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Abstract

Spéatfroste fihren weltweit zu erheblichen Ernteverlusten, verstarkt durch klimabedingte
Frahjahrsverschiebungen. Ziel des Projekts INNOFrost ist die Entwicklung eines biologi-
schen Frostschutzes auf Basis nattirlich vorkommender eiskernaktiver Bakterien der Klasse
Il (INAII), die erst bei Temperaturen unter -4 °C Eiskristalle bilden. Diese Bakterien kdnnten
herkdmmliche Frostschutzverfahren Okologisch und 6konomisch sinnvoll erganzen. Im
Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 235 Bakterienisolate aus Pflanzenproben von
Obst- und Weinbaukulturen gewonnen, von denen 16 eine Eiskernbildung bei Tempera-
turen unter -4 °C zeigten. Erste Pathogenitatstests an Erdbeerblattern ergaben keine phyto-
toxischen oder pathogenen Effekte. Eine molekularbiologische Charakterisierung der rele-
vanten Stdmme befindet sich aktuell in der Bearbeitung. Die bisherigen Ergebnisse unter-
streichen das Potenzial von INA-II-Bakterien als nachhaltige Alternative zur Spatfrostpra-
vention im Obst- und Weinbau.

1. Einleitung

Spatfrostereignisse verursachen regelmalig erhebliche Ernteverluste, insbesondere im
Obst- und Weinbau. In den Jahren 2017 und 2024 beliefen sich die Verluste europaweit auf
mehrere Millionen Euro (Andreas und Kunz 2019; BMEL 2024). Besonders betroffen waren
die deutschen Anbaugebiete am Bodensee, an der Mosel und in Rheinhessen. Herkdmm-
liche Schutzmalinahmen wie Frostberegnung, Paraffin-Kerzen oder Windmaschinen sind
kostenintensiv, aufwendig und 6kologisch bedenklich (Andreas und Kunz 2019).

Ein alternativer Ansatz basiert auf der gezielten Nutzung mikrobieller Prozesse. Bestimmte
Bakterien, insbesonder Pseudomonas syringae, Erwinia herbicola und Xanthomonas, kon-
nen durch Eisnukleationsproteine (INAP) in ihrer Zellmembran Eiskristalle auf Pflanzen-
oberflachen initiieren (Lindow 1983; Hirano und Upper 2000). Wahrend Klasse-I-Stamme
bereits bei -1 °C aktiv werden, zeigen Klasse-lI-Stdamme eine deutliche spatere Eisbildung
(-6 bis -10 °C) (Morris et al. 2014; Vali 1995) und gelten daher als potenziell schadlos ge-
genuber Spatfrost. Frihere biotechnologische Ansatze wie Frostban (ein gentechnisch
veranderter ,Eis-minus-Stamm®) scheiterten an gesellschaftlicher Akzeptanz (Lindow et al.
1987). Das Projekt INNOFrost verfolgt daher einen naturlichen, nicht gentechnischen An-
satz.

Ziel ist es, geeignete Bakterienstamme aus natlrlichen Quellen zu isolieren, hinsichtlich
ihrer Eiskernaktivitdt und Pathogenitat zu charakterisieren und deren Einsatzpotenzial als
biologisches Frostschutzmittel in Labor- und Freilandversuchen zu erproben.
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2. Material und Methoden

Probenahme

Das Pflanzenmaterial wurde im Fruhjahr 2021 (Rheinland-Pfalz) und 2024 (Brandenburg,
OBVS Muncheberg) aus Obst- und Weinbauanlagen entnommen. In Mincheberg erfolgte
die Probenentnahme sowohl vor als auch nach Frostereignissen. Die Auswahl der Stand-
orte erfolgte unter Berlcksichtigung des erhdhten Risikos fur Spatfroste. Es wurden aus-
schlie3lich oberirdische, griine Pflanzenteile wie Blatter, Blliten und Knospen gesammelt
und je nach Standort und Sorte weiterverarbeitet (siehe Tabelle 1 und Abbildung 1 A, B).

Tabelle1: Ubersicht tiber die gesammelten Pflanzenproben von 2021 und 2014.

Probenahme- Standort Pflanzenname Sorte

Datum

10.04.24 / 25.04.24 | Miincheberg Apfel (Malus domestica) Gala Alvina (Bio.)

10.04.24 / 25.04.24 | Mincheberg Apfel (Malus domestica) Gala Alvina (Konv.)

10.04.24 / 25.04.24 | Mincheberg Bime (Pyrus communis) Conference

10.04.24 / 25.04.24 | Miincheberg Kirsche (Prunus avium) Kordia

05.05.21 Rheinland-Pfalz Apfel (Malus domestica) Elstar

05.05.21 Rheinland-Pfalz Kirsche (Prunus avium) Kordia

05.05.21 Rheinland-Pfalz Aprikose (Prunus armeniaca) | —

05.05.21 Rheinland-Pfalz Pflaume (Prunus domestica) | —

05.05.21 Rheinland-Pfalz Weinrebe (Vitis vinifera) Riesling

05.05.21 Rheinland-Pfalz Weinrebe (Vitis vinifera) Dornfelder
Legende:

Bio. = biologischer Anbau gemé&ft EU-Oko-Verordnung
Konv. = konventioneller Anbau unter Einsatz synthetischer Pflanzenschutz- und Diingemittel

Isolierung und Vorselektion von INA-Bakterien

Die Isolierung der epiphytischen Bakterien erfolgte nach dem Verfahren von Lindow et al.
(1982) auf Nahrstoffagar (NA + 2,5 % v/v Glycerin; NAG) sowie King’s B Medium. Die Vor-
selektion auf Eiskernaktivitat wurde mit der Replica-Freezing-Methode bei -8 °C durchge-
fuhrt (Lindow et al. 1978), basierend auf der Replica-Plating-Technik nach Lederberg und
Lederberg (1952). Dabei wurden Bakterienkolonien von den Nahrmedien mit einem sterilen,
leinentuchbedeckten Stempel auf eine auf -8 °C temperierte Eisplatte Ubertragen. Bereiche
mit erkennbarer Eiskristallbildung wurden als Indikator fir Eiskernaktivitat gewertet. Mate-
rial aus den Eisbildungszonen wurde entnommen, in NAG-Medium angereichert und zur
Gewinnung reiner Kulturen bei -20 °C aufbewahrt. Diese Reinkulturen bildeten die Grund-
lage fur nachfolgende Analysen.

Bestimmung der Eiskernbildungsaktivitét (Droplet-Freezing-Methode)

Die Eiskernaktivitat wurde mittels Droplet-Freezing Methode nach Vali (1971), modifiziert
durch Lindow et al. (1982), quantifiziert. Positivkontrollen (P. syringae pv. morsprunorum,
DSM 50302) und Negativkontrollen (Steril destilliertes Wasser) wurden parallel gefihrt. Von
jeder Suspension wurden zehn Tropfen a 10 yL (10* Zellen/mL) auf eine Eisplatte auf-
getragen (Abb. 1 D). Die Tropfen wurden schrittweise abgekuhlt (0 °C bis -10 °C) und auf
Eiskristallbildung beobachtet. Die am niedrigsten gefrorenen Tropfen wurden in Nahrme-
dium uberfihrt und weiterkultiviert.
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Pathogenitétstest an Erdbeerbléttern

Die Pathogenitat ausgewahlter INA-Bakterien wurde mittels Blattscheibentests nach Brink-
mann (2002) untersucht. Die Inokulation von Erdbeerblattern erfolgte mit 20 uL Bakterien-
suspension und bei der Kontrolle mit Nahrmedium (NAG) pro Blattscheibe (Abb. 1 E). Die
Inokulation erfolgte zentral auf jedem Blattsegment. Alle Versuche wurden unter sterilen
Bedingungen in einer Cleanbench durchgefuhrt. Arbeitsmaterialien wurden durch Autokla-
vieren (Gitterformen, Filter, Pipettenspitzen, Glaswaren) sterilisiert.

Molekularbiologische Analysen

Fiar Bakterienstamme mit hoher INA-Aktivitdt wurde die genomische DNA (gDNA) mittels
eines kommerziellen Extraktionskits isoliert. Die Qualitat und Quantitat der gDNA wurde mit
einem Qubit-Fluorometer (Quantifizierung), einem Tecan-Mikroplattenleser (Reinheit)
sowie durch Pulsed-Field-Gelelektrophorese (Fragmentlange) tberprift. Anschliel3end er-
folgte eine Long-Read-Sequenzierung mittels MinlON-Sequenzierer (Oxford Nanopore
Technologies) unter Verwendung des Rapid Barcoding Kits (Abb. 1 F).

-
INA =4 bis <10 °C
INA O bils -4 °C

physikalische Unterdrickung
wnd Mahrungsentrug von INA

Abbildung 1: Ubersicht des Arbeitsablaufs von der Probenentnahme bis zur
molekularbiologischen Analyse. A: Probenahme von Blattern wahrend der
Spatfrostperiode; B: Isolierung von epiphytischen Bakterien; C: Vorselektion durch
Replica-Freezing-Methode bei -8 °C; D: Klassifizierung durch Droplet-Freezing-Methode
(-0 °C bis -10 °C); E: Pathogenitatstest an Erdbeerblattern; F: DNA-Extraktion und
Qualitatskontrolle
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen des INNOFrost-Projekts wurden insgesamt 235 Bakterienisolate aus pflanz-
lichem Oberflachenmaterial aus Rheinland-Pfalz (2021) und Brandenburg (2024) gewon-
nen und mittels Replica-Freezing-Methode vorselektiert (Lindow et al. 1978). Anschliel3end
erfolgte eine Klassifikation der Eiskernaktivitat durch die Droplet-Freezing-Methode (Lindow
et al. 1978, Vali 1971) , wobei 16 Stdmme im Temperaturbereich zwischen -4 °C und -8 °C
eine Eiskernbildung zeigten. Diese Ergebnisse weisen auf eine Zugehdrigkeit zur Klasse ||
(INA11) hin, deren Vertreter typischerweise erst bei niedrigeren Temperaturen aktiv werden
und damit unter Spatfrostbedingungen als potenzielle biologische Pflanzenschutzmittel gel-
ten (Turner et al. 1990).

Die Einordnung als INA Il basiert auf dem differenzierten Temperaturspektrum der Eis-
nukleation. Wie Lukas et al. (2022) zeigen, wird die Eisnukleationsaktivitdt mafigeblich
durch die Aggregationsform und die funktionelle Einbettung der Ice-Nucleation-Proteine
(INPs) in die Bakterienmembran bestimmt. Diese Erkenntnisse spiegeln sich auch in den
Ergebnissen des Projekts wider. Die visuell erfassten Gefriertemperaturen der Tropfen
zeigten eine gewisse Streuung, was die Limitationen der Methode unterstreicht. Um die
Aussagekraft zu erhéhen, wurde erganzend eine objektive Temperaturmessung mit Daten-
loggern (Typ-K-Thermoelemente, PCE-T 1200) eingefiihrt. Erste Validierungen mit definier-
ten NaCl-Verdiinnungen bestatigten die Zuverlassigkeit dieser Methode zur Erfassung des
exakten Gefrierzeitpunkts anhand der freigesetzten Kristallisationswarme. Eine verglei-
chende Messung der 16 als INA-Stamme identifizierten Bakterien-Isolate (Droplet-Free-
zing) sind in Planung.

Zur Abschatzung der Phytopathogenitat der identifizierten INA-Isolate wurde ein stan-
dardisierter Blattscheibentest an Erdbeerpflanzen durchgefiihrt. Keines der getesteten Iso-
late zeigte innerhalb von vier Tagen spezifische Symptome wie Nekrosen, Chlorosen oder
Gewebeaufbruch. Die gelegentlich beobachteten Randverfarbungen entsprachen bekann-
ten Artefakten mechanischer Verletzungen beim Scheibenschnitt (Brinkmann 2002). Eine
erhohte Anfalligkeit fir opportunistische Sekundarinfektionen konnte in Einzelfallen beo-
bachtet werden, war aber nicht auf die inokulierten Bakterien zurtickzufiihren. Diese Ergeb-
nisse bestatigen die bisherige Einschatzung, dass die getesteten INA-II-Stdmme keine pa-
thogenen Effekte aufweisen.

Von den 16 eiskernaktiven Stammen wurden 12 einer weiterfihrenden molekular-biologi-
schen Analyse unterzogen. Die extrahierte genomische DNA wies ausreichende Konzen-
tration (2,2-3,0ng/uL) und Integritat auf (FragmentgréRe > 30 kbp), um fir Long-Read-
Sequenzierungen mittels Oxford Nanopore (MinlON) verwendet zu werden. Die bioinforma-
tische Analyse zur taxonomischen Einordnung ist derzeit in Entwicklung und wird durch
eine eigene Pipeline unterstutzt. Bereits jetzt deutet sich an, dass die untersuchten Stamme
gramnegative und auch grampositive Vertreter umfassen. Das ist ein Hinweis auf die mikro-
bielle Diversitat funktionaler INA-Stamme (Failor et al. 2022, Schwidetzky et al. 2023).

4. Schlussfolgerung

Die bisherigen Ergebnisse des INNOFrost-Projekts zeigen, dass naturlich vorkommende
INA-1I-Bakterien ein hohes Potenzial als biologische Frostschutzmittel im Obst- und Wein-
bau besitzen. lhre Eiskernaktivitat setzt erst bei Temperaturen zwischen -4 °C und -8 °C
ein, wodurch sie bei typischen Spatfrostbedingungen voraussichtlich keine Schaden durch
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Spétfrost verursachen, im Gegensatz zu pathogenen INA-I-Stdmmen wie Pseudomonas
syringae, die bereits knapp unter dem Gefrierpunkt aktiv werden. Zugleich zeigten die un-
tersuchten Isolate keine phytopathogenen Effekte, was ihre Umweltvertraglichkeit weiter
unterstreicht.

Die Ergebnisse verdeutlichen jedoch auch die methodischen Herausforderungen bei der
Erfassung der Eiskernaktivitat. Wahrend der haufig eingesetzte Droplet-Freezing-Test eine
schnelle visuelle Selektion erlaubt, ist er anfallig fir Stérungen durch Oberflacheneffekte
und zeigt eine eingeschrankte Reproduzierbarkeit. Die im Projekt etablierte Temperatur-
fuhler-Messung mit Datenloggern bietet hingegen eine objektive, quantitativ prazisere
Bestimmung der Gefriertemperaturen und wird kiinftig als Referenzmethode zur Isolats-
charakterisierung herangezogen.

Derzeit laufen weitere Versuche zur Untersuchung der Frostwirkung an lebenden Pflanzen,
insbesondere an Erdbeerpflanzen unter kontrollierten Bedingungen. Parallel dazu wird die
genomische Charakterisierung der vielversprechendsten Isolate weitergefiihrt, um deren
biologische Eigenschaften umfassend zu verstehen und ihr Anwendungspotenzial zu vali-
dieren.

Insgesamt deuten die bisherigen Befunde darauf hin, dass selektierte INA-II-Stamme, in
Kombination mit einer belastbaren Messmethodik, einen vielversprechenden Ansatz fir die
Entwicklung 6kologisch vertraglicher Schutzstrategien gegen Spatfréste darstellen.
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