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1 Abstract

Drosera is a genus of carnivorous plants, with adhesive traps which is used in
pharmacy due to its antimicrobial properties. It is still unclear which chemical
compounds are responsible for this effect, where in the plant these compounds are
localised, and if there are relevant differences between known species of Drosera.
This study investigates the antimicrobial properties of the trapping mucilage in
Drosera madagascariensis and Drosera oblanceolata.

Cell counts were determined by fluorescent staining in vivo with DiOCg(3) and by
cultivation on Plate-Count-Agar, whereby bacteria, yeasts and mould were
distinguished. Plants were studied both without treatment and after inoculation with a
suspension of intestinal bacteria and Saccharomyces cerevisiae. This study was
powered to detect a difference in cultivable cells between the two species before

treatment.

The cell count in Drosera madagascariensis was higher than in Drosera oblanceolata.
This difference was exclusively caused by non-cultivable microbes. Only a tiny

minority of microbes could be cultivated.

Inoculation of the trapping mucilage with bacteria and yeasts resulted in a distinct but
not necessarily significant increase in cell counts which, however, decreased again
over one week, sometimes even below the baseline value. Cultivation experiments
suggest that some of the inoculated cells perish within less than 15 minutes though
they can be still detected by fluorescence microscopy, especially in Drosera

oblanceolata.

All Droseacaeae are known to produce antimicrobial compounds, however, the
effects differ significantly between species, which are most likely caused by
guantitative and qualitative differences between antimicrobial compounds, caused by

different ecological pressures.

Keywords: adhesive trap, trapping mucilage, Drosera oblanceolata, Drosera

madagascariensis, fluorescence staining, plate count agar, cell count;



2 Zusammenfassung

Drosera ist eine Gattung karnivorer Klebfallenpflanzen, die, unter anderem wegen
ihrer antimikrobiellen Wirkung, pharmazeutisch verwendet wurde. Dabei ist teilweise
unklar, welche Inhaltsstoffe fur die Wirkung verantwortlich sind, in welchen Teilen der
Pflanze sie zu finden sind, und ob sich die bekannten Arten bezlglich ihrer Wirkung
unterscheiden. Diese Arbeit untersucht die antimikrobielle Wirkung des Fangschleims
in Drosera madagascariensis und Drosera oblanceolata.

Die Keimzahl wurde mittels Fluoreszenzfarbung mit DiOCs(3) und durch Kultur auf
Plate-Count-Agar bestimmt, dabei wurde zwischen Bakterien, Hefen und
Schimmelpilzen differenziert. Untersucht wurden sowohl unbehandelte Pflanzen als
auch Pflanzen nach Inokulation mit Darmbakterien und Saccharomyces cerevisiae.
Die StichprobengroRe ermdglichte den Nachweis eines Unterschiedes der

Gesamtzahl kultivierbarer Keime zwischen den beiden Arten.

Die Keimzahl im Fangschleim von Drosera madagascariensis ist héher als in Drosera
oblanceolata. Dieser Unterschied ist ausschliellich auf nicht kultivierbare
Mikroorganismen zuriickzufihren. Nur ein sehr geringer Anteil der Mikroorganismen

ist kultivierbar.

Die Inokulation des Fangschleims mit der Bakterien- und Hefesuspension fiihrt zu
einem deutlichen, aber nicht immer signifikanten Anstieg der Keimzahl, der im Verlauf
einer Woche, teilweise sogar unter den Ausgangswert, wieder absinkt. Die
Kulturversuche lassen vermuten, dass einige inokulierte Zellen bereits innerhalb von
15 Minuten absterben, obwohl sie mikroskopisch noch nachweisbar sind. Dieser

Effekt tritt besonders bei Drosera oblanceolata auf.

Auch wenn alle Droseraceen antimikrobielle Substanzen bilden, unterscheidet sich
die antimikrobielle Wirkung unter den Arten. Als Ursache kommen unterschiedliche
keimhemmende Substanzen in Abhangigkeit von den unterschiedlichen Habitaten in

Frage.

Schlagworte: Klebfalle, Fangschleim, Drosera oblanceolata, Drosera madagascariensis,

Fluoreszenzfarbung, Plate Count Agar, Keimzahlbestimmung;



3 Einleitung

3.1 Die Gattung Drosera

Die Gattung Drosera, der Sonnentau, umfasst karnivore Pflanzen mit
beweglichen (aktiven) Klebfallen. Drosera zahlt wie die Gattungen Aldrovanda
und Dionaea zur Familie der Droseraceae. Aldrovanda und Dionaea sind
ebenfalls karnivore Gattungen, fangen ihre Beute jedoch mit Klappfallen
(Barthlott et al., 2004; Williams et al., 1994).

Die Gattung Drosera ist nach neuesten Daten die grof3te Gattung karnivorer
Pflanzen mit zumindest 250 Arten, noch vor Utricularia (Familie
Lentibulariaceae) mit mehr als 230 Arten (Fleischmann et al., 2018). Sie
kommt fast weltweit vor, mit der hochsten Artendichte in Australien (D’Amato,
1998). Meist bevorzugt die Gattung saisonal feuchte Sandflachen, besiedelt
aber auch Moore und Stumpfe (Barthlott et al., 2004).

Die Sonnentaugewachse bilden aufrechte Krauter, Rosetten- und
Kletterpflanzen aus. Die eigentlichen Fangstrukturen befinden sich auf dem
Blatt, das spezielle multizellulare Drusen, die sogenannten Tentakel, besitzt,
die an ihrer Spitze einen Fangschleim bilden (Braem, 2002; Peroutka et al.,
2008; Adlassnig et al., 2010a).

3.2 Fangschleim

Die Blattspreite ist mit zahlreichen Emergenzen, den Tentakeln, besetzt. An
der Spitze des Driusenkdpfchens dieser mehrzelligen, gestielten Drisen wird
ein klebriger Fangschleim abgesondert, mit dessen Hilfe die Beute angelockt,
gefangen und schliel3lich erstickt wird (Braem, 2002, Barthlott et al., 2004).



Abb. 1: a: Tentakelstiel mit Tentakelkdpfchen bei Drosera sp.; b: Detail Tentakelkdpfchen

Der Schleim ist eine schwach saure (pH 5), hochviskose Ldsung von
verschiedenen Inhaltsstoffen in Wasser. Anorganische Inhaltsstoffe umfassen
bei D. capensis Kalzium, Magnesium, Kalium und Natrium (Rost & Schlauer,
1977). Polysaccharide aus Arabinose, Xylose, Galactose, Mannose und
Glucuronsaure sind mit Methylestern, Alkylketten und myo-Inositol verkntipft,
die fur die einzigartigen Klebeeigenschaften des Fangschleims verantwortlich
sein sollen (Gowda et al., 1982; Gowda et al., 1983; Adlassnig et al., 2010g;
Kokubun, 2017). Enzyme wie Esterasen, Phosphatasen, Ribonucleasen,
Chitinasen und Peptidasen dienen der Verdauung (Barthlott et al., 2004;
Peroutka et al., 2008). Proteasen wie Droserasin, konnen auf3erdem das
mikrobielle Wachstum hemmen, mit biologischen Membranen interagieren

und die Grol3e von Lipidvesikel beeinflussen (Sprague-Piercy et al., 2020). Die



meisten stickstoff- oder phosphorhaltigen Makromolekiile der Beute kdnnen
somit in wasserlosliche, gut pflanzenverfigbare Bruchstiicke aufgespalten
werden. Die Nahrstoffabsorption erfolgt Gber die Drisen durch Endocytose,
sowie aktive und passive Diffusion (Adlassnig et al., 2012). Anders als bei
vielen anderen karnivoren Pflanzen gibt es keine Hinweise, dass Bakterien
oder andere Symbionten am Verdauungsprozess beteiligt waren. Angesichts
der reichlichen Verfugbarkeit von Nahrstoffen und Wasser wéahrend der
Verdauung liegen somit keimhemmende Eigenschaften des Fangschleims

nahe.

3.3 Droserain der Pharmazie

Drosera rotundifolia L. diente urspringlich als Stammpflanze fir die
Arzneidroge Droserae Herba. Aufgrund von Moortrockenlegungen kam es zu
Problemen bei der Drogenbeschaffung, weshalb verschiedene Monographien
(zusammengefasst bei Krenn & Kartnig, 2005) auf die anderen heimischen
Arten Drosera intermedia HAYN. und Drosera anglica HUDS. auswichen.
Diese Pflanzen stehen in vielen europaischen Landern mittlerweile unter
strengem Naturschutz und durfen dort nicht mehr gesammelt werden.
Die derzeitigen Hauptbezugsquellen fir Droserae Herba sind die asiatische
Drosera peltata THUNB. und auch die in dieser Arbeit verwendete afrikanische
Drosera madagascariensis DC. (Krenn & Kartnig, 2005). Da aber die
Drogenbeschaffung trotzdem nicht vollumféanglich gewahrleistet ist, kommt der
Sonnentau nur noch selten zum Einsatz. Aktuell gibt es in Osterreich keine
Fertigarzneimittel [Stand 10. Februar 2022, 13:45 https://medikamio.com/], die
Drosera-Extrakte beinhalten. Die pharmazeutisch verwendeten Drosera-Arten
unterscheiden sich quantitativ und auch qualitativ in ihrem Wirkstoffspektrum
(Krenn & Kartnig, 2005), zudem ist das Extraktionsverfahren haufig kaum
nachvollziehbar. Die Vergleichbarkeit der vorliegenden Studien ist daher in der
Regel nicht gegeben. Derzeit existieren keine offiziellen Vorschriften zu der
Droge, Verfalschungen und Wirkstoffgehélter sind daher nicht klar definiert
(Czygan & Hiller, 2002).

In der Monographie aus dem Jahre 1984 der Kommission E, sowie fir die
Herba-Droge, wird die Verwendung der getrockneten ober- und unterirdischen



Teile verschiedener Drosera-Arten vorgeschrieben, die tatsachlich
verwendeten Arten wurden meistens jedoch nicht angegeben (Czygan &
Hiller, 2002). In der Homdopathie werden die frischen ganzen Pflanzen von
Drosera rotundifolia, Drosera intermedia und Drosera anglica zu Beginn der
Blutezeit fur die Herstellung der Urtinktur verwendet. Auch im
Homadoopathischen Arzneibuch sind die Wirkstoffgehalter nicht vorgeschrieben

(Homoopathisches Arzneibuch, 2011).

3.3.1 Inhaltsstoffe, Wirkung und Anwendung

Der Beitrag der einzelnen Inhaltsstoffe ist noch nicht abschliel3end geklart, als
aktive Bestandteile werden die 1,4 Naphthochinonderivate Droseron,
7-Methyljuglon, Isoshinanolon und Plumbagin vorgeschlagen (Czygan &
Hiller, 2002). In Drosera madagascariensis sind aul’erdem die
Flavonoidderivate Hyperosid, Isoquercitrin, Quercetin, Myricetin-3-O-
galaktosid, Myricetin und das Polyphenol Ellagsaure enthalten (Kolodziej et
al., 2002; Krenn & Paper, 2004; Krenn & Kartnig, 2005).

Die Pflanze wirkt spasmoyltisch, antitussiv, antianaphylaktisch,
antiphlogistisch beziehungsweise antiinflammatorisch, zytostatisch und
allgemein antimikrobiell, aber auch antifungal und antibakteriell (H6lzl &
Schwarze, 1998; Legendre & Darnowski, 2018). In erster Linie wird der
Sonnentau bei Atemwegserkrankungen, insbesondere bei Bronchitis, Krampf-
und Reizhusten, eingesetzt (Czygan & Hiller, 2002). Volksmedizinisch wurde
mit dem Saft und Krautauszug der Drosera Tuberkulose, Epilepsie und
Arteriosklerose aber auch Warzen und Hihneraugen behandelt. Eine Tinktur
aus frischem Pflanzenmaterial soll aufgrund ihres Enzymgehalts als

Verdauungsmittel und bei Vollegefuhl wirken (Holzl & Schwarze, 1998).
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4 Fragestellung

Die vorliegenden Daten zur pharmazeutischen Verwendung von Drosera an
Menschen stammen ausschlie3lich aus der klinischen Routine. Mangels
kontrollierter klinischer Studien liegen keine validen Daten zu den wirksamen
Pflanzenteilen beziehungsweise zu den chemischen Inhaltsstoffen vor; auch
Unterschiede zwischen den einzelnen Drosera-Arten wurden bis jetzt nur

unzulénglich charakterisiert.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich ausschliel3lich auf die antimikrobielle
Wirkung des Fangschleims und testet die Hypothese einer unterschiedlichen
Wirkung bei zwei ausgewahlten Drosera-Arten: Drosera madagascariensis
wachst im tropischen Afrika und ist eine der pharmazeutisch bedeutendsten
Arten. Drosera oblanceolata, endemisch in Hong Kong, ist Drosera
madagascariensis morphologisch ahnlich und steht ihr systematisch sehr
nahe (Subgenus Drosera, Sektion Drosera), wachst aber unter vollig anderen

Okologischen Verhaltnissen (Lowrie & Nunn, 2017).

Das priméare Ziel dieser Diplomarbeit ist der Nachweis des Unterschiedes der
mikrobiellen Wirkung des Fangschleims zwischen Drosera madagascariensis

und Drosera oblanceolata.
Die sekundaren Ziele sind:

e Um zwischen kultivierbaren und nicht-kultivierbaren Mikroorganismen
zu differenzieren, wird eine mikroskopische Fluoreszenzfarbemethode

mit konventioneller Kultivierung verglichen.
e Vergleich pro- und eukaryotischer Mikroorganismen.

o Bakterizide/bakteriostatische  Wirkung des Fangschleims im

Inokulationsversuch.

Zur Erreichung des primaren Zieles wurde die erforderliche StichprobengrolRe

statistisch in Vorversuchen ermittelt.

11



5 Material und Methoden

5.1 Pflanzenmaterial

Alle getesteten Pflanzen der Arten Drosera madagascariensis und Drosera
oblanceolata wurden von der Botanischen Sammlung der Hoheren
Bundeslehr- und Forschungsanstalt fiir Gartenbau und den Osterreichischen
Bundesgarten Schonbrunn, Wien, Osterreich kultiviert. Fur den Zeitraum der
Vorversuche und der Experimentserie waren alle Versuchspflanzen
gemeinsam in Kulturwannen am selben Standort in den Glashausern des
neuen Biozentrums, University of Vienna Biology Building, Djerassiplatz 1,

untergebracht. Dort wurden die Pflanzen im Kalthaus unter Starklicht bei hoher

Luftfeuchte versorgt.

Abb. 2: A: Versuchspflanzen auf dem Kultivierwagen im Glashaus des Vienna Biology Building;
B: Testpflanzen in der Transportbox flr die Laborversuche; a: D. madagascariensis, b: D. oblanceolata

5.2 Schatzung der Stichprobengrofie

Da die Schleimproduktion als wesentliches Merkmal der vegetativen Fitness
der Pflanze entscheidend ist, wurden Vorversuche mit den Arten Drosera
admirabilis, Drosera madagascariensis und Drosera oblanceolata gemacht.

12



AulBerdem wurde damit auch die fiur das Versuchsdesign passende

Stichprobengrol3e ermittelt.

Dafur wurden im ersten Schritt Ausstriche des Schleims eines ganzen
Drosera-Blattes gelost in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) auf Plate-
Count-Agar-Platten (siehe Kapitel 5.4) gemacht. Im Unterschied zu dem
endgultigen Testdesgin wurden im Rahmen der Vorversuche auch zehn- und
hundertfache Verdiinnungen ausplattiert, die sich jedoch aufgrund der
geringen Keimzahl als nicht erforderlich erwiesen. Darlber hinaus wurde die
absolute Keimzahl in vivo mittels Fluoreszenzfarbung (siehe Kapitel 5.5)

bestimmt.

Beim Kulturvorversuch wurde zur ersten Schatzung von Mittelwert und
Standardabweichung eine Stichprobengréf3e von drei Wiederholungen pro Art
und Ansatz, bei der Fluoreszenzfarbung zehn Wiederholungen pro Art
gewahlt. Die erforderliche StichprobengréRe wurde sodann unter Annahme
einer Normalverteilung mittels des ,power twomeans“-Befehls von Stata (siehe
Kapitel 5.6) auf Basis von Mittelwert und Standardabweichung geschatzt.
Gesucht wird jene StichprobengroRe, die einen signifikanten Nachweis
(p<0,05) des Unterschiedes der Keimzahlen von Drosera madagascariensis
und Drosera oblanceolata mit einer Power von 80 Prozent erméglicht. Die fir
das endgultige Versuchsdesign erforderlichen Stichprobengréf3en sind in den

Tabellen 1 und 2 zu enthnehmen.

Tab 1: Kulturversuch [Kultivierbare Einheiten pro Blatt]

D. madagascariensis D. oblanceolata
Mittelwert 533,3 3933,3
Standardabweichung 52,0 515,0
Er_forderliche ) 3 3
Stichprobengrofle

Tab 2: Fluoreszenz [Angefarbte Zellen pro Tentakel]

D. madagascariensis D. oblanceolata
Mittelwert 158,5 445,1
Standardabweichung 136,7 304,5
Erforderliche
Stichprobengroile 13 13

13



Da der Nachweis einer Normalverteilung der Stichproben nicht erbracht wird,

wird sicherheitshalber eine gréRere Stichprobe von n=20 gewahlt.

5.3 Aufbau der Versuchsserie

Das primare Studienziel ist der Nachweis von Unterschieden in der Mikroflora
des Schleims bei verschiedenen Drosera-Arten. Die antimikrobielle Wirkung
des Schleims wird zunachst bei unbehandelten Pflanzen aus dem Glashaus
untersucht (Versuchsserie T1). Um die Dynamik der antimikrobiellen Wirkung
zu testen, wird in einer zweiten Versuchsserie (Versuchsserie T2) eine
definierte Konzentration einer Bakterien-Hefesuspension (siehe Kapitel 5.3.1)
auf die Pflanze und ihre Blatter gebracht (Inokulation). Dabei wird die Keimzahl
auf den Blattern der Pflanze sofort (T2) und nach einer Woche (T3) verglichen,
um die Keimzahl im Zeitverlauf zu verfolgen. Die Keimzahl wird dabei

mikroskopisch pro Tentakel und tGber einen Nahrboden pro Blatt bestimmit.

Die Messungen der drei Versuchsserien erfolgt somit zu drei Zeitpunkten:

e T1 - Unbehandelt: Die unbehandelten Pflanzen.

e T2 - Behandelt: Die Pflanzen werden mit einer
Hefe-Bakteriensuspension eingespriuht (Inokulation) und direkt (< 10
Minuten) untersucht.

e T3 - Behandelt (1 Woche): Die behandelten Pflanzen werden nach

sieben Tagen im Glashaus ein weiteres Mal untersucht.

Es wurden nur Blatter mit einer deutlichen Schleimbildung beprobt. Zuséatzlich
wurden folgende Parameter erfasst: Blattfliche (mm?2), durchschnittliche
Tentakelanzahl, ob sich Beute auf den Blattern befindet und fiur die
mikroskopischen Untersuchungen, ob die einzelnen Tentakel Schleim gebildet

haben.

5.3.1 Hefe-Bakteriensuspension

Fur die Inokulation werden die Pflanzen mit einer Suspension aus
Darmbakterien (Prokaryoten) und Hefen (Eukaryoten) bespriht. Die
Konzentration der Suspension wird so gewahlt, dass die im Vorversuch

gefundene Keimzahl deutlich Uberschritten wird, die Auszahlbarkeit der

14



Kolonien beziehungsweise der Zellen aber trotzdem gewabhrleistet bleibt. Fur
die Hefesuspension wird ein handelsiblicher Germwirfel (Mautner Markhof
Frischgerm, 42g) und fur die Bakteriensuspension MULTIflora®
Stressmanager (Genericon Pharma) verwendet, welches die in Tabelle 3

angefuhrten Bakterienstamme enthélt.

Tab. 3: Bakterienstdamme in MULTIflora® Stressmanager

Bifidobacterium bifidum W23 Bifidobacterium breve W25
Bifidobacterium lactis W51 Bifidobacterium longum W108
Lactobacillus acidophilus W22 Lactobacillus casei W56
Lactobacillus plantarum W21 Lactobacillus salivarius W24
Lactobacillus salivarius W57 Lactococcus lactis W19

Angestrebt wird eine Dichte von maximal 100 Kulturen pro Platte. Die
Bakteriensuspension enthalt 7,5:10° Zellen (zuziglich Hilfsstoffe) pro 3 g
Packung; der Germwuirfel 1,7<10%° Zellen pro Gramm. Ein SpriihstoR zerstaubt
150 pL, bei einer Entfernung von 10 cm wird eine Flache von 71 cm? benetzt.
Die geschéatzte Flache eines Blattes betragt 0,25 cm2. Somit ergibt sich die
folgender Herstellungsprozess: Zunachst werden zwei Stammsuspensionen
hergestellt: Hefe-Stammlésung 1 g/L und Bakterien-Stammldésung 3 g/L.
Daraus werden 50 ml Sprihsuspension zubereitet: 0,1 ml Hefe-
Stammsuspension, 0,25 ml Bakterien-Stammsuspension, 5 ml PBS

(Zusammensetzung siehe Tab. 4) und 44,65 ml autoklaviertes Wasser.

Um zu kontrollieren, ob aus der Probesuspension Kolonien wachsen, wird eine
1:200 Verdunnung auf Plate-Count-Agar-Platten aufgespriht und zwei Tage

bei Raumtemperatur (21,5 °C) bebritet.

Tab. 4: Zusammensetzung PBS pro Liter

Substanz Menge pro Liter
Natriumchlorid 8,09
Kaliumchlorid 0,29
Dinatriumhydrogenphosphat 1,449
Kaliumdihydrogenphosphat 0,24 ¢

15



5.4 Fangschleim der Drosera-Tentakel auf Nahrbdden

In allen Kulturversuchen wird der universell einsetzbare Plate-Count-Agar

(Merck-Millipore) verwendet.

Tab. 5: Zusammensetzung Plate-Count-Agar (Merck-Millipore), Spezifikation gemaf ISO 4833,
ISO 17410

Caseinpepton 5g/L
Hefeextrakt 2,59/l
Glucose 1g/L

Agar 9-18 g/L
Wasser 1000 mL/L
pH bei 25 °C 7,0+0,2

Der kommerziell erhaltliche Nahrboden wird in Wasser suspendiert, der pH-
Wert wird mit Natronlauge und Salzsaure eingestellt und der Agar durch

Autoklavieren bei 124 °C fur 20 Minuten gelost.

Um etwaige Hefe- von Bakterienkolonien zu unterscheiden, werden zwei Arten
von N&hrbdden hergestellt: Plate-Count-Agar mit und ohne Zusatz eines
Breitbandantibiotikums. Dafur werden 20 mg Tetracyclin HCI (Carl Roth) in
100 ml Wasser gelost. Ein Teil des ausgekihlten PCA wird mit dieser
Stammlosung  gemischt, um  eine  Antibiotikakonzentration  von

2 mg Tetracyclin HCL in einem Liter Agar zu erhalten.
Pro Petrischale werden ungefahr 15 ml Agar eingefuillt.

20 Blatter je Drosera-Art der Zeitpunkte T1, T2 und T3 werden mit jeweils
0,5ml steriler PBS-L6ésung mittels Vortexmischer etwa 30 Sekunden
geschiittelt. Von diesen 0,5 ml PBS-Ldsung mit Fangschleim werden jeweils
20 pl auf Nahrbéden mit und ohne Antibiotikazusatz ausplattiert.

Die Platten werden zwei Tage bei Raumtemperatur von 21,5 °C bebrtet, die
kultivierbaren Herde anschliel3end ausgezahlt. Da fir Nahrbdden mit und ohne
Tetracyclin die gleiche Suspension verwendet wird, kann angenommen
werden, dass auf beiden Nahrboden die gleiche Anzahl tetracyclinresistenter
Hefe wachst. Die Bakterienzahl ergibt sich somit aus der Differenz der

Keimzahlen auf Platten mit und ohne Tetracyclin.
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Die Blattflache wird mithilfe eines Millimeterpapiers ausgewertet. Somit
konnen die ausgezahlten Herde in Relation zur Blattflache gestellt und
verglichen werden. Hyphenbildende Pilze, in der Folge Schimmel genannt,
werden gesondert ausgezahilt.

5.5 Fluoreszenzmikroskopie der Keime im Drosera-Schleim

Die Fluoreszenzmikroskopie wird an der Core Facility Cell Imaging und
Ultrastructure Research (CIUS) der Universitat Wien, Mitglied von

Vienna Life-Science Instruments (VLSI), durchgefihrt.

Fur die Untersuchung der Mikroorganismen in den Schleimen der Drosera-
Tentakel werden je Art und Versuchsreihe jeweils 20 einzelne Tentakel mit
sichtbaren, intakten Schleimtropfchen ausgesucht. Die zuvor gereinigten und
autoklavierten Objekttrager werden mit einer 12,5 pM DiOCs(3)-LOsung
benetzt und die von dem Blatt abgetrennten Tentakel direkt in die Flissigkeit
gelegt. Nach einer Einwirkzeit von zehn Minuten werden die Tentakel

mikroskopiert.

DiOCs(3) ist ein positiv geladenes Molekil, das durch die Plasmamembran
permeiert und diese farben kann. Je nach Konzentration und
Membranpotenzial der Zielzellen lagert es sich in den Mitochondrien, dem
Endoplasmatischen Retikulum und anderen Zellmembranen an. Somit kdnnen
lebende, sowohl pro- als auch eukaryotische Organismen detektiert werden
(Sabnis et al., 1997).

Die Fluoreszenz der Praparate wird mit einem Lichtmikroskop
(Nikon Eclipse Ni) im Fluoreszenzmodus mit der Nikon DS-Ri2 Kamera
dokumentiert. Der Farbstoff fluoresziert tirkis bis grin, wenn er mit blauem
Licht angeregt wird. Das Absorptionsmaximum von DiOCs(3) in Methanol liegt
bei 484 nm, das Emissionsmaximum bei 501 nm (Sabnis et al., 1997). Um den
Fluoreszenzfarbstoff nachzuweisen, wird der ,FITC“-Filterblock verwendet.
Dieser Filter bestrahlt mit einer Wellenlange zwischen 465 und 495 nm und
l&sst Emissionen von 512 bis 558 nm durch. Um die Tiefenschéarfe zu erhdhen,
wird die Realtime Extended Depth of Focus Funktion der NIS-element

Software verwendet.
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Die angefarbten Mikroorganismen werden anschlieBend visuell mittels

Photoshop CS6 ausgezahlt.

5.6 Datenanalyse

Die erhobenen Daten werden statistisch mittels der Software Stata, Version
14.2, ausgewertet und grafisch dargestellt.

Die Analyse ist durch die Verwendung von Do-Files reproduzierbar. Alle
verwendeten Befehle, Ergebnisse und gegebenenfalls Kommentare werden in

einer Log-File gespeichert. Diese ist im Anhang 9.3 ersichtlich.

Alle  erhobenen Werte werden mittels arithmetischen  Mittels,
Standardabweichung, erste und dritte Quartile, Median und Stichprobengrol3e
zusammengefasst. Da eine Normalverteilung nicht angenommen werden
kann, werden sowohl der T-Test als auch nicht-parametrische Tests (Mann-
Whitney-Test) zum Nachweis von Unterschieden eingesetzt. P < 0,05 wird als
signifikant betrachtet, p < 0,01 als hoch signifikant und p 20,05 und <0,1 als
borderline nicht signifikant. Die graphische Darstellung erfolgt mittels Boxplots.
Da die Werte um mehrere GroéRenordnungen differieren, wird eine
logarithmische Darstellung gewahlt. Bei der Auswertung der Agarplatten
werden zwei Analysesets gebildet. Das eine umfasst alle vorhandenen
Proben, das zweite nur jene ohne Beute. Der Vergleich der beiden

Analysesets diente als Sensitivitatsanalyse.

Alle berechneten Kennzahlen sind in Tabellen dargestellt. Im Flie3text wird
Mittelwert + Standardabweichung sowie das Ergebnis des Mann-Whitney-Test

dargestellt.
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6 Ergebnisse

Bei den Versuchsserien werden sowohl Blatter mit als auch ohne Beute
beprobt. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen, werden jedoch in der
statistischen Analyse ausschlie3lich beutelose Blatter gewertet. Auf3erdem
erfolgt die Auswertung der Keimzahl sowohl pro Blatt als auch pro Blattflache
in Quadratmillimeter, da Drosera oblanceolata gréRere Blatter als Drosera
madagascariensis besitzt. Fur die Korrelation von mikroskopisch erfassten
Mikroorganismen und den Kulturen auf den Agarplatten wird die

durchschnittliche Tentakelanzahl pro Blatt erfasst.

6.1 Auswertung der Agarplatten

6.1.1  Bakterien (Tetracyclin-sensitive Mikroorganismen)

6.1.1.1 Bakterien pro Blatt

Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
10000

1000 g

o Pl s

104

Bakterien / Blatt

Unbehandelt Behandelt Behandelt (1 Woche) Unbehandelt Behandelt Behandelt {1 Woche)

Abb. 3: Gegenlberstellung der beiden Pflanzenarten je nach Behandlung; Bakterien pro Blatt.

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 7) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 231 + 325 Bakterien pro
Blatt. Nach der Inokulation sinkt die Keimzahl auf 125 + 276 pro Blatt; die

Veréanderung ist signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl
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weiter auf 3+9. Diese Verdnderung ist sowohl im Vergleich zum

Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis 71 £ 98 Bakterien pro Blatt. Nach der Inokulation steigt die
Keimzahl auf 77 £ 58 pro Blatt; die Veranderung ist nicht signifikant (MW-
Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 3 £ 8. Diese Veranderung ist
sowohl im Vergleich zum Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung
hoch signifikant.

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 3) ist im unbehandelten Zustand
signifikant. Unmittelbar nach der Inokulation ist der Unterschied borderline
nicht signifikant. Nach einer Woche ist keine Signifikanz festzustellen.

6.1.1.2  Bakterien pro Quadratmillimeter

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 8) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 6 +8 Bakterien pro
Quadratmillimeter. Nach der Inokulation sinkt die Keimzahl auf 5+ 10 pro
Quadratmillimeter; die Veranderung ist signifikant (MW-Test). Nach einer
Woche sinkt die Keimzahl weiter auf 0,1 + 0,3. Diese Veranderung ist sowohl
im Vergleich zum Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung hoch

signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis 3 * 4 Bakterien pro Quadratmillimeter. Nach der Inokulation
steigt die Keimzahl auf 5 = 4 pro Quadratmillimeter; die Veranderung ist nicht
signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 0,1 + 0,3.
Diese Veranderung ist sowohl im Vergleich zum Ausgangswert als auch zum

Wert nach Behandlung hoch signifikant.
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Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
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=

Unbehandelt Behandelt Behandelt (1 Woche) Unbehandelt Behandelt Behandelt {1 Woche)

Abb. 4: Gegenuberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Bakterien pro mm?2

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 4) pro Quadratmillimeter Blattfache ist
im unbehandelten Zustand nicht signifikant. Unmittelbar nach der Inokulation
ist der Unterschied signifikant. Nach einer Woche ist keine Signifikanz

festzustellen.

6.1.2 Hefen

6.1.2.1 Hefen pro Blatt

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 7) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 536 + 1249 Hefen pro Blatt.
Nach der Inokulation sinkt die Keimzahl auf 458 + 1354 pro Blatt; die
Veranderung ist nicht signifikant (MW- Test). Nach einer Woche sinkt die
Keimzahl weiter auf 247 + 806. Diese Verédnderung ist sowohl im Vergleich

zum Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung nicht signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand keine Hefen
auf Drosera madagascariensis. Nach der Inokulation steigt die Zahl der
Kolonien auf 137 + 265 pro Blatt; die Veranderung ist hoch signifikant (MW-
Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 128 +244. Diese

21



Veranderung ist im Vergleich zum Ausgangswert signifikant, im Vergleich zum

Wert nach der Behandlung jedoch nicht signifikant.

Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
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Abb. 5: Gegenlberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Hefen pro Blatt

Der Unterschied der Hefeanzahl zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 5) pro Blatt ist im unbehandelten
Zustand hoch signifikant. Unmittelbar nach der Inokulation ist der Unterschied
zwischen den Arten nicht signifikant. Auch nach einer Woche ist keine

Signifikanz festzustellen.

6.1.2.2  Hefen pro Quadratmillimeter

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 8) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 13 +£26 Hefen pro
Quadratmillimeter. Nach der Inokulation steigt die Keimzahl auf 19 + 59 pro
Quadratmillimeter; die Veranderung ist nicht signifikant (MW-Test). Nach einer
Woche sinkt die Keimzahl auf 10 + 30. Diese Verédnderung ist sowohl im
Vergleich zum Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung nicht
signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis keine Hefe pro Quadratmillimeter. Nach der Inokulation
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steigt die Hefeanzahl auf 7 £ 14 pro Quadratmillimeter; die Veranderung ist
hoch signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 6 + 11.
Diese Veranderung ist im Vergleich zum Ausgangswert signifikant, im
Vergleich zum Wert nach der Behandlung jedoch nicht signifikant.

Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
1000

100 °

10

Hefen / mm?2

Unbehandelt Behandelt Behandelt (1 Woche) Unbehandelt Behandelt Behandelt {1 Woche)

Abb. 6: Gegenuberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Hefen pro mm?

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 6) ist im unbehandelten Zustand hoch
signifikant. Unmittelbar nach der Inokulation, sowie eine Woche danach sind

keine Signifikanzen festzustellen.

6.1.3 Bakterien und Hefen

6.1.3.1 Bakterien und Hefen pro Blatt

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 7) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 745 + 1475 Bakterien und
Hefen pro Blatt. Nach der Inokulation sinkt die Keimzahl auf 447 + 1145 pro
Blatt; die Verédnderung ist signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die
Keimzahl weiter auf 219 + 764. Diese Veranderung ist sowohl im Vergleich
zum Ausgangswert hoch signifikant, im Vergleich zum Wert nach der
Behandlung signifikant.
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Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis 71 + 98 Bakterien pro Blatt, aber keine Hefen. Nach der
Inkulation steigt die Keimzahl auf 208 + 278 pro Blatt; die Verdnderung ist
signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 108 + 220.
Diese Veranderung ist im Vergleich zum Ausgangswert nicht signifikant, im

Vergleich zum Wert nach der Behandlung borderline nicht signifikant.

Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
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Abb. 7: Gegenilberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Bakterien und Hefen pro Blatt

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 7) ist im unbehandelten Zustand hoch
signifikant. Unmittelbar nach der Inokulation, sowie eine Woche danach sind
keine Signifikanzen festzustellen.

6.1.3.2  Bakterien und Hefen pro Quadratmillimeter

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 8) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 18 + 32 Bakterien und
Hefen pro Quadratmillimeter. Nach der Inokulation steigt die Keimzahl auf
18 £ 50 pro Quadratmillimeter; die Veranderung ist borderline nicht signifikant.

Nach einer Woche sinkt die Keimzahl weiter 8 + 28. Diese Veranderung ist im
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Vergleich zum Ausgangswert hoch signifikant, im Vergleich zum Wert nach

der Behandlung borderline nicht signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis 3 + 4 Bakterien und Hefen pro Quadratmillimeter. Nach der
Inokulation steigt die Keimzahl auf 12 +15 pro Quadratmillimeter; die
Veranderung ist signifikant. Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 5 £ 10.
Diese Veranderung ist im Vergleich zum Ausgangswert nicht signifikant, im
Vergleich zum Wert nach Behandlung jedoch signifikant.

Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
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Abb. 8: Gegenuberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Bakterien und Hefen pro mm?2

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 8) ist im unbehandelten Zustand
signifikant. Unmittelbar nach der Inokulation ist der Unterschied borderline
nicht signifikant. Nach einer Woche ist keine Signifikanz festzustellen.

6.1.4 Hyphenbildende Pilze

6.1.4.1 Hyphenbildende Pilze pro Blatt

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 7) finden sich im
unbehandelten Zustand  auf  Drosera  oblanceolata 121 + 153
Schimmelkolonien pro Blatt. Nach der Inokulation steigt diese Zahl auf
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237 = 443 pro Blatt; die Verdnderung ist nicht signifikant (MW-Test). Nach
einer Woche steigt die Keimzahl weiter auf 351 + 975. Diese Veranderung ist
sowohl im Vergleich zum Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung
nicht signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis 67 + 89 Schimmelkolonien pro Blatt. Nach der Inokulation
steigt die Keimzahl auf 190 + 427 pro Blatt; die Veradnderung ist nicht
signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl der
Schimmelpilze auf 91 £+ 159. Diese Veranderung ist sowohl im Vergleich zum

Ausgangswert als auch zum Wert nach Behandlung nicht signifikant.

Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
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Abb. 9: Gegenlberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Schimmelpilze pro Blatt

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 9) ist zu keinem Zeitpunkt signifikant.

6.1.4.2  Hyphenbildende Pilze pro Quadratmillimeter

Im Analyseset ohne Beute (siehe Anhang 9.1, Tab. 8) finden sich im
unbehandelten Zustand auf Drosera oblanceolata 4 + 4 Schimmelkolonien pro
Quadratmillimeter. Nach der Inokulation steigt die Keimzahl auf 10 + 19 pro
Quadratmillimeter; die Veranderung ist nicht signifikant (MW-Test). Nach einer
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Woche steigt die Keimzahl weiter auf 12 + 34. Diese Veranderung ist weder
im Vergleich zum Ausgangswert noch im Vergleich zum Wert nach der

Behandlung signifikant.

Im Analyseset ohne Beute finden sich im unbehandelten Zustand auf Drosera
madagascariensis 3 =4 Schimmelkolonien pro Quadratmillimeter. Nach der
Inokulation steigt die Keimzahl auf 9 +20 pro Quadratmillimeter; die
Veranderung ist nicht signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die
Keimzahl auf 4 £6. Diese Verdnderung ist weder im Vergleich zum

Ausgangswert noch im Vergleich zum Wert nach der Behandlung signifikant.
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Abb. 10: Gegenuberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Schimmelpilze pro mm?

Der Unterschied der Schimmelkolonien zwischen Drosera oblanceolata und
Drosera madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 10) pro Quadratmillimeter
Blattflache ist zu keinem Zeitpunkt signifikant.

6.2 Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie

Der Stichprobenumfang betragt 20 Tentakel von beutelosen Blattern. Alle
angefarbten Mikroben werden ausgezahlt. Hier wird nicht zwischen
Prokaryoten und Eukaryoten differenziert.
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Drosera madagascariensis Drosera oblanceolata
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Abb. 11: Gegeniberstellung der beiden Arten je nach Behandlung; Bakterien und Hefe pro Tentakel

Im Analyseset (siehe Anhang 9.2, Tab. 9) finden sich im unbehandelten
Zustand auf Drosera oblanceolata 527 + 295 Kolonien pro Tentakel. Nach der
Inokulation steigt die Keimzahl auf 728 + 492 pro Tentakel; die Veranderung
ist nicht signifikant (MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf
387 +318 pro Tentakel. Diese Veranderung ist im Vergleich zum
Ausgangswert borderline nicht signifikant und zum Wert nach der Behandlung

signifikant.

Bei Drosera madagascariensis finden sich im unbehandelten Zustand
775 = 409 Mikroorganismen pro Tentakel. Nach der Inokulation steigt die
Keimzahl auf 1951 + 906 pro Tentakel; die Veranderung ist hoch signifikant
(MW-Test). Nach einer Woche sinkt die Keimzahl auf 1850 + 1717. Diese
Veranderung ist im Vergleich zum Ausgangswert signifikant, im Vergleich zum

Wert nach der Behandlung nicht signifikant.

Der Unterschied zwischen Drosera oblanceolata und Drosera
madagascariensis (siehe Boxplot Abb. 11) ist im unbehandelten Zustand
signifikant, unmittelbar nach der Inokulation, sowie eine Woche danach sind

die Werte hoch signifikant unterschiedlich.
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Abb. 12: Keimbelastung bei D. oblanceolata unbehandelt (1), unmittelbar (2) und eine Woche nach der
Inokulation (3). Scalebar 200 pm

Abb. 13: Keimbelastung bei D. madagascariensis unbehandelt (1), unmittelbar (2) und eine Woche nach
der Inokulation (3). Scalebar 200 pm

In den Extended Depth of Focus-Aufnahmen (siehe Abb. 12 und Abb. 13) ist
zu sehen, dass die Schleimhaube durch das Deckglas sehr stark
zusammengedrickt wird und dadurch gréf3er erscheint. Die Mikroorganismen
sind vorwiegend am Rande des Schleims zu finden, kdnnen teilweise aber

auch in diesen eindringen.
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6.3 Anteil kultivierbarer Mikroorganismen

Die Keimzahl im Fangschleim von Drosera madagascariensis ist héher als in
Drosera oblanceolata. Dieser Unterschied
kultivierbare Mikroorganismen zuriickzufihren. Nur ein sehr geringer Antell

der Mikroorganismen ist kultivierbar. Dieser Anteil zwischen 0.07 und 1.24 %

(siehe Tab. 6) schwankt stark zwischen Art und Inokulation.

Tab. 6: Korrelation kultivierbarer Mikroorganismen

ist ausschlieRlich auf nicht

Art Zeitpunkt CUs / Blatt CUs / mm? Zellen / Tentakel Tentakel / Blatt Zellen/ Blatt Kultiierbarer Anteil [%]
Unbehandelt 715 30 775,0 84,7 65638,3 0,11
D. madagascariensis Behandelt 207,7 11,7 1951,1 84,7 165253,9 0,13
Behandelt (1 Woche)|  107,6 51 1849,8 84,7 156682,3 0,07
Unbehandelt 745,0 17,9 526,8 113,8 59949,8 1,24
D. oblanceolata Behandelt 446,9 18,3 727,6 1138 82800,9 0,54
Behandelt (1 Woche)| 218,8 8,2 386,5 11338 43989,4 0,50
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7 Diskussion

7.1 Stand der Forschung

Uber antimikrobiellen Inhaltsstoffe des Schleims bei Drosera existieren nur
wenige Studien. Eine rezente Publikation von Kokubun aus dem Jahr 2017
konnte im Schleim von Drosera capensis myo-Inositol und alkylsubstituierte
Polysaccharide finden, die offenbar der Fangschleimmechanik dienen. In
dieser Studie konnten jedoch keine Hinweise auf aromatische Verbindungen
gefunden werden. Ein Vorkommen von Naphthochinonderivaten, wie zum
Beispiel Droseron, oder Flavonoidderivaten im Fangschleim ist somit nicht
belegt. Diese Untersuchung ist jedoch nicht fir die ganze Gattung
reprasentativ, welche mit zumindest 250 Arten die grof3te fleischfressende
Pflanzengattung darstellt (Fleischmann et al., 2018). Durch die Vielzahl an
Arten und die unterschiedlichen 6kologischen Bedingungen, unter denen sie
wachsen, ist eine Vielzahl von mdoglichen Inhaltsstoffen &ul3erst

wahrscheinlich.

Ein weiterer, nicht aromatischer, antimikrobieller Stoff, der im Fangschleim bei
Drosera capensis gefunden werden konnte, ist das Peptid Droserasin.
Droserasin enthalt PSI (plant specific insert), eine Aminosauresequenz, die fur
die Gattung Drosera typisch ist. PSI hemmt das mikrobielle Wachstum und
interagiert sehr stark mit biologischen Membranen. Auf3erdem zeigt PSI im
sauren Milieu Wechselwirkungen mit Lipiden von Bakterien und Pilzen

(Sprague-Piercy et al., 2020).

7.2 Keimzahlen im unbehandelten Zustand

Vorlaufige Untersuchungen an Drosera rotundifolia (Pranjic, 2004) lassen
vermuten, dass der Schleim von Drosera am Naturstandort praktisch keimfrei
ist. Dieser Befund sollte an Drosera madagascariensis und Drosera
oblanceolata Uberpruft werden. Gleichzeitig sollten die Keimzahlen bei beiden
Arten untereinander verglichen werden. Eventuelle Unterschiede kénnten auf
drei Ursachen zurickgefiihrt werden: Der Fangschleim kdnnte eine selektive

Wirkung auf die Mikroflora austben, der ,Regen® an Keimen und Sporen am
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Naturstandort kdnnte unterschiedlich sein oder die von der Pflanze gefangene

Beute kdnnte die Keimzahl beeinflussen.

Der Einfluss der Umwelt wurde in den vorliegenden Versuchen
ausgeschlossen, indem beide Arten nebeneinander im selben Glashaus
kultiviert wurden. Alle Tentakel hatten daher die gleiche Chance von
Mikroorganismen besiedelt zu werden. Bei den Kulturversuchen wurde zudem
zwischen Blattern mit und ohne Beute differenziert; bei den
Fluoreszenzfarbungen wurden nur Tentakel ohne Beute bertcksichtigt. Alle
Unterschiede konnen somit mit Sicherheit auf die unterschiedliche

Zusammensetzung des Schleims zurlckgefuhrt werden.

Im Kulturversuch wurden in Drosera madagascariensis 3,3 + 3,9 Bakterien pro
Quadratmillimeter Blattflache gefunden, in Drosera oblanceolata 6,4 + 8,4
Bakterien pro Quadratmillimeter Blattflache. Dieser Unterschied war statistisch
jedoch nicht signifikant. Im Subset der Blatter ohne Beute wurden geringfligig
niedrigere Bakterienzahlen (3,0 = 3,5 vs. 6,4 + 8,4) gefunden. Der Unterschied
ist nicht signifikant. Die Keimzahl pro Blatt unterschied sich jedoch in beiden
Analysesets signifikant zwischen den Arten. Dieser Unterschied ist somit auf

die deutlich groReren Blatter von Drosera oblanceolata zurtickzufuhren.

Bei den tetracyclinresistenten Mikroorganismen hingegen war sehr wohl ein
Unterschied in der Zellzahl pro Quadratmillimeter Blattflache nachzuweisen:
Bei beuteloser Drosera madagascariensis wurden keine tetracyclinresistenten
Organismen nachgewiesen (0,0 = 0,0 Zellen pro Quadratmillimeter), bei
beuteloser Drosera oblanceolata waren hingegen 12,5 + 26,4 Zellen pro
Quadratmillimeter zu finden. Der Unterschied war signifikant. Wenn Blatter mit
Beute eingeschlossen wurden, waren zwar auch Hefen auf Drosera
madagascariensis zu finden (5,8 + 24,2 vs. 125 + 26,4 in Drosera
oblanceolata), der Unterschied war aber immer noch signifikant. Tatsachlich
war der Unterschied der tetracyclinresistenten Organismen so ausgepragt,
dass sich auch die Gesamtzahl an Keimen (tetracyclinresistente und

tetracyclinsensitive) zwischen den Arten signifikant unterschied.
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Es wurden keine Untersuchungen durchgeftihrt, um die tetracyclinresistenten
Organismen zu identifizieren, dennoch kann mit hoher Wahrscheinlichkeit
angenommen werden, dass es sich um Hefen, also um Eukaryoten, handelte.
Wahrend sich die Zahl an Bakterien nicht signifikant unterschied, ist
anzunehmen, dass der Fangschleim von D. madagascariensis eine
hemmende Wirkung auf das Wachstum von Hefen ausibt. Bezuglich der
Bakterien ist nicht klar, ob mit einer grol3eren Stichprobe ein signifikanter
Unterschied hatte nachgewiesen werden kénnen, da die Studie nur flr den

Nachweis eines Unterschiedes der Gesamtkeimzahl gepowert war.

Aul3er Bakterien und Hefen wurden auch haufig Schimmelpilze nachgewiesen,
in Drosera oblanceolata 3,6 = 4,3 Schimmelpilze pro Quadratmillimeter auf
beutelosen Blattern, in Drosera madagascariensis 3,4 + 4,1 Schimmelpilze pro
Quadratmillimeter auf beutelosen Blattern. Der Unterschied war nicht
signifikant. Da in den mikroskopischen Untersuchungen keine Hyphen im
Fangschleim angefarbt wurden oder im Hellfeld sichtbar waren, ist
anzunehmen, dass die Schimmelpilze nur als Sporen vorliegen und erst auf

den Nahrboden auskeimen.

Die Fluoreszenzuntersuchung ergab ein vollkommen anderes Bild. In Drosera
oblanceolata wurden 527 * 295 Zellen pro Tentakel gezahlt, in Drosera
madagascariensis 775 = 409 Zellen pro Tentakel. Der Unterschied war
signifikant, wobei zu beachten ist, dass hier die hohere Keimzahl in Drosera
madagascariensis gefunden wurde. Da nur 0,11 bzw. 1,24 % aller Keime
kultivierbar waren, lasst sich diese scheinbare Diskrepanz durch eine vollig
andere Artenzusammensetzung der Mikroflora bei beiden Arten erklaren.
Auch die Fluoreszenzfarbung bestatigt somit den Einfluss des Fangschleims

auf die Mikroflora.

7.3 Keimzahl nach Inokulation

Um die kurzfristige Interaktion zwischen Mikroorganismen und Fangschleim
zu untersuchen, wurden die Versuchspflanzen mit einer Suspension aus
Darmbakterien (vor allem Laktobazillen) und Backerhefe bespriht. Im

Kulturversuch nahm bei Drosera madagascariensis die Zahl der Bakterien
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durch das Bespruhen von 3,0 + 3,5 auf 4,8 + 4,4 zu, die Zunahme war jedoch
nicht signifikant. Bei Drosera oblanceolata schien es sogar zu einer Abnahme
der Bakterienzahl von 6,4 = 8,4 auf 4,5 + 10,3 zu kommen, da dieser
Unterschied signifikant war, kann er kaum durch Zufalle bei der Probennahme
erklart werden. Eine Woche spater war bei beiden Arten die Bakterienzahl
hoch signifikant auf 0,1 £ 0,3 pro Quadratmillimeter Blattflache gesunken.
Somit scheint der Fangschleim zu einem extrem schnellen Absterben der
Darmbakterien zu fuhren. Darlber hinaus kommt es bei beiden Arten zu einer
signifikanten Verringerung der Keimzahl unter das Ausgangsniveau vor

Versuchsbeginn. Als Erklarungen kommen folgende Méglichkeiten in Frage:

e PBS als Losungsmittel der Bakteriensuspension wirkt schadigend auf

jene Bakterien, die von Natur aus im Fangschleim vorkommen.

e Die Darmbakterien setzen beim Absterben Verbindungen frei, welche

die Bakterien im Fangschleim schadigen.

e Durch die Anwesenheit von Darmbakterien im Fangschleim wird
Drosera zu einer verstarkten Bildung antimikrobieller Substanzen
angeregt, die dann auch die natirlicherweise vorkommenden Bakterien

abtoten.

e Im Fangschleim ungereizter Tentakel wurde ein pH-Wert von 5
gefunden (Rost & Schauer, 1977). In der verwandten Gattung
Nepenthes (siehe Kapitel 7.4) sinkt der pH-Wert der Fallenflissigkeit
nach chemischer Stimulation stark ab. Eine vergleichbare Veréanderung
ist auch bei Drosera denkbar.

Die Fluoreszenzuntersuchungen ergaben wieder ein abweichendes Bild. In
Drosera madagascariensis nahm die Keimzahl hoch signifikant von 775 + 409
auf 1951 + 906 zu und verharrte dann auf diesem Niveau (1850 + 1717). In
Drosera oblanceolata war die Zunahme von 527 + 295 auf 728 + 492 weniger
ausgepragt und nicht signifikant. Nach einer Woche sank die Keimzahl aber
auch hier signifikant unter das Ausgangsniveau (387 = 318). Auch wenn nicht
vollstdndig klar ist, wie lange Bakterienzellen nach dem Verlust der

Teilungsfahigkeit noch durch Fluoreszenz nachgewiesen werden koénnen,
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belegen auch diese Ergebnisse deutlich den Unterschied zwischen den beiden

Drosera-Arten.

Hefen zeigten ein anderes Verhalten als Bakterien. Bei Drosera
madagascariensis waren im unbehandelten Zustand gar keine Hefen
nachweisbar. Nach der Inokulation wurden 7,3 = 14,2 Zellen pro
Quadratmillimeter Blattflache gefunden. Dieser Wert veranderte sich nach
sieben Tagen nicht signifikant (6,2 + 11,4). Bei Drosera oblanceolata kam es
zu einem praktisch gleich starken Anstieg der Hefe nach der Inokulation von
12,5 + 26,4 auf 19,0 + 58,7. Bei dieser Art sinkt die Zahl der Hefezellen jedoch
nach einer Woche unter das Ausgangsniveau (9,7 £ 29,9). Diese Veranderung

ist jedoch nicht signifikant und sollte daher nicht tberbewertet werden.

Die Zunahme der Hefezellen um einheitlich sieben Zellen pro
Quadratmillimeter Blattflache deutet darauf hin, dass die Inokulation in der
gewlnschten Weise und sehr einheitlich funktionierte. Anders als bei den
Bakterien veranderte sich die Zahl der Hefen nach einer Woche nicht
signifikant. Offensichtlich blieben die inokulierten Hefezellen Gber zumindest
eine Woche im Fangschleim am Leben und teilungsfahig. Bei Drosera
oblanceolata, wo Hefen auch im unbehandelten Fangschleim vorkommen, ist
dieses Ergebnis unmittelbar plausibel. Bei Drosera madagascariensis waren
aber keine Hefen im unbehandelten Fangschleim zu finden. Das Uberleben
der inokulierten Hefen lasst sich auf folgende Weise erklaren:

e Saccharomyces cerevisiae weist eine hohere Resistenz gegen den
Fangschleim von Drosera madagascariensis auf als jene Hefen, die im

,Keimregen“ des Glashauses enthalten sind.

e Die ausgewahlten Blatter von Drosera madagascariensis waren
zufélligerweise nicht von Hefen Dbesiedelt. Angesichts einer
StichprobengrofRe von n=20 ist dies zwar unwahrscheinlich, aber diese

Studie wurde nicht flr den separaten Nachweis von Hefen gepowert.

Das lasst darauf schliel3en, dass antimikrobielle Substanzen, ahnlich wie
Verdauungsenzyme (Heslop-Harrison, 1976), von den auf3eren Drisenzellen

der Tentakelkopfe verstarkt in den Fangschleim abgegeben werden.
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Gleichzeitig war zu beobachten, dass sich der Befall mit Schimmelpilzen nach
der Inokulation beinahe verdreifacht hat. Die Anzahl der Schimmelpilze ist bei
Drosera oblanceolata jedoch hoher als zu Beginn der Versuche, wéhrend bei
Drosera madagascariensis beinahe der Ausgangswert wieder erreicht ist. Es
ist daher davon auszugehen, dass die natirliche Schimmelpilzabwehr bei
Drosera oblanceolata durch die forcierte Abgabe von weiteren antimikrobiellen

Substanzen gestort wird.

7.4  Mikroflora von Drosera im Vergleich zu Nepenthes

Die Familie der Droseraceen ist nahe mit der gleichfalls karnivoren Familie der
Nepenthaceen verwandt, allerdings bildet Nepenthes Kannenfallen, die mit
einer Verdauungsflussigkeit geftllt sind, welche von der Pflanze durch Driisen
gebildet wird. Diese Kannenflissigkeit ist durch Polysaccharide viskos und
enthalt &hnliche Verdauungsenzyme wie Drosera. Auch hier werden
antimikrobielle Bestandteile vermutet, aber noch nicht sicher nachgewiesen
(Adlassnig et al. 2010b). Somit ist eine grundsatzliche Vergleichbarkeit von der

Kannenflissigkeit von Nepenthes mit dem Fangschleim von Drosera gegeben.

Die Kannenflussigkeit von Nepenthes unter Glashausbedingungen wurde von
Adlassnig (2007) und Mullner (2009) mikrobiologisch untersucht. Dabei zeigte
sich, dass die Kannenfliussigkeit von Nepenthes zwar reich an Bakterien
(9+108 — 7108, 1 bis 2 % davon auf PCA kultivierbar), aber arm an Arten ist.
80 Prozent der Bakterien waren Proteobakterien, vor allem Acidocella sp. Der
Anteil von Bakterien, bei denen eine Beteiligung an der Verdauung der Beute
anzunehmen war, war bei Nepenthes durchwegs geringer als bei anderen
untersuchten Kesselfallen. Es ist also anzunehmen, dass auch Nepenthes
Inhaltsstoffe bildet, die das Wachstum von Bakterien auf wenige resistente

Arten einschranken.

Hefen sind in Nepenthes extrem haufig, ahnlich wie bei Drosera. Eine
Bestimmung der Hefearten erfolgte jedoch auch bei Nepenthes noch nicht.
Bezlglich der hyphenbildenden Pilze waren jedoch deutliche Unterschiede
zwischen Nepenthes und Drosera festzustellen. Bei Drosera scheinen Pilze

nur als Sporen, aber nicht als Myzel im Fangschleim vorzukommen. Bei
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Nepenthes wurden ausgedehnte Flocken aus Myzel in der Kannenflissigkeit
gefunden, unter anderem Acremonium spp., Lecanicillium sp., Mortierella sp.,
Penicillum sp.. Auch hier war im Vergleich zu anderen untersuchten Arten die
Diversitat eingeschrankt (Adlassnig, 2007; Maillner, 2009). Sowohl bei
Nepenthes als auch bei Drosera scheint das Wachstum von Pilzen somit auf

wenige resistente Formen beschrankt zu sein.

7.5 Kulturmethoden vs. Fluoreszenzfarbung

In der Versuchsserie der vorliegenden Arbeit zeigen die Kulturversuche
deutlich andere, teilweise sogar kontrare, Ergebnisse als die
Fluoreszenzfarbung. Dabei weisen beide Methoden ihre jeweils eigenen

Starken und Schwachen auf.

e Durch Fluoreszenzfarbung werden bis zu 800-mal mehr Zellen
gefunden als durch Kulturmethoden, weil der Uberwiegende Teil der
Mikroorganismen im Fangschleim von Drosera nicht kultivierbar ist. Da
der Anteil kultivierbarer Bakterien bei Drosera oblanceolata deutlich
hoher liegt als bei Drosera madagascariensis, wird der Vergleich

zwischen den Arten zusatzlich erschwert

e Im Kulturversuch werden nur Zellen nachgewiesen, die
uneingeschrankt lebens- und teilungsfahig sind. Es ist unbekannt, wie
lange Zellen nach dem Absterben noch durch DiOCs(3) nachgewiesen
werden kdnnen. Es ist somit moéglich, dass ein Teil der Differenz
zwischen  Kulturmethoden und  Fluoreszenzfarbung  darauf
zurtckzufiuihren ist, dass bereits abgestorbene Zellen mitausgezahlt

wurden.

e Im Kulturversuch konnte durch Zugabe von Tetracyclin zwischen
Prokaryoten und Eukaryoten differenziert werden. Grundsétzlich ware
dies auch bei der Fluoreszenzfarbung maglich. Allerdings musste hier
jede einzelne Zelle bei hoher VergrofRerung untersucht werden, was
das Auszéahlen aller Zellen eines Schleimtropfchens unmdglich machen

wirde.
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e Der Nachweis hyphenbildender Pilze war nur auf Nahrbéden maoglich.
Dies deutet darauf hin, dass diese Pilze im Fangschleim nur als Sporen

im Ruhezustand vorliegen.

7.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Keimzahl im Fangschleim von Drosera madagascariensis ist héher als in
Drosera oblanceolata. Dieser Unterschied ist ausschliel3lich auf nicht
kultivierbare Mikroorganismen zuriickzufihren. Nur ein sehr geringer Antell
der Mikroorganismen ist kultivierbar. Dieser Zahlenwert zwischen 0.07 und
1.24 % schwankt stark zwischen Art und Inokuation. Es lasst darauf schlie3en,
dass die Kulturmethode alleine keine aussagekraftigen Daten liefert.
Das Auftreten tetracyclinresistenter Bakterien kann nicht ausgeschlossen
werden.

Die Kulturmethoden ermdglichen keine eindeutige Unterscheidung zwischen
Prokaryoten und Eukaryoten. Die Inokulation des Fangschleims mit der
Bakterien- und Hefesuspension fuhrt zu einem deutlichen, aber nicht
signifikanten Anstieg der Keimzahl, die im Verlauf einer Woche, teilweise
sogar unter den Ausgangswert, wieder absinkt. Die Kulturversuche lassen
vermuten, dass einige inokulierte Zellen bereits innerhalb von 15 Minuten
absterben, obwohl sie mikroskopisch noch nachweisbar sind. Dieser Effekt tritt
besonders bei Drosera oblanceolata auf.

Auch wenn alle Droseraceen Droserson als antimikrobielle Substanz bilden,
unterscheidet sich die antimikrobielle Wirkung unter den Arten. Als Ursache
kommen unterschiedliche Droseron-Konzentrationen oder unterschiedliche

Habitate in Frage.
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9 Anhang

Daten der Agarplatten
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