf mPDA, und sehr schlecht auf PDA
(Abb. 1-3). Der Zusatz von Hefeextrakt (0,15
%), wie es bei mPDA der Fall ist, wirkt sich
positiv aus, im Vergleich zu dem reinen Medi-
um PDA. Auf dem aminosiure- und protein-
haltigen Medium M1 (mit 0,4 % Hefeextrakt)
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Abb. 1. Antagonistentest (12 Wochen Kultivierungszeit) auf mPDA-Kulturmedium bei pH-Werten 3,5; 4,5; 5,5;
6,5; 7,5 und 8,5 (von links nach rechts): obere Reihe: Kontrolle; untere Reihe: Antagonistentest (links: Bakterium
PAZ1; rechts: Pilz Gd).

Abb. 2. Antagonistentest (12 Wochen Kultivierungszeit) auf M1-Kulturmedium bei pH-Werten 3,5; 4,5; 5,5; 6,5;
7,5 und 8,5 (von links nach rechts): obere Reihe: Kontrolle; untere Reihe: Antagonistentest (links: Bakterium
PAZ1; rechts: Pilz Gd).

Abb. 3. Antagonistentest (12 Wochen Kultivierungszeit) auf M1-Kulturmedium bei pH-Werten 3,5; 4,5; 5,5; 6,5;
7,5 und 8,5 (von links nach rechts): obere Reihe: Kontrolle; untere Reihe: Antagonistentest (links: Bakterium
PAZI; rechts: Pilz Gd).
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wurde das beste Gd-Wachstum beobachtet.
Die enthaltenen Mono- und Disaccharide wie
Glucose und Maltose im M1-Medium forder-
ten das Gd-Wachstum zusitzlich stark, wie die
Ergebnisse zeigen. Auf reinem PDA-Medium
(ohne Hefeextrakt- und Zuckerzusatz) wichst
Gd sehr spirlich. Der Pilz wichst generell lang-
sam auf den kiinstlichen Medien. Das Kolonie-
wachstum auf PDA lag nach 12 Wochen bei
etwa 1,5 cm. Auf M1-Medium betrug es 5 bis 6
cm und auf mPDA lagen die Koloniedurchmes-
ser bei 3,5 bis 4,5 cm. Im Unterschied zu den
Medien hatten die unterschiedlichen pH-Werte
keinen groflen Einfluss auf das Gd-Wachstum.
Das sichtbar beste Pilzwachstum wurde in pH-
Bereichen von 4,5 bis 6,5 beobachtet, d.h. im
leicht sauren bis sauren Bereich, was fiir Pilze
auch iiblich ist.

Bei allen Platten, in denen neben Gd auch
der Bakterienstamm PAZ1 kultiviert wurde,
zeigten sich eindeutige Hemmzonen. Auf M1
(Abb. 2) sind die durch P. veronii-like PAZI1
gebildeten Hemmzonen sehr gut zu erkennen.
Der Pilz konnte auf M1-Medium zwar noch gut
wachsen, die Koloniegrofie war aber durch das
Bakterium eingeschrinkt. Im Test auf mPDA
(Abb. 1) wurde das Wachstum des Gd durch
das Bakterium sehr stark bis vollstindig ge-
hemmt, so dass das Pilzmyzel keine Entwick-
lungsméglichkeit hatte.

Es wird angenommen, dass die Sekundérme-
taboliten (Cyclolipodepsipeptide) des Bakteri-
ums P. veronii-like PAZ1 die hemmende Wir-
kung auf das Wachstum des Gd verursachen.
Daher ist fiir die weitere Untersuchung geplant,
diese Cyclolipodepsipeptide zu isolieren und
mit Einzelkomponenten Tests gegen Gd durch-
zufiihren.

Weiterhin soll untersucht werden, ob andere
Bakteriengruppen oder generell andere Mikro-
organismen, die z.B. aus den Winterquartieren
isoliert werden konnen, antagonistisch auf den
Pilz Gd wirken. Erste Untersuchungen aus den
USA zeigen, dass dieser Weg erfolgreich sein
kann. In Proben von getoteten, infizierten Fle-
dermiusen in den USA wurden Bakterien in
unmittelbarer Umgebung der Gd-Hyphen fest-

gestellt. Es wurden dabei aber bisher keine be-
kannten pathogenen Arten identifiziert (CHA-
TURVEDI et al. 2010, AMELON & KNUDSEN 2010).
Auch Barrow et al. (2009) berichteten tiber
Bakterien, die zusammen mit zwei Pilzarten
(Rhizopus sp., Paeciliomyces sp.) aus der Nase
und Flughaut zweier Grofler Hufeisennasen
(Rhinolophus ferrumequinum) isoliert wurden.
Es gibt bisher jedoch keine Erkenntnisse, wel-
che Rolle diese Bakterien spielen (CryaN et al.
2010). Derzeit laufen bereits Untersuchungen,
ob es weitere Bakterienarten gibt, die als na-
tiirlicher Antagonist auch Wirkstoffe produzie-
ren, die den Pilz hemmen (AMELON & KNUDSEN
2010).

4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse unserer in-vitro Antagonis-
tentests haben einen Losungsweg aufgezeigt,
dass es tatsdchlich moglich ist, natiirliche An-
tagonisten zu finden, die das Wachstum des
Gd und/oder die schidlichen Wirkungen von
Pathogenen auf Fledermiusen limitieren. In-
wieweit P. veronii-like PAZ1 fiir MaBnahmen
gegen den Gd-Befall auf Fledermiusen genutzt
werden kann, muss weiter untersucht werden.
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