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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Pflanzenpathogene Pilze

Bedingt durch Krankheitserreger, Schéadlinge und Unkrduter gehen ca. ein Drittel der Welt-
ernte verloren, die Ausgaben fiir Pestizide belaufen sich auf jahrlich ca. 32 Mrd. $US (Stand
1998; http://www.bspp.org.uk/icpp98/4/1GF.html). Der Anteil der Verluste, der durch Pflan-
zenkrankheiten verursacht wird, liegt bei ungefdhr 10 % (http://www.bspp.org.uk/icpp98/4/
1GF.html). Am Beispiel der USA sind allein pflanzenpathogene Pilze jéhrlich fiir Verluste in
Hohe von 200 Mrd. $US verantwortlich, die Ausgaben fiir Fungizide belaufen sich im Agrar-
bereich auf ca. 600 Millionen $US (BIRREN ET AL., 2003). Neben den Auswirkungen auf die
Versorgung der Weltbevolkerung mit Nahrung stellen einige Substanzen (z. B. Mykotoxine),
die von Pilzen gebildet und mit der Nahrung aufgenommen werden, eine Gefahr fiir die

menschliche und tierische Gesundheit dar (MULLINS & KANG, 2001).

Das Verstindnis pilzlicher Infektionsstrategien und des Sekundidrmetabolismus auf der
molekularen Ebene konnte dazu beitragen, neue Strategien zu entwickeln, um durch Pilze

verursachte Krankheiten an Kulturpflanzen zu kontrollieren (HORBACH ET AL., 2011).

Nach MENDGEN & HAHN (2002) kann bei Pilzen nach der Invasion des Wirtes generell zwi-
schen nekrotrophen, biotrophen und hemibiotrophen Erndhrungsstrategien unterschieden
werden. Wihrend nekrotrophe Pilze, wie z. B. Cochliobolus carbonum und Botrytis cinerea,
das Wirtsgewebe schnell abtdten und im Anschluss saprophytisch leben (MENDGEN & HAHN,
2002; VAN KAN, 2006), charakterisieren sich biotrophe Pilze durch die Infektion der Wirts-
pflanze ohne fiir einen gewissen Zeitraum deren Tod zu verursachen (PERFECT & GREEN,
2001). Bei biotrophen Pilzen kann weiterhin zwischen vier Spezialfdllen unterschieden wer-
den. Neben mutualistischen Formen (vesikuldr-arbuskuldre Mykorrhiza) gibt es die obligat
biotrophen Pathogene, bei denen eine in vitro Kultivierung nicht oder nur begrenzt moglich
ist, die also auf einen lebenden Organismus angewiesen sind (z. B. Echte und Falsche Mehl-
taupilze, Rostpilze). Fakultativ biotrophe Pilze konnen saprophytisch wachsen, bendtigen aber
fiir die Vollendung ihres Lebenszyklus ihre Wirtspflanze (z. B. Ustilago maydis). Bei
hemibiotrophen Pilzen kommt es nach einer anfinglichen biotrophen Phase zur nekrotrophen
Vollendung des Wirtsbefalles (Einteilung nach PERFECT & GREEN, 2001). Im Folgenden wird

auf die obligat biotrophe und die hemibiotrophe Lebensweise genauer eingegangen.
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1.1.1 Obligat biotrophe Pilze

Wihrend dieser Arbeit wurde der Erreger des Sojabohnenrostes (Phakopsora pachyrhizi), ein
obligat biotropher Rostpilz, fiir Infektionsversuche verwendet. Seinen Ursprung in Asien
nehmend hat sich der Sojabohnenrost mittlerweile in allen groBen Soja-produzierenden Staa-
ten etabliert (VAN DEN MOERTEL, ET AL., 2007). Der Lebenszyklus wird durch TREMBLAY ET
AL. (2010) wie folgt beschrieben (siche auch Abbildung 1 A): Luftverbreitete Uredosporen
keimen mit einem Keimschlauch (GT) auf der Oberflache ihrer Wirtspflanze aus. Trifft der
Keimschlauch auf eine geeignete Oberfliche wird ein Appressorium (AP) gebildet. Im Ge-
gensatz zu anderen Rostpilzen erfolgt die Penetration der Wirtsoberfldche direkt und nur sel-
ten iiber Stomata. Etwa 20 Stunden (h) nach der Sporenlandung wichst eine Penetrationshy-
phe (PH) ausgehend vom Appressorium durch die Kutikula und erscheint im Interzellular-

raum (HAHN, 2000).

A Uredosporenlager

obere Epidermis
Pallisadengewebe

Schwammgewebe

untere Epidermis

Abbildung 1: Pathogenese von Phakopsora pachyrhizi

A: Schematische Darstellung der Infektionsstrukturen eines Rostpilzes in einem dikotylen Blatt;
verandert nach TREMBLAY ET AL., 2010.

B + C: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Infektionsstrukturen (app = Appressorium; prh =
Primérhyphe; sp = (Uredo-)Spore), Quelle: LOEHRER ET AL., 2009; D: Symptomentwicklung von
P. pachyrhizi auf Sojabohne 21 dpi; Quelle: TREMBLAY ET AL., 2010.
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Durch Bildung eines Septum wird die Penetrationshyphe von der primiren Infektionshyphe
(IH) getrennt. Diese wichst nun zwischen den Pallisadenzellen, bis sie das Mesophyll erreicht
und ein Haustorium (H) ausbildet (etwa vier Tage nach der Sporenlandung). Nach Etablierung
dieses ersten Abschnittes bildet das Pathogen weitere Hyphen und Haustorien. Etwa sechs
Tage nach Infektionsbeginn werden erste Symptome sichtbar (sieche Abbildung 1 B - D). Die
Hyphen im Mesophyll aggregieren und bilden Uredosporenlager.

1.1.2 Hemibiotrophe Pilze

Fiir die wihrend dieser Arbeit verwendeten Pathogene Colletotrichum graminicola und
Magnaporthe oryzae wurde eine hemibiotrophe Lebensweise beschrieben. Wihrend es bei
Colletotrichum ssp. im Anschluss an eine transiente, biotrophe und symptomlose Post-
Penetrationsphase zu einer destruktiven Nekrotrophie mit Symptomentwicklung und Bildung
von Konidien kommt (LATUNDE-DADA, 2001), charakterisiert sich die hemibiotrophe
Entwicklung von M. oryzae anders. KANKANALA ET AL. (2007) beschrieben, dass die
aufeinanderfolgene Invasion der Pflanzenzellen biotroph ablduft. Wachst der Pilz von einer
Zelle zur nichsten, ist die verlassene Zelle jedoch nicht mehr lebensfdhig. Die Autoren
konnten jedoch den genauen Ubergang von biotroph zu nekrotroph nicht charakterisieren. Bei
den Colletotrichum ssp. muss zwischen zwei Formen der Hemibiotrophie unterschieden
werden (PERFECT & GREEN, 2001). Als Einteilungskriterium dient hierbei, ob die biotrophe
Phase der Pilze in nur einer Zelle oder in mehreren Zellen aufgebaut werden kann. Die
biotrophe Phase bei C. lindemuthianum und C. orbiculare, z. B., ist durch ein intrazelluléres,
primdres Myzelium charakterisiert. Biotrophie kann in mehreren Wirtszellen reetabliert
werden. Bei anderen Colletotrichum ssp., z. B. C. destructivum, beschriankt sich das Wachs-
tum der biotrophen Strukturen auf die erste befallene Zelle (PERFECT & GREEN, 2001). Im
ndchsten Kapitel wird auf das Pathogen Colletotrichum graminicola und die Pathogenese der

hemibiotrophen Pilze genauer eingegangen.

1.1.2.1 Das Pathogen Colletotrichum graminicola

Colletotrichum ssp. sind weltweit verbreitet und verursachen im Feld Schéden u. a. an Getrei-
de, Leguminosen, Kaffee und Kautschuk. Die grofite 6konomische Bedeutung kommt ihnen

aber als Fruchtfauleerreger im Nacherntebereich an tropischen und subtropischen Friichten,
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wie z. B. Banane (Musa ssp.), Papaya (Carica papaya), Mango (Mangifera indica) und Avo-
cado (Persea americana), zu. Auch an heimischen Obstsorten kann die Nacherntefruchtfaule
von Bedeutung sein. Als Beispiel sei hier der Gloeosporium-Fruchtfaule-Komplex am Apfel
genannt. Wahrend es sich bei Colletotrichum ssp. um die imperfekten Stadien handelt, stellt

Glomerella die sexuelle Form dar (LATUNDE-DADA, 2001).

Die taxonomische Einteilung der Spezies erfolgte aufgrund von Konidienmorphologie, Diffe-
renzierung, Art der Infektionshyphen, der Affinitdt zu monoklonalen Antikérpern (z. B.
UB20) und zum Lectin BPA und vor allem aufgrund der rDNA Sequenz (siehe u. a. SHERRIFF

ET AL., 1994; BAILEY ET AL., 1996; MORIWAKI ET AL., 2002; CROUCH ET AL., 2006).

Anthraknose Blattflecken (ALB; anthracnose leaf blight) und Stiangelfaule (ASR; anthrac-
nose stalk rot) werden durch Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W. Wils. verursacht und
sind an Mais (Zea mays) von weltweiter Bedeutung. Der Pilz befillt alle Pflanzenteile und
kann wéhrend der gesamten Vegetationsperiode zur Erkrankung fiihren. Seit den 1970er Jah-
ren ist die Krankheit vor allem in Nordamerika ein ernst zu nehmendes Problem. Das Auftre-
ten hochvirulenter Rassen, die Verlagerung hin zu anfélligeren Wirtsgenotypen, das Auftreten
giinstiger Klimabedingungen und Verdnderungen der landwirtschaftlichen Praxis fiihrten in
den 1970er Jahren zu massiven Problemen (BERGSTROM & NICHOLSON, 1999). Fiir ASR
konnte weiterhin eine Verbindung zwischen Schiden, verursacht durch den Maisziinsler
(Ostrinia nubilalis), und einem nachfolgenden Befall mit dem Krankheitserreger nachgewie-
sen werden (KELLER ET AL., 1986). Eintrittswunden von Ostrinia nubilalis am Stingel dienen
als Eintrittspforten fiir C. graminicola. ASR fiihrt an Mais aufgrund der Reduktion des Korn-
gewichts, einem vorzeitigen Absterben der Pflanzen und/oder Halmbruch, welcher zu einer
Ernteerschwernis fiihrt, zu Ernteverlusten. Allerdings wurde durch MUIMBA-KANKOLONGO &
BERGSTROM (1992) postuliert, dass nur Inokulationen sofort nach erfolgter Verwundung deut-
liche Symptome hervorbringen. Bei spéterer Inokulation reduzierte die einsetzende Wundhei-
lung, verbunden mit aktiven Resistenzmechanismen an und in der Ndhe der Verwundung, den

Infektionserfolg.

Der Pilz ist ein aggressives Pathogen auf der lebenden Pflanze, kann aber als fakultativer Sap-
rophyt auf Pflanzenriickstinden tiberdauern. BERGSTROM & NICHOLSON (1999) gliederten den

Lebenszyklus von C. graminicola in fiinf Abschnitte:

e Produktion und Verbreitung des priméren Inokulum,

e Keimlingsfaule,

11
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e ALB durch sekundires Inokulum,
e Systematische Kolonisierung mit resultierender Stangelfaule (ASR),

e Saprophytische Uberdauerung.

Als Reservoir fiir das primére Inokulum dienen befallene Pflanzenriickstdnde auf der Feld-
oberflache. Auf ihnen bilden sich Acervuli, aus denen in gro3en Mengen Sporen freigesetzt
und iiber Regenwasserspritzer auf auflaufende Keimlinge transportiert werden. Auf den Blét-

tern bilden sich die typischen Symptome (siche Abbildung 2 A + B).

o
i

Abbildung 2: Anthraknose-Symptome an Mais

Anthraknose Blattflecken (A und B) und Anthraknose Stiangelfaule (C) an Mais. Quelle:

http://cropdisease.cropsci.illinois.edu/corn/

Anfillige Maissorten zeigen grau-griin gefarbte, ovale Lasionen auf der Blattober- und Unter-
seite, die konzentrische Wachstumszonen erkennen lassen (NICHOLSON & WARREN, 1976).
NICHOLSON & WARREN (1976) beschrieben die Pathogenese wie folgt: Ausgehend von den
Blattflecken verbreitet sich sekundéires Inokulum durch Regenspritzer auf héhere Blattetagen.
Wird der Sténgel befallen, kommt es hier zu einer systemischen Ausbreitung. Anschlielend
an die Vegetationsperiode erfolgt die saprophytische Uberdauerung auf infizierten Pflanzen-
riickstdnden. Eine Einarbeitung dieses Materials in den Boden kann einer epidemischen Aus-

breitung entgegenwirken (BERGSTROM & NICHOLSON, 1999).

12
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1.1.2.2 Die Pathogenese hemibiotropher Pilze

In den nachfolgenden Abschnitten wird auf die hemibiotrophe Entwicklung von

Colletotrichum ssp., mit besonderem Augenmerk auf C. graminicola, eingegangen.

Sporenmatrix

Colletotrichum ssp. produzieren unterschiedliche extrazellulire Matrices zu unterschied-
lichen Zeitpunkten ihrer Entwicklung (PAIN ET AL., 1996). Sporen von C. graminicola sind
von einer extrazelluldren, schleimigen Matrix umgeben (BERGSTROM & NICHOLSON, 1999).
Neben hochmolekularen Glycoproteinen (RAMADOSS ET AL., 1985) und diversen Enzymen (u.
a. Invertase, nicht-spezifische Esterasen, Kutinasen, DNasen und RNasen, Details siehe
BERGSTROM & NICHOLSON, 1999) enthélt diese Matrix auch einen Keiminhibitor namens
Mycosporin-Alanin (LEITE & NICHOLSON, 1992). Keiminhibitoren sind ein weitverbreitetes
Phianomen bei den Colletotrichum ssp. (LEITE & NICHOLSON, 1992). LEITE UND NICHOLSON
(1992) konnten den Keiminhibitor von C. graminicola isolieren und charakterisieren. Es han-
delt sich um eine niedermolekulare, wasserlosliche Verbindung, die in Konzentrationen bis
4 mM nachgewiesen wurde. Das Vorhandensein des Inhibitors verhindert das Auskeimen der
Sporen im Acervulus. Erst bei einer Konzentration < 0,5 mM, was z. B. durch Vermischung
der Sporen mit Wasser erlangt werden kann, wird der Inhibitor ineffektiv und die Sporen be-
ginnen zu keimen (BERGSTROM & NICHOLSON, 1999). Weiterhin konnten hochmolekulare
Glycoproteine als eine der Hauptkomponenten der Sporenmatrix von C. graminicola identifi-
ziert werden (RAMADOSS ET AL., 1985). Sie bestehen aus iiber Sauerstoffbriicken verbundenen
Oligomeren von Mannose, Rhamnose, Galactose und Glucose und hohen Mengen an hydro-
phoben und hydroxylischen Aminosduren. Als enzymatische Komponente tritt B-Glucosidase

auf.

Die Matrix enthélt weiterhin hohe Mengen an Prolin (NICHOLSON ET AL., 1986). Fiir Proteine
und Polypeptide mit einem hohen Prolingehalt ist ihre hohe Affinitdt zu Tannin, einem natiir-
lich vorkommenden Polyphenol, charakteristisch (HAGERMAN & BUTLER, 1981). Pflanzen
produzieren phenolische Substanzen, die toxisch fiir Mikroorganismen, Tiere und andere
Pflanzen sind (NICHOLSON ET AL., 1986). Einige werden konstitutiv, andere als Antwort auf
einen Pathogenbefall gebildet (Nicholson & Hammerschmidt, 1992). Thre Toxizitéit beruht auf
threm Vermogen, Proteine zu binden und zu prézipitieren (HAGERMAN & BUTLER, 1981).

Nach NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT (1992) scheint die defensive Strategie von Pflanzen in
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zwei Phasen abzulaufen. Zuerst kommt es zu einer schnellen Akkumulation von Phenolen an
der Infektionsstelle, spiter, in der sekundidren Phase, werden Substanzen (wie z. B. Phyto-
alexine) de novo synthetisiert. Als mogliche Abfolge der Abwehr nannten die Autoren zuerst
den Wirtszelltod (HR) und Nekrosen, die Akkumulation von Phenolen, die Modifikation von
Zellwinden durch phenolische Substituenten oder physikalische Barrieren (z. B. Papillen).
Erst spiter kommt es zur Neusynthese von spezifischen Antibiotika, wie den Phytoalexinen.
Phenole gelten als wichtige Komponenten der Wirtsabwehr. Auch in Maispflanzen konnte
nach Infektion mit Colletotrichum graminicola ein Anstieg des Gesamtphenolgehaltes nach-

gewiesen werden (HAMMERSCHMIDT & NICHOLSON, 1977).

Neben den bisher aufgefiihrten Aufgaben schiitzt die Sporenmatrix die Konidien auch vor
Austrocknung (NICHOLSON & MORAES, 1980). Die Lebensfihigkeit der Sporen bleibt in der
eingetrockneten Matrix erhalten, wahrend Laborversuche von NICHOLSON & MORAES (1980)
zeigten, dass das Entfernen der Sporenmatrix und die anschlieBende 24-stiindige Lagerung
der Sporen unter verschiedenen Bedingungen zu einer Reduktion der Sporenvitalitit filihrte.
Eingetrocknete Sporenmassen konnen im Feld als Inokulum dienen und werden durch den

Wind im Bestand verbreitet.

Arbeiten von BERGSTROM & NICHOLSON (1977) und ANTHENILL & NICHOLSON (1978) zeigten
weiterhin das Vorhandensein von unspezifischen Hydrolasen und Invertasen. Invertasen die-
nen der Versorgung der keimenden Spore mit Kohlenhydraten, Hydrolasen konnten am Ab-
bau der Kutikula beteiligt sein (NICHOLSON & MORAES, 1980). So wurden vier Kutinasen der
Serin-Esterase-Klasse der Hydrolasen in der Sporenmatrix von C. graminicola nachgewiesen
(PASCHOLATI ET AL., 1993). Das Vorhandensein dieser Enzyme in der Sporenmatrix zeigt,
dass sie wiahrend der Sporulation gebildet werden und konstitutionelle Komponenten der Mat-
rix sind (PASCHOLATI ET AL., 1993). Fiir das Pathosystem Uromyces viciae-fabae/Vicia faba
(Ackerbohne) erwiesen sich eine Kutinase und zwei nicht-spezifische Esterasen, die in der
Sporenmatrix des Pilzes gefunden wurden, als essenzielle Komponenten des Adhésionsvor-
ganges (DEISING ET AL., 1992). Auch fiir das System Blumeria graminis/Hordeum vulgare
(Gerste) wurde ein Zusammenhang zwischen der Sekretion einer esterasehaltigen Fliissigkeit

aus den Konidien des Pilzes und der Adhésion diskutiert (KUNOH ET AL., 1990).
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Adhésion der Sporen

Unterschiedliche Faktoren konnen Einfluss auf die Adhésion der Sporen von Colletotrichum
ssp. nehmen. Da Sporen sich sowohl an der Oberfliche der Wirtspflanze als auch an
artifiziellen Oberfldchen befestigen konnen (MERCURE ET AL., 1994; YOUNG & KRAUSS,
1984), wurde durch YOUNG & KRAUSS (1984) geschlussfolgert, dass die Adhdsion nur auf
physikalischen Oberflicheneigenschaften zu beruhen scheint. GroBer als der Einfluss der
chemischen Beschaffenheit des Substrates (biologisch oder artifiziell) scheint seine Hydro-
phobizitit zu sein. So konnte fir C. graminicola (MERCURE ET AL., 1994) und C. musae
(SELA-BUURLAGE ET AL., 1991) eine bessere Adhdsion auf hydrophoben als auf hydrophilen

Oberflichen nachgewiesen werden.

Kontroverse Ergebnisse gab es fiir den Einfluss der metabolischen Aktivitit der Sporen auf
den Adhisionserfolg. Wiéhrend bei C. lindemuthianum die Adhision durch Zugabe von
Atmungsinhibitoren (Sodiumazid und Antimycin A) gehemmt werden konnte (YOUNG &
KRAUSS, 1984), hatten beide Substanzen keinen Einfluss auf die Adhdsion von C. grami-
nicola (MERCURE ET AL., 1994). Jedoch konnten MERCURE ET AL. (1994) nachweisen, dass
Inhibitoren des Glycoproteintransportes (Brefeldin A) und der Proteinsynthese (Cyclohexi-
mid) die Sporenadhdsion verringerten. Dies lieB darauf schlieBen, dass die Synthese von
Glycoproteinen an der Adhésion ungekeimter Konidien beteiligt ist. Die durch die Konidien
von C. graminicola sekretierte Matrix enthdlt Glycoproteine, die zum Teil glycosiliert sind.

Mannose konnte als vorherrschender Zucker identifiziert werden (SUGUI ET AL., 1998).

Keimung

Nachdem sich die ungekeimte und noch unseptierte Konidie an der Wirtsoberfldche befestigt
hat, beginnt sie zu keimen. Fiir die Initialisierung der Keimung sind bestimmte Reize nétig.
Neben dem Einfluss von Ethylen und anderen fliichtigen Substanzen (FLAISHMAN & KOLAT-
TUKUDY, 1994) und der Zusammensetzung von Oberflichenwachsen (HWANG & KOLAT-
TUKUDY, 1995) konnten bei C. gloeosporioides Gene identifiziert werden, die durch Kontakt
mit harten Oberflachen induziert werden. Entsprechend ihrer Aufgaben wurden sie als CHIP-
Gene (Colletotrichum hard-surface induced proteins) bezeichnet (LIU & KOLATTUKUDY,
1998).

Sporen von C. graminicola sind sichelféormig oder oval (PANACCIONE ET AL., 1989) und besit-
zen, vor Beginn der Keimung, einen Zellkern. Nach Kontakt mit einer induktiven Oberfldche
kommt es zur mitotischen Zellteilung und der anschlieBenden Septierung der zwei Tochterzel-
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len (POLITIS & WHEELER, 1973). In den meisten Féllen geht der Keimung die Septierung der

Spore voraus.

Den sich bildenden Keimschlauch umgibt bei C. lindemuthianum eine fibrillire Ummante-
lung, die basische Proteine, a-D-Mannose und a-D-Galactose enthélt (PAIN ET AL., 1996).
Eine solche Ummantelung ist auch von anderen Colletotrichum ssp. bekannt, u. a. C. grami-
nicola (KOZAR & NETOLITZKY, 1978) und C. truncatum (VAN DYKE & MIMS, 1991). Als
Funktionen haben O'CONNELL ET AL. (1996) die Beteiligung an der Adhésion, Schutz vor
Austrocknung und die Aufrechterhaltung der extrazelluliren Ionenbalance genannt. Hat der
Keimschlauch von C. graminicola ausreichenden Kontakt mit der Oberfliche des darunter-
liegenden Substrates, wird die Bildung eines Appressoriums induziert. In Keimversuchen
konnte eine Linge von 4,5 pm als ausreichend induktive Kontaktfliche zwischen Keim-

schlauch und Oberfliache festgestellt werden (APOGA ET AL., 2004).

Appressorienbildung und Penetration

Appressorien sind hochspezialisierte Infektionsstrukturen, die es Pilzen erlauben, in ihren
Wirt einzudringen und so Zugang zu den Néhrstoffen der Pflanzenzellen zu erlangen (DEI-
SING ET AL., 2000). Traditionell werden als Appressorien nur Strukturen bezeichnet, die aus-
gehend von einem Keimschlauch gebildet werden, wahrend Hyphopodien an Hyphen
entstechen (EMMET & PARBERRY, 1975). Die Induzierung der Appressorienbildung erfolgt bei
verschiedenen Pilzen durch unterschiedliche Signale. Die bereits im vorherigen Abschnitt
beschriebene Induktion der Keimung bei C. gloeosporioides durch Oberflichenwachse und
fliichtige chemische Substanzen (FLAISHMAN & KOLATTUKUDY, 1994; HWANG &
KOLATTUKUDY, 1995) induziert auch die Bildung von Appressorien. Bei M. grisea ist vor
allem die Hydrophobizitit der Unterlage (LEE & DEAN, 1994), der Oberflichenkontakt und
das Vorhandensein von Licht entscheidend (JELITTO ET AL., 1994). Die Reize der Oberflédche
werden iiber Rezeptoren erkannt, in der pilzlichen Zelle weitergeleitet und resultieren
schlussendlich in der Expression von Genen, die fiir die weitere Entwicklung bendtigt
werden. Der Review von DEISING ET AL. (2000) fasst die Signaltransduktion bei Pilzen wie
folgt zusammen: Transmembranale Rezeptoren &dndern nach Kontakt mit einem Signal ihre
Konformation, wodurch die Interaktion mit heterotrimeren G-Proteinen mdglich wird. Diese
Proteine enthalten drei Untereinheiten (o, f und y). Durch ein induzierendes Signal wird o
von Py getrennt und entweder a oder By konnen das Signal weiterleiten. Drei Signaltrans-

duktionswege sind desweiteren bekannt, die alle Proteinkinasen enthalten: Der Phospholipase
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C-, der Adenylylzyklase- und der MAP-Kinase-Weg. Die Proteinkinasen phosphorylieren
Transkriptionsfaktoren und fiihren so zur Expression spezifischer Gene (siehe DEISING ET AL.,
2000 und darin enthaltene Referenzen). Fiir C. trifolii konnte die Abhéngigkeit der
Appressorienbildung von cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) und cAMP-abhédngigen
Proteinkinasen (YANG & DICKMAN, 1997) und, bei C. lindemuthianum, von Ca’?'/Calmodulin

(WARWAR & DICKMAN, 1996) gezeigt werden.

Die Appressorienbildung beginnt mit dem Anschwellen der Hyphenspitze und der
anschlieenden Differenzierung und Reifung des Appressoriums (O'CONNELL ET AL., 1996).
Wihrend der Reifung wird bei Colletotrichum ssp. eine Melaninschicht in die appressoriale
Zellwand eingelagert und eine extrazelluldre Matrix sekretiert (O'CONNELL ET AL., 1996). Die
extrazellulire Matrix, sekretiert durch Keimschlduche und Appressorien von C. lindemuthi-
anum, unterscheidet sich von der Matrix, die die Sporen des Pilzes umgibt. Beide enthalten
Glycoproteine, aber diese werden von unterschiedlichen Antikoérpern gebunden (PAIN ET AL.,
1996). Die Matrices von Keimschlauch und Appressorien zeigten eine hohe Ahnlichkeit, sie
enthalten Fimbriae, basische Proteine und Reste von Mannose, Glucose und N-Acetylamin
(PAIN ET AL., 1996). Auch hier ist die Befestigung des Appressoriums auf der Oberfliche eine
wichtige Funktion der sekretierten Matrix. Fiir M. grisea wurde die Zusammensetzung der
appressorialen Klebersubstanz beschrieben (EBATA ET AL., 1998). Hauptkomponenten sind
Lipide (29 %, v. a. Hexa- und Oktadekansduren), Proteine (12,2 %, v. a. Glycin, Glutamin-
sdure und Serin), Kohlenhydrate (7,6 %, v. a. Glukose, Xylose und Mannose), Wasser
(26,5 %) und andere Bestandteile (24,7 %). Die Befestigung der Appressorien ist essenziell
fiir die Erfiillung ihrer Hauptaufgabe, der Penetration des Wirtsgewebes (DEISING ET AL.,
2000). Die extrazelluldre Matrix bedeckt den kuppelartigen Teil der Appressorien und bildet
auBerdem einen dicken Ring um die Basis (BAILEY ET AL., 1992). Bei C. graminicola werden
die Zellen des Keimschlauches und des Appressoriums durch ein Septum voneinander
getrennt, die Konidie erscheint anschlieBend leer und hyalin (KHAN & HSIANG, 2003). Die
Appressorien enthalten Fettkorperchen, Mitochondrien, Ribosomen, Glycogen und einen

Zellkern (POLITIS & WHEELER, 1973).

Die Zellwand reifer Appressorien bei Colletotrichum ssp. und M. grisea ist, mit Ausnahme
der Penetrationspore, melanisiert. Der Durchmesser der Penetrationspore kann von 0,5 um fiir
C. sublineolum, ca. 1 pm fiir M. grisea und bis 2 pm fiir C. graminicola reichen (LATUNDE-
DADA, 2001). Die Pore hat eine diinne, unmelanisierte Wand und direkten Kontakt zur
Wirtskutikula (BOURETT & HOWARD, 1990; PERFECT ET AL., 1999). In Abbildung 3 B und C
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sind elektronenmikroskopische Aufnahmen der Appressorienbasis mit Penetrationspore (B)

und eine Penetrationshyphe im Querschnitt (C) zu sehen.

Fiir Melanin wird die Beteiligung am Aufbau eines hohen Turgordruckes und damit der Pe-
netration postuliert (HOWARD & FERRARI, 1989). Weiterhin fiihrt die Melanisierung zu einer
Reduzierung des Durchmessers der Zellwandporen des Appressoriums (HOWARD ET AL.,
1991). Dies fiihrt zu einer selektiven Permeabilitit der Zellwand fiir Molekiile mit geringer
GroBe (z. B. Wasser), wihrend groBBere Molekiile (z. B. Glycerol) die Zellwand nicht passiv
passieren konnen. Nach dem Prinzip der Pfeffer‘schen Zelle kommt es durch die Akkumulati-
on osmotisch aktiver Substanzen im Inneren des Appressoriums (z. B. Glycerol) zum passi-
ven Einstrom von Wasser. Die steigende Wassermenge im Appressorium fiihrt zum Anstieg

des Turgordruckes (siche Abbildung 3 A).

Nach BASTMEYER ET AL. (2002) wird zwischen direkten und indirekten Methoden zur
Bestimmung von Turgordruck und daraus resultierender Kraft unterschieden. Indirekte
Methoden fiir die Bestimmung des Turgordruckes sind Plasmolyse, Cytorrhyzie, Kavitation
und Schmelzpunktosmometrie, direkte Methoden stellen pressure probe und die optischen
Wellenleiter dar. Fiir die Bestimmung des erreichten Druckes auf eine Oberfliche konnen
Agar- und Membranpenetrationsexperimente durchgefiihrt werden (indirekte Methoden) bzw.
Dehnungsmessstreifen (strain gauge) oder Hohlleiter-Mikroskopie (waveguide microscopy)
(direkte Methoden). Die Bestimmung des Turgordruckes in Appressorien von M. grisea (ca.
8 MPa) erfolgte mittels Cytorrhizie (HOWARD ET AL., 1991). Fiir C. graminicola konnte die
durch die Penetrationshyphe ausgeiibte Kraft mittels der Wellenleiter-Mikroskopie direkt

bestimmt werden, sie lag bei 16,8 uN (BECHINGER ET AL., 1999).
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Glycerolmolekiile
« « | Wassermolekiile

m=p | FlieRrichtung Wasser
\|- Kraft

K Kutikula

MS | Melaninschicht
PM | Plasmamembran

PP Penetrationspore

ZW | Zellwand

Abbildung 3: Aufbau und Funktionsweise eines melanisierten Appressoriums

A: Schematische Darstellung des Aufbaus eines melanisierten Appressoriums und des Penetrati-
onsmechanismus, Abbildung von Prof. Dr. H. B. Deising.

B: SEM-Aufnahme einer Appressorienbasis mit Penetrationspore von M. grisea; Quelle: HOWARD
ET AL., 1991.

C: Querschnitt durch eine Penetrationshyphe von M. grisea; Quelle: HOWARD & VALENT, 1996.

Die Entwicklung der Infektionshyphe beginnt bei C. sublineolum mit der Bildung einer
weiteren Wandschicht zwischen innerer Appressorienwandschicht und Plasmamembran, diese
bildet einen dicker werdenden Ring um die Penetrationspore (WHARTON ET AL., 2001). Durch
KHAN & HSIANG (2003) wurde der Infektionsverlauf von C. graminicola auf Gréser-Isolaten
untersucht. Es wurde beobachtet, dass die meisten Penetrationen an der antiklinalen

Wandposition zwischen Epidermiszellen stattfanden.
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Entwicklung in der Pflanze — biotrophe Phase

Nach der Penetration durch hemibiotrophe Colletotrichum ssp. kann die weitere Entwicklung

iiber zwei unterschiedliche Wege erfolgen (siche Abbildung 4).

Pilze, die ein primires Myzel bilden und ihre biotrophe Phase in mehreren Zellen etablieren
konnen, sind z. B. C. lindemuthianum, C. graminicola und C. sublineolum. In der befallenen
Epidermiszelle kommt es zur Bildung eines grofen, globuldren Infektionsvesikels, aus dem
dicke Primédrhyphen auswachsen und ein intrazelluldres Myzel bilden (O'CONNELL ET AL.,
1985), das nur in Epidermis-, Sklerenchym- und Mesophyllzellen zu finden ist (WHARTONET
AL., 2001). Die biotrophen Strukturen sind dabei von der Wirtsplasmamembran umgeben
(O'CONNELL, 1987). Fiir C. lindemuthianum konnte eine Grenzflichenmatrix (interfacial
matrix) beschrieben werden, die sich zwischen der pilzlichen Zellwand und der pflanzlichen
Plasmamembran befindet und ein Produkt von Pilz und Pflanze ist. Sie ist reich an
Polysacchariden (O'CONNELL, 1987). Bei der Interaktion C. sublineolum/Sorghum bicolor
(Hirse) konnte keine solche Matrix gefunden werden (WHARTON ET AL., 2001). Im Gegensatz
zu den aus obligat biotrophen Interaktionen bekannten Interphasen (haustoriale Matrix) ist sie
weniger speziali-siert (O'CONNELL, 1987). Interphasen biotropher Symbiosen dienen
hauptsdchlich dem Nahrstofftransfer (SMITH & SMITH, 1990). Nach der biotrophen Besiedlung
einer weiteren Epidermiszelle wird die vorher besiedelte Zelle seneszent und stirbt ab. Circa
4 dpi ist die Bildung diinner Sekundirhyphen zu beobachten und somit der Eintritt in die

nekrotrophe Phase eingeleitet (O'CONNELL ET AL., 1985).

C. sublineolum und C. graminicola sind eng verwandt und wurden erst 1980 durch SUTTON,
spater auch durch VAILLANCOURT & HANAU (1992), als zwei unterschiedliche Spezies
beschrieben. Der zeitliche Ablauf der Infektion von Mais mit C. graminicola wurde wie folgt
von SUGUI & DEISING (2002) beschrieben: 24 hpi waren reife Appressorien vorhanden, die im
Folgenden die Pflanzenoberfliche penetrierten und 48 hpi Infektionsvesikel und Priméir-
hyphen gebildet hatten. 72 hpi konnte durch das Vorhandensein von Sekundiarhyphen die
nekrotrophe Phase nachgewiesen werden (siche Abbildung 4 A - D).
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Abbildung 4: Infektionsverlauf bei Colletotrichum ssp.

A - D: Infektionsverlauf von C. graminicola auf Mais; ap = Appressorium, iv = Infektionsvesikel,
ph = Primérhyphe, sh = Sekundérhyphe; Quelle: SUGUI & DEISING (2002).

E: Schematische Darstellung des Infektionsverlaufs von C. lindemuthianum auf Bohne. Zelle 1 +
2: biotrophe Phase; Zelle 3 + 4: nekrotrophe Phase. S = Spore, A = Appressorium, [V = Infek-
tionsvesikel, PH = Primdrhyphe, SH = Sekundéirhyphe, E = Epidermiszelle, MS = Meso-
phyllzelle; Quelle: PERFECT ET AL. (1999).

F - H: C. destructivum auf Luzerne. F: Biotrophe Phase, MV = vielfach verzweigtes Infektions-
vesikel (multilobed vesicle), 48 hpi. G: Beginn nekrotrophe Phase, Pfeile zeigen kurze
Sekunddrhyphen, 60 hpi. H: Nekrotrophe Phase mit Sekundiarhyphen (Pfeile). MaBstab = 10 pm.
Quelle: LATUNDE-DADA ET AL (1997).

Eine abweichende biotrophe Entwicklung wurde durch LATUNDE-DADA ET AL. (1997) fiir
C. destructivum auf Luzerne beschrieben (siche Abbildung 4 F - H). Nach der Penetration der
Wirtsoberflidche bildet der Pilz ein grofes, vielfach verzweigtes, septiertes Infektionsvesikel
mit verldngerter Halsregion, das fiir ca. 48 h in der infizierten Zelle verbleibt (biotrophe
Phase). AnschlieBend wachsen invasive Sekundidrhyphen aus, die zu einer schnellen Koloni-
sierung des Wirtsgewebes und der Entstehung von Symptomen fiihren. 96 hpi kénnen Acer-

vuli auf der Pflanzenoberflache gefunden werden.

Wihrend der biotrophen Phase ist die Unterdriickung der Wirtsabwehr wichtig. Hierbei kann

es entweder zur Maskierung von Hyphen kommen oder die Pflanzenabwehr aktiv unterdriickt
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werden. Untersuchungen zu einer Hyphenmaskierung in planta wurden durch EL GUEDDARI
ET AL. (2002) u. a. an C. graminicola durchgefiihrt. Nach der Penetration wird das Chitin der
pilzlichen Zellwand zu Chitosan de-N-acetyliert. Dies verhindert, dass pflanzliche Chitinasen
die Pilzhyphen angreifen konnen. Auch die Sekretion von Proteinen zur Unterdriickung der
pflanzlichen Abwehr (z. B. einer Hypersensitiven Reaktion) wurde bei C. gloeosporioides
diskutiert (STEPHENSON ET AL., 2000). Bereits 1866 wurde durch DE BARY beschrieben, dass
pflanzenparasitische Pilze die Morphologie ihrer Hyphen in Abhédngigkeit von strukturellen
und physikalischen Beschaffenheiten der Wirtsoberfliche verdndern. So wurden bis heute
eine Vielzahl von Hyphentypen bei pflanzenpathogenen Pilzen in Abhéngigkeit von ihrer
Lebens- und Erndhrungsweise beschrieben (siche Review MENDGEN & HAHN, 2002).
Befallene Wirtszellen behalten wihrend der biotrophen Phase ithre Membranfunktionen und
Ultrastruktur, dhnlich wie dies auch bei obligat biotrophen Pilzen der Fall ist (O'CONNELL ET

AL., 1985). Dies sichert eine Nahrstoffversorgung des Pilzes in planta.

Entwicklung in der Pflanze — nekrotrophe Phase

Der Zeitpunkt des Auftretens sekundédrer Hyphen variiert je nach Interaktion. Wéhrend bei
C. graminicolal/Zea mays (Mais) 72 hpi Sekundiarhyphen auftraten (SUGUI & DEISING, 2002)
konnten diese bei C. sublineolum/Sorghum bicolor (Hirse) erst 6 dpi beobachtet werden
(WHARTON ET AL., 2001). Thr Auftreten ist auf tote Zellen beschrinkt. Mit Beginn der
nekrotrophen Phase nimmt auch die Sekretion zellwandabbauender Enzyme zu (MENDGEN &
HAHN, 2002). So konnte in C. lindemuthianum die Expression von Endopolygalacturonasen
sowohl in vitro (durch Zugabe von Pektin) als auch in der Pflanze spezifisch wihrend der

nekrotrophen Phase nachgewiesen werden (CENTIS ET AL., 1997).

Bereits durch WIJESUNDERA ET AL. (1989) wurde die Aktivitdt von Pektinlyasen, a- und -
Galactopyranosidasen und a-Arabinofuranosidasen in infiziertem Gewebe gezeigt. Neben
Depolymerasen spielen bei der raschen Abtotung des Wirtsgewebes auch Toxine (Col-
letotrichine bei C. nicotina, siche Review THINES ET AL., 2006) und ROS (reaktive Sauer-
stoffspezies) eine Rolle. Neue Ergebnisse zeigen, dass auch C. graminicola Toxine bendtigen
konnte, um Anthraknose-Symptome auf seiner Wirtspflanze Mais ausbilden zu kénnen. So
konnten PPTase-defiziente Mutanten von C. graminicola das Wirtsgewebe durchwachsen;
Symptome, die erst wahrend des nekrotrophen Wachstums entstehen, blieben jedoch aus

(HORBACH ET AL., 2009).

22



Einleitung

Zur Bildung charakteristischer Acervuli kam es bei C. lindemuthianum/Sorghum bicolor
114 hpi und wurde wie folgt durch WHARTON ET AL. (2001) beschrieben: Acervuli bilden sich
ausgehend von einem dichten Hyphenstroma in der Epidermis. Die Penetration von Hyphen
durch die epidermale Zellwand erfolgte lokal durch diinne Penetrationshyphen, anschlieBend
bildeten sich Konidiophoren und Setae zwischen Zellwand und Kutikula. Erst durch die
Expansion der Strukturen kam es zur Durchbrechung der Kutikula. Diese Art der
Acervulibildung ist charakteristisch fiir Colletotrichum ssp. auf Gramineen. Setae sind stets
melanisiert, septiert und von einer dicken Wand umgeben (WHARTON ET AL.; 2001). Thre

Funktion ist bisher unbekannt.

Die Auswahl von P. pachyrhizi, M. oryzae und C. graminicola fiir die im Rahmen dieser
Arbeit geplanten Inokulationsversuche erfolgte aufgrund ihrer Fahigkeit, pflanzliche
Oberfldchen mit Hilfe eines Appressoriums direkt zu penetrieren. Wahrend M. oryzae und
C. graminicola melanisierte Appressorien bilden, sind die des Sojarost-Erregers nicht-

melanisiert.

1.2 Bedeutung und Charakterisierung von Pathogenititsgenen

1.2.1 Definition und Charakterisierung

Ein Pathogen zeichnet sich generell durch die Fahigkeit aus die Wirtsabwehr zu umgehen und
sich so eine Nische fliir Wachstum und Reproduktion zu schaffen, nur unter 10 % der Pilze ist
dies gelungen (HAMER & HOLDEN, 1997). Die Begriffe Pathogenitit und Virulenz beschreiben
das Vermdgen eines Pathogenes eine Krankheit hervorzurufen qualitativ und quantitativ.
Kann sich das Pathogen erfolgreich auf einer Wirtspflanze etablieren und den Entwicklungs-

zyklus vollenden, spricht man von einer kompatiblen Interaktion (MUNCH ET AL., 2008).

Pathogenititsgene sind fiir die Krankheitsentwicklung notwendig, sie sind jedoch nicht essen-
ziell fiir die Vollendung des Lebenszyklus in vitro (OLIVER & OSBOURN, 1995; IDNURM &
HOWLETT, 2001). Nicht zutreffend ist diese Definition fiir obligat biotrophe Pilze (OLIVER &
OSBOURN, 1995). Die Identifizierung von Pathogenitéts-relevanten Genen dient dem besseren
Verstindnis von Infektionsstrategien und kann Ansatzpunkte fiir die Entwicklung neuer Fun-
gizide bieten (IDNURM & HOWLETT, 2001). Der Typ Gen, der fiir die Pathogenese essenziell
ist, ist abhingig vom Infektionsprozess des Pilzes. Auf dieser Grundlage kann die Einteilung

von Pathogenitédtsgenen aufgrund ihrer Funktion, z. B. der Bildung von Infektionsstrukturen,
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dem Abbau von Kutikula und Zellwand, der Produktion von Toxinen und/oder Komponenten
der Signalkaskaden, erfolgen (IDNURM & HOWLETT, 2001). Es wird angenommen, dass ein
pflanzliches Pathogen zwischen 60 und 360 Pathogenitdtsgene besitzt (IDNURM & HOWLETT,
2001).

Uber die unterschiedlichen Strategien, die zur Auffindung von Pathogenitits-relevanten Ge-

nen in Pilzen verfolgt werden konnen, gibt der néchste Abschnitt Auskunft.

1.2.2 Identifizierung von Pathogenititsgenen

Mit Beginn der Molekularbiologie wurde das Klonieren von Genen mittels reverser Genetik
oder iiber die Komplementierung von Mutanten mit interessantem Phéinotyp, die entweder
natiirlich oder durch Einsatz von Chemikalien oder Strahlung (z. B. UV-Licht, Details siche
CHUMLEY & VALENT, 1990; ZHU ET AL., 1996) erstellt wurden, eingefiihrt (MAIER & Schifer,
1999). Generell stehen Methoden zur zufélligen und zur gezielten Mutagenese zur Verfiigung.
Wihrend es bei der zufdlligen Mutagenese zur heterologen Integration in das Zielgenom
kommt, sind fiir die gezielte Mutagenese Sequenzinformationen nétig. Eine bekannte Se-
quenz, z. B. ein Pathogenitétsgen, wird durch Integration eines Selektionsmarkers {iber homo-
loge Rekombination disruptiert (MULLINS & KANG, 2001). 1979 wurde die erste Transforma-
tion eines Pilzes (Neurospora crassa) mit einem Transformationsvektor ohne Sequenzhomo-
logie beschrieben, der zufillig ins Genom integrierte (CASE ET AL., 1979). Die erste gegliickte
Erstellung von Mutanten mittels zufalliger Insertionsmutagenese bei einem pflanzenpathoge-

nen Pilz (Cochliobolus heterostrophus) gelang TURGEON ET AL. (1987).

Zufallige Insertionsmutagenese

Soll Fremd-DNA ohne die Hilfe von Agrobacterium tumefaciens in das pilzliche Genom
iibertragen werden, ist entweder die vorherige Protoplastierung der Zellen nétig oder es miis-
sen biolistische Methoden eingesetzt werden. Bei der ATMT, der Agrobacterium tumefa-
ciens-vermittelten Transformation, kann auf die Protoplastierung der zu transformierenden

Zellen verzichtet werden, auch Restriktionsenzyme werden nicht bendtigt.

Agrobacterium tumefaciens ist ein gram-negatives Bodenbakterium, welches Tumore (crown
galls) an Wundstellen seiner Wirte hervorrufen kann (BUNDOCK ET AL., 1995). Dazu tibertragt
es einen Teil seines Tumor-induzierenden Plasmids (Ti-Plasmid), die T-DNA, mit Hilfe von

Virulenzgenen (vir Gene) (BUNDOCK ET AL., 1995).
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A. tumefaciens befdllt in der Natur vor allem dikotyle Pflanzen. Im Labor gelang auch der
Transfer der T-DNA auf Monokotyle (z. B. Reis, HIEI ET AL., 1994) und Pilze, z. B.
Saccharomyces cerevisiae (BUNDOCK ET AL., 1995), Aspergillus awamori (DE GROOT ET AL.,
1998), Fusarium circinatum (COVERT ET AL., 2001) und C. graminicola (FLOWERS &
VAILLANCOURT, 2005). Da der Bereich zwischen den Grenzen der T-DNA keinen Einfluss
auf den Transfer hat, eignet sich dieses System hervorragend als Vektor fiir einen

Selektionsmarker bzw. eine Knock Out-Kassette (SHENG & CITOVSKY, 1996).

Die ATMT konnte fiir eine Vielzahl an Pilzen etabliert werden, z. B. Fusarium circinatum
(COVERT ET AL., 2001), F. oxysporum (MULLINS ET AL., 2001), M. grisea (RHO ET AL., 2001)
und Helminthosporium turcicum (DEGEFU & HANIF, 2003). Das Screening einer mittels
ATMT erstellten Transformantenbank bei C. lindemuthianum fihrte so z. B. zur Identifi-
zierung von CLSTEI2, einem Transkriptionsfaktor, der fiir die Produktion von Zellober-

flaichenproteinen und zellwandabbauenden Enzymen benétigt wird (HOIET AL., 2007).

1.3 Artifizielle Membranen

Neben dem Wachstum auf ihren Wirtspflanzen sind viele Pflanzenpathogene auch in der La-
ge, auf artifiziellen Unterlagen Infektionsstrukturen zu bilden. Diese konnen aus Glas, Metall
oder Kunststoff sein. So konnte die Bildung von Appressorien auf einer Vielzahl von artifizi-
ellen Oberflachen beobachtet werden (BOURETT & HOWARD, 1990; LEE & DEAN, 1994). Ein
Vorteil der Verwendung artifizieller Oberfldchen statt der Wirtspflanze liegt in der Umgehung
der komplexen Beeinflussungen durch den Wirt (BOURETT & HOWARD, 1990). Weiterhin sind
die artifiziellen Materialien besser definiert und weniger variabel als eine pflanzliche Oberfla-

che.

1.3.1 Einsatzmoglichkeiten

Bereits 1895 wurde durch MiyosHI die Penetration von Goldbléttchen durch Pilzhyphen von
Botrytis cinerea beschrieben. Der Hintergrund der Verwendung von Gold war dessen
Inertheit gegeniiber pilzlichen Sekreten (MI1YOSHI, 1895). Seitdem wurden artifizielle Memb-
ranen hauptsidchlich fiir die mikroskopische Analyse von Sporenkeimung, Appressorien-
entwicklung und Penetration genutzt. Im Folgenden verdeutlichen Beispiele aus der Literatur

die Bandbreite der eingesetzten Membranen und getesteten Pilze. Goldfolie bzw. mit Gold
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beschichtetes Zellophan wurde neben Glas, Polytetrafluorethylen (PTFE, Teflon), Polyethy-
len-terephthalat (PET, Mylar), Surlyn (neutralisiertes Ko-Polymer der Polyethylenmetacryl-
sdure), Polymethylmetacrylat (PMMA), Polyethylen (PE) und p-Phenylenterephthalamid
(Kevlar) fiir Penetrationstests bei M. grisea verwendet (HOWARD ET AL., 1991). Weiterhin
wurde bei M. grisea der Einfluss von hydrophiler und hydrophober Oberfliche auf die
Keimung und Appressorienentwicklung mit Hilfe von GelBond-Membranen, die iiber eine
hydrophile und eine hydrophobe Seite verfiigen, getestet (MITCHELL & DEAN, 1995; EILBERT
ET AL., 1999; ZHAO ET AL., 2005; ZHENG, ET AL., 2007). Auch Deckgldschen aus Kunststoff
(plastic cover slips) wurden fiir Untersuchungen bei M. grisea, u. a. liber den Einfluss von
Stimulatoren der Keimung und Appressorienbildung (z. B. cAMP, IBMX), routineméBig
eingesetzt (XU ET AL., 1997; WEBER ET AL., 2001; ZHAO ET AL., 2005). Bei Rostpilzen kamen
unterschiedliche artifizielle Membranen [z. B. Mylar und Teflon (DEISING ET AL., 1992) und
PE (DEISING ET AL., 1995)] zum Einsatz. Neben inerten Membranen, die nicht enzymatisch
abbaubar sind, konnen auch biologisch abbaubare Membranen verwendet werden. So konnten
u. a. P. pachyrhizi, C. lagenarium, E. graminis und M. grisea auf Nitrozellulosemembranen
erfolgreich inkubiert werden (KOCH & HOPPE, 1988; KUBO ET AL., 1982; DICKINSON, 1979;

HOWARD & FERRARI, 1989).

1.3.2 Herstellung

Die wihrend dieser Arbeit durch das Fraunhofer Institut fiir Werkstoffmechanik Halle/Saale
hergestellten Polymer- und Metalldiinnschichten wurden, im Fall von PTFE und Gold, durch
Hochfrequenz-Magnetron-Sputtern hergestellt. Bereits seit den 1970er Jahren werden diinne
Polymerschichten (auch als Plasmapolymerschichten bezeichnet) mittels der HF-Technik
(Hochfrequenz-Sputtern) abgeschieden (BIEDERMAN, 2000), wobei zwischen gesputterten und
plasmapolymerisierten Schichten unterschieden wird. Die Bezeichnung ,,Hochfrequenz* geht
auf die Verwendung von Anregungsfrequenzen zwischen 100 kHz bis 30 MHz zur Erzeugung
des Plasmas wéhrend des Sputterprozesses zuriick. Die chemische Struktur von gesputtertem
PTFE weist eine im Vergleich zum Ausgangsmaterial deutlich ungeordnetere und hoher ver-
netzte Struktur auf (BIEDERMAN ET AL., 2001). KUSTER ET AL. (2008) verglichen mit Hilfe von
FTIR-Spektroskopie (Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie) und XPS (Rontgen-Photo-
elektronen-Spektroskopie) die chemische Struktur des gesputterten Schichtmaterials mit der
des Targetmaterials. Im Vergleich zum Target konnten in der gesputterten Schicht nur noch

Reste der Dipol-Struktur gefunden werden. Auch hinsichtlich der Bindungen gab es Unter-
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schiede. Wéhrend im Target die - CF, - CF; - Struktur vorherrscht, gibt es in der gesputterten
Schicht unterschiedliche Bindungstypen. Die gesputterten Schichten werden daher auch als
PTFE-édhnlich bezeichnet. Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen, durch die KUSTER ET

AL. (2008) Riickschliisse auf die Hydrophobizitit unterschiedlicher Materialien ziehen

konnten, sind in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1: Ergebnisse der Kontaktwinkelmessung unterschiedlicher Substrate

Substrat Kontaktwinkel Quelle
Reisblatt 136,4° £+ 1,0° KUSTER ET AL., 2008
Maisblatt 122,0° £ 0,6° KUSTER ET AL., 2008
Gesputterte Goldfolie 70,4° + 0,8° KUSTER ET AL., 2008
PTFE (Target) 101,0° + 0,3° KUSTER ET AL., 2008
PTFE gesputtert (110 nm) 107,9° +0,8° KUSTER ET AL., 2008
PTFE gesputtert (160 nm) 114,7° £ 0,3° KUSTER ET AL., 2008
PTFE gesputtert (1000 nm) 121,6°+£0,7° KUSTER ET AL., 2008

PMMA (Spin-Coating, 120 nm) 65,1°+0,9° WILLERS, 2007

Wihrend Reis- und Maisblitter sowie die PTFE-Schichten im hydrophoben Bereich angesie-
delt sind, konnte WILLERS (2007) Ergebnisse fiir eine 120 nm PMMA-Schicht prasentieren,
die den hydrophilen Charakter dieses Substrates abbildet. Auch die gesputterten Goldschich-

ten sind als hydrophil zu charakterisieren.
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1.4 Ziel der Arbeit

Die Versorgung der stetig wachsenden Weltbevolkerung (2012 ca. sieben Milliarden; HTTP://
WWW.BAYERCROPSCIENCE.COM/BCSWEB/CROPPROTECTION.NSF/ID/DE_ERNAEHRUNGSSICHERU

NG) muss auch in Zukunft gesichert werden. Neben des erwarteten Riickganges der pro Kopf
verfligbaren landwirtschaftliche Flache (bis 2050 um ca. 30 %; HTTP:// WWW.BAYER
CROPSCIENCE.COM/BCSWEB/CROPPROTECTION.NSF/ID/DE_ERNAEHRUNGSSICHERUNG) sind auch
die Ernteverluste durch abiotische und biotische Stressfaktoren nicht auBBer Acht zu lassen.
Die Verluste der Welternte durch Krankheitserreger, Schadlinge und Unkrauter wird auf ca.
ein Drittel geschitzt, wobei alleine die Krankheitserreger die Ernten um ca. 10 % schrumpfen

lassen (WWW.ISPPWEB.ORG/ FOODSECURITY BACK GROUND.ASP).

Um ein besseres Verstindnis der Pathogenese pflanzenpathogener Pilze zu erlangen, ist es
notig, Determinanten zu identifizieren, die fiir den Befall der Wirtspflanze essenziell sind. Es
sollen zwei unterschiedliche Ansdtze verfolgt werden, die neue Erkenntnisse hinsichtlich des
Infektionsverlaufes, und hier im Besonderen der Penetrationskompetenz, einer Auswahl an
pflanzenpathogenen Pilzen bringen konnten. Die verwendeten Pathogene bilden melanisierte
(Magnaporthe grisea, Colletotrichum graminicola) bzw. nicht-melanisierte (Phakopsora
pachyrhizi) Appressorien, die es den Pilzen ermoglichen, mittels Druckpenetration in ihre
Wirtspflanzen einzuwachsen. Fiir das Maispathogen Colletotrichum graminicola soll mittels
Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Transfor-mation (ATMT) eine Transformantenbank
erstellt und nachfolgend, durch Uberpriifung des Phinotyps auf der Wirtspflanze Mais, auf
Virulenz- bzw. Pathogenitits-defiziente Mutanten gescreent werden. Das disruptierte Gen
dieser Mutanten konnte in einem nachfolgenden Projekt charakterisiert werden und somit
neue Erkenntnisse hinsichtlich der Gene, die fiir die Entwicklung auf der Pflanze nétig sind,

geben.

Ein zweiter Ansatz soll zur Etablierung eines Inokulationssystems artifizieller Membranen
fiihren. Artifizielle Membranen wurden bereits in der Vergangenheit als Substrate fiir
pflanzenpathogene Pilze verwendet. Wiahrend dieser Arbeit werden durch das Fraunhofer
Institut fir Werkstoffmechanik Halle/Saale Diinnschichten mit reproduzierbaren Eigen-
schaften (z. B. Schichtdicke) hergestellt. Durch die Entwicklung eines standardisierten Inoku-
lations- und Dokumentationssystems konnte dieser Ansatz das Screening von Transfor-

mantenbanken zukiinftig erleichtern. Ist die Methode etabliert, sollen pflanzenpathogene Pilze
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mit melanisierten und nicht-melanisierten Appressorien hinsichtlich ihrer Penetrations-

kompetenz untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Biologische Materialien

2.1.1 Pilze

2.1.1.1 Verwendete Isolate

In Tabelle 2 sind die wahrend dieser Arbeit verwendeten Pilzisolate und ihre Herkunft bzw.

Quelle aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Pilzisolate

Pilz Isolat Quelle/Herkunft

Colletotrichum graminicola | M2 PANACCIONE ET AL., 1988

ACgpks1 (KO und ECT) | HORBACH, 2010

Magnaporthe grisea ERA1-GFP U. Schaffrath (RWTH Aachen)
Magnaporthe oryzae TH6772 U. Schaffrath (RWTH Aachen)
Phakopsora pachyrhizi U. Schaffrath (RWTH Aachen)

2.1.1.2 Kultivierung

Colletotrichum graminicola

Fiir die hier beschriebenen Arbeiten wurde das C. graminicola Isolat M2 verwendet. Die An-
zucht erfolgte auf oat meal agar (OMA; siehe Abschnitt 7.4.3) bei 23 °C und Schwarzlicht
(Sylvania Blacklight-Blue F 8 W/BLB-T5, Osram, Deutschland) in einem Inkubationsschrank
(BOD 400, Uni Equip, Martinsried, Deutschland). Fiir Inokulationen wurden 14 Tage alte
Platten verwendet. Die Anzuchtbedingungen der mittels ATMT erzeugten Einzelsporisolate

unterschied sich nicht von der des Wildtyp-Isolates.

Die Integration einer Hygromycin B-Resistenzkassette in den ORF von PKSI1 resultierte in
der Deletion des Genes (Details sieche HORBACH, 2010). Die Anzucht von ACgpksl erfolgte
analog der des Wildtyp-Isolates.
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Magnaporthe grisea/oryzae

M. oryzae gehdrt zum M. grisea Spezies Komplex (COucH & KOHN, 2002). Die M. grisea
und M. oryzae Isolate ERA1-GFP und TH6772 wurden von Dr. U. Schaffrath (Institut fiir
Biologie III, Pflanzenphysiologie, RWTH Aachen) zur Verfiigung gestellt. Fiir die Gewin-
nung von Konidien wurden die Isolate auf potato dextrose agar (PDA; siche Abschnitt 7.4.3)
angezogen. Nach der Ubertragung von Myzelsegmenten auf frische PDA-Platten wurden die-
se zundchst fiir zwei Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die anschlieBende In-
kubation unterschied sich nicht von der fiir C. graminicola beschriebenen Methode. Nach
erkennbarer Dunkelfarbung des Myzels auf den Kulturplatten wurden die Sporen mit 0,01 %
Tween 20/H;Ogest und unter Zuhilfenahme eines Drigalski-Spatels suspendiert. Die Sporen-
suspension wurde vor der Verwendung als Inokulum durch eine Lage Miracloth Tissue
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA) filtriert um eventuell vorhandenes Myzel zu entfernen. Fiir
die Inokulation von PTFE-Schichten wurde dem Inokulum 3-Isobutyl-Methylxanthin (IBMX;
2,5 mM) zugesetzt. So konnte die Bildung von Appressorien stimuliert werden (LEE & DEAN,
1993).

Phakopsora pachyrhizi

Uredosporen von Phakopsora pachyrhizi, dem Erreger des Sojarostes, wurden durch die Ar-
beitsgruppe von Dr. U. Schaffrath (Institut fiir Biologie III, Pflanzenphysiologie, RWTH Aa-
chen) frisch zur Verfligung gestellt. Die Lagerung der Sporen erfolgte bei Raumtemperatur
und Dunkelheit, so konnte eine Keimfahigkeit der Sporen fiir ca. 14 Tage gewdhrleistet wer-
den. Eine Inkubation der Sporen in Wasser fiir ca. 4 Stunden vor der Inokulation brachte die
besten Ergebnisse hinsichtlich Keimrate und Appressorienbildung (miindliche Absprache mit

Dr. U. Schaffrath).

2.1.2 Pflanzen

2.1.2.1 Verwendete Sorte

Fiir die Inokulationsversuche mit Colletotrichum graminicola wurde die Maissorte Nathan
verwendet. Es handelt sich hierbei um einen mittelfriih reifenden Silomais der KWS Saat AG

(Einbeck, Deutschland).
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2.1.2.2 Anzucht

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Gewédchshaus in Topfen mit einem Durchmesser von 9
cm mit maximal sechs Pflanzen je Topf. Als Substrat diente geddmpfte Komposterde und
Einheitserde ED73 (Hochmoortorf, Naturton und NPK Diingung) im Verhéltnis 5:1, auf eine
Diingung wurde verzichtet. Die Temperatur wéhrend der Anzucht lag, je nach Tages- und
Jahreszeit, bei 22 - 30 °C (SERFLING ET AL., 2007 B). Als Lichtquellen dienten Hochdruck-
Metallhalogendampf-Lampen (HRI®-BT 400 W/daylight E 40, Radium Lampenwerk GmbH,
Wipperfiirth, Leuchtmittel Master HPI-TPlus 400W, Philips). Fiir die Inokulation von Blatt-

segmenten wurden 14 Tage alte Pflanzen verwendet.

2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation (ATMT)
2.2.1.1 Priifung der Sensitivitiit des C. graminicola WT-Isolates auf Hygromycin B

Zur Uberpriifung der Hygromycin B-Sensitivitit wurde C. graminicola unterschiedlichen
Hygromycin B-Konzentrationen in Selektionsmediumplatten (SM; siehe Abschnitt 7.4.3)
ausgesetzt. Hierfiir wurden Myzelstiicken von OMA-Platten auf die vorbereiteten Nadhrme-
diumplatten inokuliert und bei Raumtemperatur inkubiert. Das Ergebnis (siche Abschnitt
3.1.1) wurde fiir die Auswahl der geeigneten Hygromycin B-Konzentration fiir die Selektion

putativer Transformanten verwendet.

2.2.1.2 Verwendeter Agrobacterium tumefaciens Stamm und dessen Anzucht

Fiir die Transformation wurde der 4. tumefaciens Stamm LBA1100/pPK2 verwendet. Stamm
LBA1100 wurde durch Prof. Dr. P. J. J. Hooykaas (Leiden University, Institute of Molecular
Plant Sciences, Niederlande) zur Verfiigung gestellt, das Plasmid pPK2 durch Prof. Dr. P.
Tudzynski (Westfdlische Wilhelms-Universitdt Miinster, Lehrstuhl fiir Allgemeine Bota-
nik/Mikrobiologie, Deutschland). Wie von BEIJERSBERGEN ET AL. (1992) beschrieben, trigt
der verwendete Stamm ein Helferplasmid (pAL1100) mit den vir-Genen und einer Spektino-
mycin-Resistenzkassette. Die Transformation von LBA1100 mit pPK2 wurde im Rahmen

einer Diplomarbeit durchgefiihrt (FLOSS, 2004), der transformierte Stamm lag als Kryokultur
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vor. Abbildung 5 zeigt die Vektorkarte von LBA1100/pPK2. Bei pPK2 handelt es sich um ein
bindres Vektorsystem. Die T-DNA tridgt das Gen fiir die Hygromycin B-Resistenz
(Hygromycin-Phosphotransferasegen) unter Kontrolle des Aspergillus nidulans gpd Promo-

tors und des #7pC Terminators.

Aufgrund der auf der T-DNA enthaltenen Hygromycin-Resistenzkassette, der Kanamycin-
Resistenzkassette (KanR) von pPK2 und der Spektinomycin-Resistenzkassette des Helferplas-
mides erfolgte die Anzucht von LBA1100/pPK2 in Luria Broth-Medium (LB; siehe Abschnitt
7.4.3) mit je 50 pg/ml Kanamycin und Spektinomycin. Zu Beginn der Transformation wurde
LB-Medium mit den o. g. Antibiotika mit LBA1100/pPK2 angeimpft und bei 28 °C und
110 rpm tiber Nacht im Kulturschiittler (Classic C25, New Brunswick Scientific Co., New
Jersey, USA) kultiviert. Die ODggy der Ubernachtkultur wurde mittels Spektrophotometrie
(Uvikon 933 Double Beam UV/VIS Spektrophotometer; Kontron Instruments, Mailand, Itali-
en) bestimmt. Die Zellen der Ubernachtkultur wurden mit Induktionsmedium (IM; siche Ab-
schnitt 7.4.3) auf eine ODgg von ca. 0,15 verdiinnt, wobei das Gesamtvolumen der Kultur
20 ml nicht iiberschreiten sollte. Diese Bakteriensuspension wurde bis zu einer ODggy zZWi-
schen 0,6 und 0,8 unter den oben genannten Bedingungen inkubiert. Bis zur Verwendung der

Bakteriensuspension wurden die Zellen auf Eis gelagert.

2.2.1.3 Co-Kultivierung

Fiir die Transformation von C. graminicola eignet sich die Verwendung von Sporen, da diese
durch eine Anzucht des Pilzes auf OMA in hoher Dichte gebildet werden. Optimal ist die
Verwendung von Sporen einer 14 Tage alten Kultur. Die Konidien wurden mit IM von der

Platte abgespiilt und die Sporendichte auf 10°/ml eingestellt.

Um den Bakterien die Gelegenheit zur Ubertragung der T-DNA auf die Sporen zu geben,
wurden Sporen und Bakterien co-kultiviert. Je 100 ul Sporen- und Bakterienlésung wurden in
einem 1,5 ml Reaktionsgefd (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gemischt und auf ei-
nen auf einer IMAS-Platte (sieche Abschnitt 7.4.3) liegenden Cellulosefilter aufgetropft. Die
Platten wurden mit Parafilm verschlossen und bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir drei Tage
inkubiert. AnschlieBend wurde das Filterpapier auf PDA-Platten mit 100 ug/ml Hygromycin
B und 200 pg/ml Cefotaxim iibertragen. Die weitere Inkubation fand bei Raumtemperatur und
Licht statt. Nach ca. 14 Tagen wurde das Filterpapier entfernt und Kolonien resistenter Pilz-

transformanten waren auf dem Medium gewachsen.
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2.2.1.4 Bestimmung der Transformationseffizienz

Fiir die Co-Kultivierung wurden je 100 pl Sporensuspension von C. graminicola mit 100 pul
Bakteriensuspension gemischt, das gesamte Volumen auf einen auf einer IMAS-Platte liegen-
den Cellulosefilter aufgetropft und fiir drei Tage bei Raumtemperatur inokuliert. Der Filter
wurde anschlieBend auf SM-Medium mit Hygromycin B (100 pg/ml) und Cefotaxim
(200 pg/ml) iibertragen.

2.2.1.5 Selektion putativer Transformanten und die Erzeugung von Einzelsporisolaten

Als putative Transformanten wurden im Folgenden Kolonien angesehen, die auf Hygromycin
B-haltigem Medium wachsen konnten. Diese wurden isoliert und auf SM-Platten iibertragen.
Nach einer ca. 14-tdgigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur und Tageslicht wurden OMA-
Platten mit Myzelstiicken der Transformanten angeimpft und bei 23 °C und Schwarzlicht in-
kubiert. Dieser Schritt war ndtig, um Konidien fiir die Einzelsporisolation zu erzeugen. Ein-
zelsporisolate sind Kolonien, die auf eine einzelne Spore zuriickgehen und somit genetisch
homogen sind. Dies ist fiir die Charakterisierung der Transformanten mit dem Ziel, Pathoge-

nitéts- bzw. Virulenzgene zu identifizieren, unabdingbar.

Von jeder Transformante wurde eine Sporensuspension mit 10® Sporen/ml hergestellt. Von
dieser Suspension wurden Verdiinnungen angefertigt (1:100, 1:1.000) und jeweils ein Aliquot
(25 pl) mit Hilfe eines Drigalski-Spatels auf Selektionsmedium ausgebracht. Die Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur und Tageslicht fiir drei Tage. Einzelne Kolonien konnten isoliert
und auf PDA/HygB-Platten iibertragen werden. Die Bezeichnung der ESI (Einzelsporisolate)

erfolgte durch fortlaufende Nummerierung mit dem Vorzeichen ,,AT*.

2.2.1.6 Lagerung

Von jedem angefertigten Einzelsporisolat lagern Kryokulturen bei -80 °C. Fiir die Anferti-
gung der Kulturen wurden je zwei sterile Filterpapierstreifen (ca. 0,5 x 2 cm) auf eine OMA-
Platte gelegt und diese anschliefend mit einem Myzelstiick inokuliert. Nach 14 Tagen konn-
ten diese nun mit Myzel liberwachsenen Streifen von den Platten entfernt und in 50 % Glyce-

rol (steril) in 1,5 ml Reaktionsgefdflen gelagert werden.
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Weiterhin wurden die Einzelsporisolate, die fiir makroskopische und mikroskopische Unter-
suchungen verwendet wurden, bei 4 °C auf PDA/HygB-Platten gelagert. Ausgehend von die-

sen Platten konnten OMA-Platten angeimpft werden.

2.2.2 Priparation genomischer DNA

2.2.2.1 Anzucht der Einzelsporisolate

Der Nachweis der Integration der T-DNA in das Genom von C. graminicola erfolgte auf zwei

Wegen:

Wachstumstest auf Hygromycin B-haltigem Medium (siche Abschnitt 3.1.1),
Nachweis der Hygromycin B-Resistenzkassette mittels spezifischer Primer (PCR,

siche Abschnitt 3.2.3).

Nach dem Selektionsschritt auf Hygromycin B-haltigem Medium erfolgte der Nachweis der
integrierten Hygromycin B-Resistenzkassette mittels PCR fiir einige ausgewahlte ESI. Fiir die
Isolation genomischer DNA aus Myzel wurden Myzelstiicken aus OMA-Medium ausge-
schnitten und in fliissiges CM {iberfiihrt. Im Erlenmeyerkolben erfolgte die Inkubation bei
23 °C und 120 rpm fiir sieben Tage in einem Inkubationsschiittler (Infors Uvitron, Bottmin-

gen, Schweiz).

2.2.2.2 Isolation genomischer DNA

Die Isolation genomischer DNA aus Einzelsporisolaten erfolgte nach dem Protokoll von
DOBBELING ET AL. (1997). Das in CM gewachsene Myzel wurde filtriert und {iberschiissiges
Medium mittels Filterpapier aufgenommen. In fliissigem Stickstoff wurden ca. 500 mg Myzel
mit Mdrser und Pistill aufgeschlossen und das entstandene Pulver in ein 2 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Nach Zugabe von 800 pl Extraktionspuffer (7 M Harnstoff, 2 % (w/v) SDS, 5 mM
EDTA pH 8,0) und 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1; AquaPhenolTM water saturated,
Qbiogene, Heidelberg, Deutschland) wurde durch Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge
5417R, Hamburg, Deutschland) fiir 5 min und 20000 g bei 4 °C eine Phasentrennung erreicht.
Die obere Phase wurde isoliert, mit 1 Volumen Chloroform gemischt und erneut zentrifugiert.
Die Zugabe von 1 Volumen Isopropanol fiihrte zur Fillung der DNA. Durch den anschlieB3en-
den Zentrifugationsschritt (10 min bei 6800 g und 4 °C) bildete sich ein Pellet, welches in
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700 pl Tris-EDTA-Puffer (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris/HCl pH 8,0) aufge-
nommen wurde. Vorhandene RNA wurde durch die Zugabe von 3,5 ul DNase freier RNase A
(10 mg/ml, 10 min bei 95 °C; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) und Inku-
bation bei 37 °C fiir 30 min abgebaut. Die enzymatische Reaktion wurde mittels Zugabe von
17,5 ul 20 % SDS gestoppt. AnschlieBend erfolgte ein Proteinase K-Verdau (10 pl einer 14 -
22 mg/ml Proteinase K-Losung; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) bei
60 °C fiir 60 min. Eine erneute Extraktion der Proben mit 1 Volumen Phenol/Chloroform
(10 min bei 20000 g und 4 °C) und die anschlieBende Féllung der DNA mit Isopropanol (1
Volumen) schlossen sich an. Das nun sichtbare DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol ge-
waschen und zentrifugiert (5 min bei 20000 g). Nach Abnahme des Uberstandes wurde das
Pellet getrocknet und anschlieBend in 50 pl HyOpigest aufgenommen. Genomische DNA wurde

bei —20 °C gelagert.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung

Fiir die nach obigem Protokoll extrahierte genomische DNA wurde die Konzentration der

Nukleinsiure und die Reinheit bestimmt.

Die Konzentration an genomischer DNA ergibt sich aus der mittels Photometrie bestimmten

Extinktion (E) der wiéssrigen Losung, wobei folgender Zusammenhang gilt:

Ez60 = 1 entspricht 50 pg/ml an dsDNA.

2.2.3 Polymerase chain reaction (PCR)

Der interessante Bereich der DNA bei den ATMT Einzelsporisolaten ist die integrierte T-
DNA mit der Hygromycin B-Resistenzkassette. Da dieses DNA-Stiick nur in den EST und
nicht im Wildtyp-Isolat vorhanden ist, eignet es sich hervorragend, die vorangegangene Se-
lektion auf Hygromycin B-haltigem Medium molekular zu bestdtigen. Wahrend der Arbeit
von FLOSS (2004) wurden Primer abgeleitet, die zum einen im Bereich des Hygromycin B-
Genes (Hygl; reverse), zum anderen im Promotorbereich des Genes (Gpd; forward) liegen

(siehe

Abbildung 5). Die Basenabfolge der Primer zeigt Tabelle 8 im Anhang. Das durch beide Pri-
mer amplifizierte DNA-Stiick hat eine Gréf3e von 1000 bp.
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Die Zusammensetzung eines 20 pl PCR-Ansatzes ist in Tabelle 3 aufgezeigt, der Ablauf des
verwendeten PCR-Programmes (Biometra Thermocycler, T-Personal, Gottingen, Deutsch-

land) in Tabelle 4.

Ttrpc

|
N
ﬁﬁ 10000

,‘ ‘. pPK2-1
E - 10740 bps i

- Hik T
LB PopdA TtrpC RB

-
2000

5000
7

| —)
Pr_Gpd  HygB
i

Pr_Hyg1

Abbildung 5: Vektor pPK2

A: Vektorkarte pPK?2 ; B: Primerbindestellen. LB = left border; RB = right border; PgpdA = Pro-
motor; TtrpC = Terminator; Pr_Gpd = Bindestelle Primer Gpd; Pr_Hygl = Bindestelle Primer
Hygl. Der rote Balken (Abb. B) zeigt den zu amplifizierenden Bereich.

Tabelle 3: Zusammensetzung eines 20 ul PCR-Ansatzes

Komponente :Zalglkonzentration im An- Eingesetzte Menge
H0pigest / 12,3 ul

Puffer 1x 1l

MgCl, 1,5 mM 1,2 ul

dNTP’s je 0,2 mM 0,5 ul (Gemisch)

Primer (forward, reverse) je 0,5 uM jelul

Taq / 1 ul der 1:50 Verdiinnung
Template DNA 10 ng Il
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Tabelle 4: Ablauf des verwendeten PCR-Programmes

Schritt 1 Initiale Denaturierung 7 min 95 °C
Schritt 2 Denaturierung 30s 95 °C
Schritt 3 Annealing 45 s Top (58 °C)
Schritt 4 Elongation 50s 72 °C
Wiederholung der Schritte 2 bis 4 (Anzahl Zyklen 40)
Schritt 5 AbschlieBende Elonga- | 15 /) 72 °C

tion
Schritt 6 Abkiihlen 00 4°C
Ende

2.2.4 Gelelektrophorese und Farbung der DNA

Die Auftrennung der Amplifikationsprodukte erfolgte mittels Agarose-Gel-Elektrophorese.
0,8 % Agarose (w/v; Seakem LE-Agarose; Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) wur-
den in 50 ml TAE-Puffer [40 mM Tris (pH 8,3), 2 mM EDTA, 20 mM Na-Acetat] durch
Autkochen gelost und zum Aushérten in einen Gelschlitten gegossen. Zu 10 pl des PCR-
Ansatzes wurden 0,2 Volumen Ladepuffer [30 % (v/v) Glycerin, 5 x TAE-Puffer, 0,25 %
(w/v) Bromphenolblau] hinzugefiigt und die Probe in eine Tasche des Geles pipettiert. In die
flankierenden Taschen der aufgetragenen Proben wurde ein DNA-GréBenstandard
(GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) aufgetragen. Als Kam-
merpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei
80 V. AnschlieBend wurde das Gel 10 — 15 min in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml)
inkubiert. Zur Dokumentation der Fluoreszenz wurde das Gel auf einem UV-Tisch
(Multilmage Light Cabinet, Alpha Innotec Corporation, San Leandro, USA) mit einer Wellen-
lange von 320 nm bestrahlt, der mit einer Videodokumentationsanlage (Alphalmager, Biozym

Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) gekoppelt war.

2.3 Wachstums- und Infektionstests

2.3.1 Wachstums der ATMT-Einzelsporisolate auf PDA

PDA- und PDA/HygB-Platten wurden mit Myzelstiicken exakter GroBle (Durchmesser
0,5 cm), die von 14 Tage alten PDA-Platten der ESI und des WT-Isolates stammten, inoku-

liert. Fiir jedes Isolat wurden drei Wiederholungen auf jedem Medium angesetzt. Die Inkuba-
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tion erfolgte bei 23 °C und Schwarzlicht. Im zwei Tage Rhythmus wurde der Durchmesser
der Kolonien gemessen. Auflerdem wurde die Entwicklung der Kolonien fotografisch doku-

mentiert.

2.3.2 Blattsegmenttest

Neben der Inokulation intakter Maispflanzen ist auch die Inokulation von Blattsegmenten
moglich. Der Vorteil dieser Methode fiir das Screening einer gro3en Anzahl von Pathogeni-
taitsmutanten liegt in der einfacheren Handhabung und der Platzersparnis im Gegensatz zu

einem Ganzpflanzentest.

Fiir alle Blattsegmenttests, die wahrend dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, wurde das dritte
Blatt 14 Tage alter Maispflanzen verwendet. Um Variationen in der Symptomauspragung
zwischen zwei unterschiedlichen Pflanzen ausgleichen zu konnen, wurden Blitter von drei
verschiedenen Maispflanzen verwendet. Die Inokulation erfolgte mit einer Sporensuspension,
die Sporendichte variierte je nach Verwendungszweck des Ansatzes. Fiir einen makroskopi-
schen Symptomtest wurde eine Sporendichte von 10° Sporen/ml verwendet, sollten hingegen
Infektionsstrukturen ausgezdhlt werden, reichte eine 1:10 Verdiinnung des Ansatzes aus. Die

Sporenkonzentration wurde mit Hilfe einer Thoma-Kammer ermittelt.

Um eine 100%ige Luftfeuchte zu gewéhrleisten, die fiir die Keimung der Pilzsporen not-
wendig ist, wurden die Blattsegmente nach der Inokulation in einer feuchten Kammer inku-
biert. Die Ober- und Unterseite der Glasschale wurde mit Filterpapier versehen, das Filterpa-
pier in der oberen Glasschale mit Wasser angefeuchtet. An dem unteren Filterpapier wurden
die Blattsegmente mit Klebeband befestigt und mit Tropfen einer Sporensuspension (10 pl)
inokuliert. Zur Vermeidung der Austrocknung wurden die Glasschalen mit Parafilm ver-
schlossen. Die Inkubation erfolgte bei 23 °C und indirektem Licht in einem Inkubations-
schrank (BOD 400, Uni Equip, Martinsried). Die makroskopische und mikroskopische Do-
kumentation des Infektionsverlaufs und der eventuell vorhandenen Symptome erfolgte nach

vier und sechs Tagen.

Die Inokulation von Blattsegmenten fiir die Mikroskopie erfolgte zum groBten Teil analog der
eben beschriebenen Methode. Es wurde jeweils der Mittelteil der dritten Blatter 14 Tage alter
Pflanzen verwendet, die Mittelrippe wurde vorsichtig mit einer Rasierklinge entfernt und das

Blatt anschlieend in ca. 2 cm lange Segmente unterteilt. Diese wurden mit je 2 x 10 ul Ino-

39



Material und Methoden

kulum (ca. 1 - 2 x 10° Sporen) inokuliert und in mit Wasseragar (siche Abschnitt 7.4.3) ge-
fiillte Petrischalen (Durchmesser 9 cm) gelegt. Die Schalen wurden anschlieBend mit Parafilm

verschlossen.

2.3.3 Zwiebelepidermen

Fiir die Inokulation von Zwiebelepidermen mit C. graminicola wurden handelstibliche Zwie-
beln geschilt, geviertelt und die Epidermis vorsichtig abgezogen. Diese wurden auf Wasser-
agar (siche Abschnitt 7.4.3) gelegt und konnten anschliefend mit einer Sporensuspension,

analog dem Verfahren bei Blattsegmenten (sieche Abschnitt 2.3.2), inokuliert werden.

2.3.4 Artifizielle Materialien
2.3.4.1 Metall- und Polymerdiinnschichten
2.3.4.1.1 Herstellung der Diinnschichten

Die Herstellung der Metall- und Polymerdiinnschichten wurde von den an diesem Projekt
beteiligten Mitarbeitern des Fraunhofer Instituts fiir Werkstoffmechanik Halle/Saale iiber-
nommen. Detaillierte Angaben der materialwissenschaftlichen Aspekte, z. B. der Herstellung
und Charakterisierung der Diinnschichten, werden von HOFFMANN (2005), WILLERS (2007)
und KUSTER ET AL. (2008) gemacht. Uber die fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Ar-

beit verwendeten Materialien und Herstellungsverfahren gibt Tabelle 5 Auskuntft.

Tabelle S: Material und Herstellungsverfahren der Diinnschichten

Material Formel Herstellungsverfahren
Aluminium Al Sputtern

Gold Au Sputtern

Kupfer Cu Sputtern

PTFE Sputtern

PMMA Spin-Coating
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Im Folgenden sollen die beiden zur Schichtenherstellung verwendeten Verfahren (Sputtern,

Spin-Coating) vorgestellt werden.

Die Herstellung der PTFE-Schichten erfolgte mittels Hochfrequenz-Magnetron-Sputtern (RF-
Generator und Match Box RFX-600 von Advanced Energy Industries GmbH, Filderstadt-
Bonlanden, Deutschland; Magnetron ION'X von Thin Film Consulting, Grafenberg, Deutsch-
land). Der schematische Aufbau einer solchen Anlage ist in Abbildung 6 A dargestellt. Als
Arbeitsgas wurde Argon verwendet, die Erzeugung des Plasmas erfolgte durch Anlegen eines
hochfrequenten Wechselfeldes (f = 13,56 MHz) (HOFFMANN, 2005). Die Dicke der entstehen-
den Schicht konnte durch die Lidnge des Sputterprozesses bei gleichbleibender Leistung
(500 W) gesteuert werden. Die Dicke der hergestellten Schichten wurde mittels eines
Profilometers (Dektak 3030 ST, Veeco Germany, Mannheim, Deutschland) iiberpriift. Fiir
diese Messungen wurden unbeschichtete Glasobjekttrager den eigentlichen Substraten beim
Sputterprozess beigefiigt. AnschlieBend wurden Schicht und Substrat eingeritzt. Durch
profilometrische Bestimmung der Hohenunterschiede von Substrat und Schicht im Bereich

des Kratzers konnte auf die Schichtdicke geschlossen werden (HOFFMANN, 2005).

A Argon B
l Vakuum- Auftropfen
_l rezipient der
T Polymer-
— Magnetron } 16sung
HF |
<> ) Target
e ! / .
L\ ; “ : Argonplasma c Rotation
!
~—| Substrat {
I " Substrathalter Trocknen
L der
Vakuumpumpe Schicht

Abbildung 6: Schichtenherstellung (Schema)

A: Quelle: HOFFMANN, 2005.

B: Quelle: HTTP://MATERIALS.WEB.PSI.CH/RESEARCH/THIN-FILMS/METHODS/IMAGES/SPIN.JPG.
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Das Spin-Coating (Abbildung 6 B) ist eine geldufige Methode zur Produktion diinner, uni-
former Polymerschichten. Diese Methode wird vor allem in der Mikroelektronikindustrie zur
Herstellung von Fotolacken eingesetzt. Ein polymerenthaltendes Lésungsmittel wird hierbei
auf ein Substrat aufgebracht und durch die Wirkung von Zentrifugalkriften sternférmig ver-
teilt (HALL ET AL., 1998). Im Folgenden wird die Schicht so lange diinner, bis eine Gleichge-
wichtsdicke erreicht ist oder die Schicht aufgrund der Verdampfung des Losungsmittels zu-
nehmend viskoser wird (HALL ET AL., 1998). Der lockere Verbund der Polymermolekiile setzt
sich wiahrend des Trocknens ab und bildet so die Diinnschicht. Die Dicke ist abhéngig vom
Gehalt an Polymer im Losungsmittel und von der Rotationsgeschwindigkeit (HALL ET AL.,
1998). Fiir die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Schichten wurde 2-Butanon als
Losungsmittel verwendet, mit einem Gehalt von max. 3 % (w/w) PMMA in der Losung. Op-

timale Rotationsgeschwindigkeiten lagen zwischen 3000 und 6000 U/min (WILLERS, 2007).

Die durchgefiihrten Arbeiten lieBen sich in drei Bereiche gliedern: Die Herstellung der
Schichten (siehe Abschnitt 2.3.4.1.1), die anschlieBende Inokulation mit Sporen unterschied-
licher Pilze (siche Abschnitt 2.3.4.1.2) und die mikroskopische Auswertung der Entwicklung
von Infektionsstrukturen (siche Abschnitt 2.5), sieche Abbildung 7.

's 's N o N
Herstellung ] Inokulation Auswertung

| & | J | & J

( 1\ ( . . . 1\ ( N\
Reinigung der Objekttriger Dl g 7’” i s Lichtmikroskopie

L J1 L renlosung )L )

( o 1\ ( 1\ ( N\

Beschichtung Ablisen der Schicht Priiparation fiir REM
\ (Sputtern/Spin-Coating) ) | | JARS )
( N\ . ( )\
Aufdampfen der Kalium- Inkubation s
L bromidschicht ) (Feuchte Kammer) L L2 h I B )

Abbildung 7: Schema - Schichtenherstellung, Inokulation und Auswertung (nach HOFF-
MANN, 2005)

2.3.4.1.2 Inokulation artifizieller Schichten

Lagerung

Die Metall- bzw. Polymerdiinnschichten wurden nicht direkt auf einen Objekttrager aufge-
bracht. Zwischen der Glasoberfliche und der Schicht befand sich eine ca. 100 nm dicke Kali-
umbromidschicht (KBr), so dass sich die darauf befindliche Diinnschicht bei Kontakt mit
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Wasser vom Objekttriager 16sen konnte. Die Lagerung der Schichten bis zur Verwendung er-

folgte daher in einem mit Silikat (Silica Gel Orange, Carl Roth GmbH) gefiillten Exsikkator.

Vorbereitung der Schichten

Zu Beginn der Arbeit wurden unterschiedliche Metallschichten (siehe Tabelle 5) auf ihre An-
wendbarkeit fiir die Beurteilung von Pilzwachstum getestet. Hierfiir wurden Objekttrager
entweder komplett oder unter Verwendung einer Maske (HOFFMANN, 2005) mit Metallen
besputtert. Abbildung 8 B zeigt schematisch einen Objekttridger, nachdem eine Goldschicht
mit Hilfe einer Maske aufgebracht wurde. Die Inokulation dieser Schichten erfolgte noch ab-
weichend von dem in Abbildung 9 gezeigten Schema. Durch Eintauchen der beschichteten
Objekttrager 16sten sich die Metallschichten vom Glas und schwammen freitragend auf der
Wasseroberflache (Abbildung 8 A). Die Schichten wurden entweder direkt oder nach Abfi-
schen mit einem TEM-Netz (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) durch Aufpipettieren einer

Sporenldsung inokuliert.

s~ H. 2 Odest

4
Au Au Au
Gold- Objekt-
/ Jolie triger
4—— Perri- Au Au Au

schale

Abbildung 8: Herstellung und Priparation von Goldschichten

A: abgeldste Goldschichten auf H,O gey.

B: gesputterte Goldschichten bei Verwendung einer Maske (Schema); Au = Goldschicht.

Vor der Applikation der Sporenldsung auf Polymerschichten wurden die Schichten an den
Réndern mit einer Rasierklinge eingeritzt, um das Abldsen der Schichten nach Wasserzugabe

zu erleichtern.

Inokulation
Die Inokulation von Diinnschichten erfolgte nach zwei unterschiedlichen Methoden. Zu Be-

ginn der Arbeiten wurde die Sporensuspension auf bereits schwimmende Schichten
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aufpipettiert (Tropfengrofle ca. 5 ul). Spiter erfolgte die Umstellung auf die in Abbildung 9
gezeigte Sprithinokulation. Mittels eines Spriihapplikators wurde eine Sporensuspension mit
ca. 10° Sporen/ml auf die Schicht aufgespriiht. AnschlieBend wurde durch Zugabe von Was-
ser an den Rand des Objekttragers die Schicht abgeldst. Fiir die Zeit der Inkubation verblieb
die Schicht schwimmend auf der Wasseroberfldche. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten

Kammer bei 23 °C fiir drei Tage.

A KBr-Schicht B

PTFE-Schicht v

4_
Objekttriger

1 Zugabe von

Wasser '
Wasser o)

Membran (freischwimmend) j |

Objekttriger

Abbildung 9: Spriihinokulation von Polymerschichten

A: Schematischer Ablauf der Ablésung von Polymerschichten (nach KUSTER ET AL., 2008).

B: Inokulumtropfen auf einer frei schwimmenden Polymerschicht nach Sprithinokulation, MalB-
stab =200 um.

2.3.4.2 PET-Folie und Glas

Eine weitere Moglichkeit, die Differenzierung von Infektionsstrukturen vergleichend zu beur-
teilen, bietet die Inokulation von PET-Folie (Overhead Folien, Avery Zweckform Nr. 3558)
bzw. Glas-Deckgldschen (18 x 18 mm). Nach der Reinigung mit 70%igem Alkohol konnten
Folienstiicke (ca. 1 x 1 cm) bzw. Deckgléser nach der in Abschnitt 2.3.4.1.2 beschrieben Me-
thode inokuliert werden. Wurde zur Verbesserung der Keimfédhigkeit dem Inokulum Mais-
blattextrakt (MBE; siche Abschnitt 7.4.2) zugesetzt, wird an gegebener Stelle im Ergebnisteil

darauf hingewiesen.
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2.3.4.2.1 Inokulation von PET-Folien mit Colletotrichum graminicola

Die Bestimmung der Keim- und Appressorienbildungsraten der ACgpks! Mutanten (KO1 und
KO2) und der Mutante mit einer ektopischen Integration des KO-Konstruktes (ECT) im Ver-
gleich zum WT-Isolat erfolgte auf PET-Folie zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (24, 48,
72 hpi). Neben der Keimrate wurde auch die Rate gebildeter Appressorien und der Anteil an

Appressorien mit lateraler Keimung bestimmt.

2.3.4.2.2 Inokulation von Glas mit Phakopsora pachyrhizi

Fiir die Anzucht von P. pachyrhizi wurden Sporen in HyOgesr aufgenommen und fiir ca. vier
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert (siche Abschnitt 2.1.1.2). AnschlieBend wurden 10 pl
Inokulum auf Glasobjekttrager aufgebracht und in einer feuchten Kammer bei 23 °C inku-

biert.

2.4 Cytorrhizie

2.4.1 Bestimmung der Zellkollapsraten von Colletotrichum graminicola WT-Isolat und
ACgpksl

Es gibt mehrere Moglichkeiten den Turgordruck von Zellen indirekt zu bestimmen. Fiir die
vergleichende Bestimmung des Zellinnendruckes von melanisierten (WT, ACgpks! ECT) und
nicht-melanisierten (ACgpks! KO) Appressorien von C. graminicola wurde im Rahmen die-
ser Arbeit die Methode der Cytorrhizie gewéhlt. Hierbei wird die MolekiilgroBe des verwen-
deten Osmotikums so gewdhlt, dass eine Passage durch die Zellwand nicht moglich ist. Es
kommt zum Fliissigkeitsaustritt aus der Zelle, die im Folgenden kollabiert (MONEY ET AL.,

1998). Ein kollabiertes Appressorium ist an einer charakteristischen Einfaltung zu erkennen.

Als Osmotikum wurde ein Polyethylenglykol mit einer mittleren Molekiilmasse von 6000 als
wiassrige Losung mit Konzentrationen zwischen 0,1 und 0,5 g/ml verwendet. Der osmotische
Druck der verwendeten PEG-Losungen konnte mit Hilfe folgender Gleichung berechnet wer-

den:

H=a*C+p*C? (MONEY, 1989)
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Der osmotische Druck IT (angegeben in MPa) ist eine Funktion der Molaritit C und der Koef-
fizienten o und . Die Werte fiir o und P sind spezifisch fiir die Molekiilmasse der verwende-
ten PEG-Losung (MONEY, 1989). Der externe osmotische Druck, der den Kollaps von 50 %
der gezdhlten Appressorien induziert, kann dem Turgordruck im Appressorium in Wasser
gleichgesetzt werden (HOWARD ET AL., 1991). Um die mikroskopische Auswertung der
Zellkollapsversuche zu erleichtern, wurden Sporen in 10%igem MBE auf Glas-Deckgldschen
inkubiert und die Kollapsraten zu unterschiedlichen Zeitpunkten (24, 48, 72 hpi) ausgezahlt.
Die Deckglaser wurden vor der mikroskopischen Auswertung mit der jeweils zu verwenden-
den PEG 6000 Losung gespiilt und anschlieBend in einem frischen Tropfen der Losung fiir
10 min inkubiert (HOWARD ET AL., 1991). Die Zdhlung von mindestens 50 Appressorien er-

folgte auf drei Deckgldschen je Pilz.

2.4.2 Bestimmung der Zellkollapsrate von Phakopsora pachyrhizi

Die Bestimmung des osmotischen Druckes in den Appressorien von P. pachyrhizi wurde ana-
log den Untersuchungen bei C. graminicola durchgefiihrt. Es erfolgte keine Zugabe von MBE
zum Inokulum. Die Zdhlung der kollabierten Appressorien erfolgte 24 hpi.

2.5 Mikroskopie

2.5.1 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Die Licht- und Fluoreszenzmikroskopie wurde an einem Nikon Eclipse E600 (Nikon GmbH,
Diisseldorf, Deutschland) durchgefiihrt. Vor der lichtmikroskopischen Untersuchung inoku-
lierter Diinnschichten wurde ein Deckglas auf die Schicht aufgelegt. Als Hilfsmittel fungierte
eine Einmalspritze, auf die eine Kaniile mit Gummisauger aufgesteckt wurde. Mit Hilfe eines
40x Objektivs (Plan Fluor, 40x/0.75/DIC M «/0.17 WD 0.72; Nikon GmbH, Diisseldorf,
Deutschland) konnte die Entwicklung von Infektionsstrukturen auf und unter den Diinn-
schichten analysiert werden. Ein eindeutiger Vorteil der Polymerschichten, ihre Durchsichtig-

keit, erlaubte die Auswertung mit einem Durchlicht-Mikroskop.

Fiir die Mikroskopie von Blattsegmenten erfolgte die Entfiarbung (siehe Abschnitt 2.5.1.1)
und Firbung (sieche Abschnitt 2.5.1.2) der Proben. Die Proben wurden anschlieBend mit ei-

nem Deckgldschen bedeckt. Fiir Aufnahmen der Infektionsstrukturen eignete sich die Ver-
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wendung eines 100x Objektivs (Plan Fluor, 100x/1.30 Oil/DIC H «/0.17 WD 0.20; Nikon

GmbH, Diisseldorf, Deutschland) mit Olimmersion.

2.5.1.1 Entfarben der Proben

In Vorbereitung auf das Fiarben der pilzlichen Infektionsstrukturen wurde das Chlorophyll der
infizierten Blétter entfernt, so dass der Kontrast zwischen Infektionsstrukturen und pflanzli-
chem Material erhdht war. Hierfiir wurden die Blattstiicken fiir mindestens 24 Stunden in eine
3:1 Mischung aus vergilltem Ethanol und Chloroform gegeben (O'CONNELL ET AL., 2004).
War das Ergebnis nach noch nicht zufriedenstellend, wurde die Entfarbelosung erneuert und

die Proben fur weitere 24 Stunden inkubiert.

2.5.1.2 Firbung von Infektionsstrukturen

Die Infektionsstrukturen von Pilzen kdnnen mit unterschiedlichen Farbstoffen angefarbt wer-
den. Fiir die Farbung der oberflachlichen Strukturen und der Hyphen im Blattgewebe wurde
in dieser Arbeit Anilinblau/Lactophenol verwendet (in Anlehnung an O’CONNELL ET AL.,
2004). Die infizierten Blattbereiche wurden in der Féarbelosung fiir drei Stunden bei 80 °C
inkubiert, anschlieBend in Ethanol gespiilt, um tiberfliissige Férbelosung zu entfernen, und bis
zum Zeitpunkt der Auswertung in 50 % Glycerol (HUCKELHOVEN & KOGEL, 1998) bei 4 °C
gelagert. Eine Stammldsung des Farbstoffes wurde 0,5%ig (w/v) angefertigt, die Verdiinnung
auf 0,025 % erfolgte mit Lactophenol.

Durch Zugabe des Chitin-spezifischen Fluoreszenztfarbstoffes Texas Red WGA (0,1 mg/ml in
PBS mit 5 % BSA) zu der Fliissigkeit unter den inokulierten artifiziellen Membranen sollte
die spezifische Farbung der Penetrationshyphen der Pilze erreicht werden. Nach einer Inkuba-
tionszeit von ca. 15 min konnten die Proben mit dem entsprechenden Filterblock (TxRed, Ex:

540-580; DM: 595; BA: 600-660) ausgewertet werden.

2.5.2 Inverse Mikroskopie

Bei den undurchsichtigen Metallschichten wurde mit Hilfe eines inversen Mikroskopes
(Axiovert 200M; Zeiss, Jena, Deutschland) mit einem 40x Objektiv nach Penetrationshyphen
gesucht.
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2.5.3 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopische Betrachtung von Infektionsstrukturen auf artifiziellen Membranen
wurden mittels SEM [scanning electron microscopy, JISM 6700 (JEOL GmbH, Eching, Ger-
many)] und ESEM [environmental scanning electron microscopie, ESEM E-3 (ElectroScan
Hillsboro, OR, USA)] in Kooperation mit dem Fraunhofer Institut Halle/Saale durchgefiihrt.
Bei der Rasterelektronenmikroskopie wurden die mit einem TEM-Netz abgefischten
Membranbereiche getrocknet und mit einem diinnen Karbonfilm beschichtet. Die Betrachtung
der Proben erfolgte im Hochvakuum (1 - 20 kV) mit dem Everhart-Thornley-Detektor (ETD).
Im ESEM wurden Proben ohne vorherige Trocknung und Beschichtung angesehen. Sie wur-
den entweder im Transmissionsmodus (STEM) oder mit einem GSED (gaseous secondary

electron detector) betrachtet. Hier lagen die Werte fiir das Hochvakuum bei 5 - 30 kV.

2.6 Dokumentation

2.6.1 Makroskopische Dokumentation

Die makroskopische Dokumentation von Blattsegmenttests erfolgte mit einer digitalen Spie-
gelreflexkamera vom Typ Nikon D50 (Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland). Blattsegmen-
te wurden direkt in den zur Inkubation verwendeten Glasschalen fotografiert, filir die optimale
Ausleuchtung der Proben sorgte ein Lichttisch (Prolite 5000, Kaiser Fototechnik, Buchen,
Deutschland). Fiir die 20-fache Vergroferung von Inokulationspunkten auf Blattsegmenten
wurde ein Adapter (Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland) verwendet, der die Digitalkame-
ra mit einem Binokular (SMZ 800, Nikon, Diisseldorf, Deutschland) verband.

2.6.2 Mikroskopische Dokumentation

Fiir die Aufnahmen von Bildern mit dem Nikon Eclipse E60 wurde die Software NIS Ele-
ments (Nikon, Version 2.10) in Kombination mit einer Digitalkamera (Digital Sight DS-5M,

Nikon, Diisseldorf, Deutschland) verwendet.
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2.7 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der erhobene Daten wurde das Programm JMP 4 (SAS Insti-
tute Cary, NC, USA) genutzt. Mit Hilfe des paarweisen Mittelwertvergleichs (t-Test) wurden
die ermittelten Werte verglichen und auf signifikante Unterschiede untersucht. Dabei wurde
durchgéngig ein Fehler von a = 0,05 angenommen. Signifikante Unterschiede wurden in den
Diagrammen des Ergebnisteils entweder mit einem * gekennzeichnet oder mit ungleichen
Buchstaben (Signifikanzklassen) versehen. Zusitzlich ist in den Diagrammen die Standard-

abweichung dargestellt.
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3 Ergebnisse
3.1 ATMT von Colletotrichum graminicola

3.1.1 Sensitivitit gegeniiber Hygromycin B

Bei der Transformation von Pilzen mittels ATMT wird mit der T-DNA das Hygromycin B-
Resistenzgen in das Genom des Pilzes iibertragen, so dass Transformanten auf Hygromycin
B-haltigem Medium wachsen konnen. Die toxische Wirkung von Hygromycin B beruht auf
der Inhibierung der Proteinsynthese. Die Konzentration, die das Wachstum des WT-Isolates
inhibiert, muss vor der Transformation ermittelt werden. Abbildung 10 zeigt das Wachstum

des C. graminicola WT-Isolates auf unterschiedlichen Hygromycin B-Konzentrationen.

0 ug/ml 25 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml 200 ug/ml

Abbildung 10: Sensitivititstest von C. graminicola auf Hygromycin B

Wachstum des C. graminicola WT-Isolates auf Selektionsmedium (SM) mit unterschiedlichen
Hygromycin B-Konzentrationen, Dokumentation nach sechs Tagen Inkubationszeit.

Nach sechs Tagen Inkubationszeit war es dem WT-Isolat nur mdglich, auf Hygromycin B-
freiem Medium zu wachsen. Die Zugabe von Hygromycin B in Konzentrationen von
> 25 pug/ml inhibierte das Wachstum. Fiir die Selektion von Transformanten wurde den Plat-

ten 100 pg/ml Hygromycin B zugesetzt.

3.1.2 Transformationseffizienz

Die Transformationseffizienzen fur drei unterschiedliche Transformationsansitze sind in Ta-

belle 6 wiedergegeben.
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Tabelle 6: Transformationseffizienzen

Spalte 1: Anzahl der Pilzsporen in der Co-Kultivierungssuspension; Spalte 2: Zelldichte der
Bakteriensuspension; Spalte 3: Ergebnis von drei Transformationen in absoluten Zahlen (in
Klammern der Mittelwert aus den drei Ansétzen).

Cporenkonzen(ration in et | o1y LBA1100/pPK2 Erzielte Transformanten
100.000 0,64 0/30/50 (MW = 27)
130.000 0,58 24/19/19/16 (MW = 20)
150.000 0,64 13/52/43 (MW = 36)

Bei 1,5 x 10’ eingesetzten Pilzsporen entstanden im Mittel 36 putative Transformanten je

Transformationsansatz (200 ul Sporen/Bakterien-Gemisch, sieche Punkt 2.2.1.4).

Nach der erfolgreichen Transformation und Selektion standen 500 Transformanten fiir weiter-
fiihrende Untersuchungen zur Verfiigung. Die Anzucht von Kolonien jeder Transformante aus
vereinzelten Sporen auf selektivem Medium fiihrte zur Isolation von Einzelsporisolaten (zwei
je Transformante). Ein Teil dieser ESI wurde fiir die Inokulation von Maisblattsegmenten
verwendet. Die Fahigkeit, Symptome auf Mais hervorzurufen, diente der Auswahl von ESI,
bei denen ein Pathogenitéts- bzw. Virulenzdefekt vermutet wird. Mikroskopische Analysen
des Infektionsverlaufs auf Mais konnten den Verdacht auf einen Defekt bestérken. Neben den
wihrend dieser Arbeit erzeugten ESI wurde ein ESI (AB.158) verwendet, dass wihrend der

Arbeit von FLOSS (2004) entstand.

3.2 Charakterisierung der ATMT-Einzelsporisolate

3.2.1 Wachstum auf PDA

Im Gegensatz zum Wildtyp-Isolat ist es den Einzelsporisolaten moglich, auf Hygromycin B-
haltigem Kulturmedium zu wachsen. Inwieweit sich die Zuwachsraten auf PDA und
PDA/HygB unterscheiden, sollte ein Wachstumstest zeigen. Nach sechs Tagen Inkubations-
zeit hatte das WT-Isolat die Nahrmediumplatte komplett bewachsen (sieche Abbildung 11 A).
Bis auf AT.147, AT.391, AT.395 und AT.399 zeigten alle ESI ein signifikant langsameres
Wachstum. Verdeutlicht wird das Ergebnis der Messungen durch die Bilder der Platten (siche
Abbildung 11 B). Auf PDA/HygB konnte das WT-Isolat, wie erwartet, nicht wachsen. Alle
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getesteten ESI zeigten ein signifikant erhdhtes Wachstum im Vergleich zum WT (siehe Ta-
belle 9 im Anhang).
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Abbildung 11: Wachstum des WT-Isolates und ATMT ESI auf PDA und PDA/HygB

A: Zuwachsraten der 19 ESI und des WT-Isolates auf PDA und PDA/HygB nach sechs Tagen
Inkubationszeit.

B: Kolonien von 19 ESI und dem WT-Isolat auf PDA (jeweils obere Reihe) und PDA/HygB
(jeweils untere Reihe) nach sechs Tagen Inkubationszeit.

3.2.2 Blattsegmenttest

Nach der Inokulation von Maisblattsegmenten mit ca. 400 Einzelsporisolaten konnten diese
aufgrund der durch sie verursachten Symptome kategorisiert werden. 60 ESI zeigten im Ver-
gleich zum WT-Isolat keine oder nur geringe Symtomauspragungen und wurden anschlieend

als interessante Kandidaten fiir weitere Untersuchungen eingestuft. Im Rahmen eines parallel
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laufenden Projektes (S. Miinch, DE 403/16-1) wurden diese nochmals auf Blattsegmenten
und Ganzpflanzen getestet. Einzelsporisolate mit unzureichender Sporulation auf OMA konn-
ten nicht berticksichtigt werden. Fiir 19 ESI zeigten sich sowohl auf Blattsegmenten als auch
auf Ganzpflanzen klare Pathogenitits- bzw. Virulenzeffekte. Die Ergebnisse der Wiederho-
lung des Blattsegmenttests mit den 19 ESI im Rahmen dieser Arbeit und das phédnotypische
Erscheinungsbild auf Sporulationsmedium (OMA) sind in Abbildung 12 zusammengestellt.

Nach Inokulation mit dem Wildtyp-Isolat waren 4 dpi erste Nekrosen und 6 dpi ausgedehnte
Verbraunungen mit melanisierten Appressorien und Acervuli zu erkennen. Die Bildung von
Acervuli weist auf den abgeschlossenen Lebenszyklus hin. Auch bei AT.39, AT.391 und
AT.395 konnten Nekrosen und Acervuli beobachtet werden, jedoch in abgeschwichter Form.
AT.171 nekrotisierte das Gewebe erfolgreich, es konnten aber keine Acervuli beobachtet
werden. Der GroBteil der untersuchten ESI fiihrte zu keiner oder nur geringer

Symptomauspragung.
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Abbildung 12: Blattsegmenttest

Phénotyp der 19 ESI und des WT-Isolates auf OMA (14 Tage alt; jeweils linke Spalte) und die
Symptomausprigung auf Maisblattsegmenten 4 und 6 dpi. Das jeweils linke Bild zu jedem
Zeitpunkt zeigt zwei Inokulumpunkte, das rechte Bild die 20-fache VergroBerung eines Inoku-
lumpunktes.
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3.2.3 Nachweis der T-DNA mittels spezifischer Primer

Mittels PCR-Technik erfolgte der Nachweis der integrierten T-DNA mit Hilfe spezifischer
Primer (Basenabfolge sieche Tabelle 8 im Anhang).

AT.402

AT.399
AT.397 WT

AT.396 AT.717

AT.395 AT.673

AT.391 AT.668
AT.390 AT.425

AT.171 AT.420

AB.158 AT.416

AT.147 - AT.414

M

AB.039 AT.405

Marker Marker

Abbildung 13: Nachweis der T-DNA Integration mittels spezifischer Primer

Ergebnis der PCR-Reaktion mit genomischer DNA der 19 ESI und des WT-Isolates. Verwendet
wurden spezifische Primer (Hygl; Gpd). Die GroBe der Bande bei den ESI ist ca. 1 kb. Wasser:
Ersatz der DNA durch Wasser.

Das Ergebnis der PCR-Reaktion ist in Abbildung 13 dargestellt. Alle ESI zeigten eine deutli-

che Bande bei der erwarteten Fragmentgrof3e von 1 kb. Diese Bande fehlte in den Kontrollen.
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3.2.4 Charakterisierung der Entwicklung ausgewihlter ESI

Der Infektionsverlauf kann durch Erhebung der Raten fiir Keimung, Appressorienbildung und
Penetrationen beschrieben werden. Die Keimrate beschreibt den Anteil gekeimter Konidien
an der Gesamtzahl Konidien. Nach Abzug der Konidien, die nur einen Keimschlauch aber
kein Appressorium ausbildeten, ergab sich die Appressorienbildungsrate. Uber die erfolgrei-
che Ausbildung einer Penetrationshyphe, ausgehend vom Appressorium, gibt die Penetrati-
onsrate Auskunft. Im Folgenden werden die Ergebnisse der mikroskopischen Analyse der
Entwicklung auf Mais fiir 13 der 19 bisher beschriebenen ESI gezeigt; die Isolate AT.39,
AT.171, AT.390, AT.399, AT.405 und AT.425 sind Gegenstand der Arbeit von S. Miinch
(DE 403/16-1).

100

Keimrate (%)

S \© PSR A A
LA A AR S S AT S S A A M A

Abbildung 14: Keimraten von WT-Isolat und ESI auf Mais

Die Zihlung erfolgte 24 hpi. Signifikante Unterschiede der ESI zum WT-Isolat sind mit einem *
gekennzeichnet.

Alle betrachteten ATMT-Isolate zeigten hinsichtlich der Keimraten signifikante Unterschiede
zum WT-Isolat. AT.717 keimte nicht auf Maisblattsegmenten (siche Abbildung 14). Neben
der Keimrate wurde ebenfalls die Appressorienbildungsrate erfasst (sieche Abbildung 15). Bis
auf AB.158, dessen Rate der Appressorienbildung dhnlich der des WT-Isolates war, bildeten
die weiteren betrachteten Isolate signifikant weniger Appressorien, bei AT.147, AT.673 und
AT.397 unterblieb die Bildung von Appressorien. Da bei AT.717 die Keimung unterblieb,

konnten ebenfalls keine Appressorien beobachtet werden.
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Abbildung 15: Appressorienbildungsraten von WT-Isolat und ESI auf Mais

Die Zahlung erfolgte 24 hpi. Signifikante Unterschiede im Vergleich zum WT-Isolat sind mit
einem * gekennzeichnet.

Aufgrund der erhobenen Daten zur Entwicklung der ESI auf Mais wurden diese in vier Grup-

pen eingeteilt (siche Tabelle 7).

Tabelle 7: Einteilung der ESI in vier Gruppen aufgrund ihrer Entwicklung auf Mais

Gruppe ESI Bemerkungen
A AB.158 Keimung und Appressorienbildung dhnlich der
’ des WT-Isolates
B AT.668 Keim- und Appressorienbildungsrate geringer als

beim WT-Isolat

AT.391; AT.395; AT.396;

C AT.402: ATA14: AT 416; Kei.m- und Appressorienbildungsrate signifikant
AT.420 geringer als die des WT-Isolates

D AT.147; AT.397; AT.673; | keine bzw. signifikant geringere Keimung als
AT.717 beim WT-Isolat; keine Appressorienbildung

Wihrend AB.158 eine dhnliche Appressorienbildungsrate wie das WT-Isolat zeigte, konnten
bei allen anderen untersuchten ESI signifikant weniger Appressorien auf Mais gefunden wer-
den (siehe Abbildung 15). Im Folgenden wurden fiir AB.158 Zdhlungen {iber einen lingeren
Zeitraum angefertigt. So war es von besonderem Interesse, Unterschiede bei der Penetration
der Wirtspflanze im Zeitverlauf aufzuzeigen. Abbildung 16 A zeigt die Ergebnisse der Zah-
lung der Penetrationsraten des WT-Isolates und AB.158 nach 1, 2 und 3 Tagen Inkubations-

zeit.
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Nur beim WT konnten bereits 24 hpi Penetrationsereignisse beobachtet werden. Die Entwick-
lung scheint bei AB.158 zeitverzdgert abzulaufen, das WT-Isolat hatte zu jedem Zeitpunkt
signifikant mehr Penetrationen als AB.158. Beide Isolate penetrierten 24 hpi signifikant we-
niger als nach 48 und 72 h. Abbildung 16 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der Konidien
und Appressorien (B + C) und der aus den Appressorien auswachsenden Penetrationshyphen

(D +E).

Weiterhin wurde fiir das WT-Isolat und AB.158 die Entwicklung von Infektionsstrukturen auf
einer artifiziellen Oberfliche (PET-Folie) iiber einen Zeitraum von drei Tagen beobachtet.
Neben der Keim- und Appressorienbildungsrate (siche Abbildung 17 A) wurde auch erfasst,
inwieweit die Konidien nur an einer Seite bzw. an beiden Seiten gleichzeitig (bipolar) aus-
keimten (siche Abbildung 17 B). Wihrend das WT-Isolat 48 hpi eine signifikant hohere
Keimrate zeigte, war das Ergebnis 72 hpi umgekehrt. Da nahezu jede gekeimte Konidie auch

ein Appressorium ausbildete, sind die Signifikanzen mit denen der Keimrate gleichzusetzen.
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Abbildung 16: Penetrationsraten des WT-Isolates und AB.158 auf Mais

Diagramm (A): Signifikante Unterschiede zwischen den Pilzen zu einem Zeitpunkt sind in den
Balken eines Zeitpunktes angegeben. Signifikante Unterschiede in der Entwicklung eines
Pilzes zu den betrachteten Zeitpunkten geben die Signifikanzklassen tiber den Balken wieder.

Bilder: Lichtmikroskopische Aufnahmen des WT-Isolates 48 hpi (B + D) und von AB.158
72 hpi (C + E). B + C: Fokusebene Appressorium; D + F: Fokusebene Primdrhyphe. KO =
Konidie; KS = Keimschlauch; APP = Appressorium; mAPP = melanisiertes Appressorium; IV
= Infektionsvesikel; PH = Primdrhyphe. Mal3stab = 10 pm.
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Abbildung 17: Entwicklung des WT-Isolates und AB.158 auf PET-Folie

A: Keim- und Appressorienbildungsraten. Signifikante Unterschiede fiir die Keimraten
(schwarz) und die gebildeten Appressorien (weill) wurden mit * gekennzeichnet. Die Pilze wur-
den jeweils zu einem Zeitpunkt miteinander verglichen.

B: Bipolare Keimung, die Differenz zu 100 % sind Konidien, die einseitig ausgekeimt sind.
Signifikante Unterschiede zwischen den Isolaten zu einem Zeitpunkt wurden mit * in den Bal-
ken gekennzeichnet. Mit einem * iiber den Balken sind signifikante Unterschiede fiir den jewei-
ligen Pilz liber den Zeitverlauf angegeben.

AB.158 zeigte auf PET-Folie eine Besonderheit im Gegensatz zum WT-Isolat. Wéhrend der
WT maximal 5,5 % bipolare Keimung zeigte und sich die Werte liber den Zeitverlauf kaum

verdnderten, waren bei AB.158 nach 48 und 72 h mehr Konidien bipolar gekeimt als nach

24 h.

Eine zweite Gruppe an ESI (AT.147, AT.397, AT.673 und AT.717) zeigen, im Vergleich zum

WT-Isolat, signifikant geringere Keim- und Appressorienbildungsraten auf Maisblattsegmen-
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ten (siche Abbildung 14 und Abbildung 15). Fiir diese Gruppe wurde die Auswirkung der
Zugabe eines aus Maisbléttern gewonnenen Extraktes zur Sporensuspension auf die Keimfa-
higkeit und die weitere Entwicklung getestet. Nach Inokulation von Maisblattsegmenten und
Inkubation fiir 24 h konnte die Wiederherstellung der Keimféhigkeit auf Mais fiir alle ESI
beobachtet werden (siche Abbildung 18 A). Auch auf die Appressorienbildung konnte ein
positiver Effekt verzeichnet werden (siche Abbildung 18 B). Ausgehend von diesen Ergebnis-
sen wurde fiir die Zdhlung der Penetrationsrate (72 hpi) der Sporensuspension 25 % Mais-
blattextrakt zugegeben. Die untersuchten ESI konnten die Maisblétter penetrieren, allerdings
lagen die Werte signifikant unter denen des WT-Isolates (siche Abbildung 18 C). Der Effekt
steigender Gehalte an Maisblattextrakt im Inokulum wurde auch makroskopisch im Blattseg-

menttest untersucht.

Mit steigenden Konzentrationen an MBE im Inokulum konnte auch hier eine Verstiarkung der
Symptomausprigung (siche Abbildung 19 A und B) und die Zunahme an gebildeten Appres-
sorien (siche Abbildung 20) beobachtet werden. Maisblattextrakt wirkt sich stimulierend auf
die Keimfahigkeit der untersuchten ESI aus. Eine Erhohung des Anteils an Maisblattextrakt in
der Sporensuspension fiihrte zu einer Erhohung der Keimraten. Dieser positive Effekt liefl
sich auch auf die Bildung von Appressorien (siche Abbildung 18 B) iibertragen. Die unter-
suchten ESI sind also generell zur Keimung und Appressorienbildung fahig. Alle hier betrach-

teten ESI zeigten signifikant geringere Penetrationsraten als das WT-Isolat.

Sowohl die makroskopische als auch die mikroskopische Auswertung der Blattsegmenttests
stiitzen die Ergebnisse der Zdhlungen hinsichtlich Keimung und Appressorienbildung. In Ab-
bildung 20 deutlich zu erkennen ist die erhdhte Appressorienbildungsrate in 100%igem MBE.
Auch makroskopische Symptome traten ab einer Konzentration von 25 % MBE deutlicher in

Erscheinung (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 18: Entwicklung des WT-Isolates, AT.147, AT.397, AT.673 und AT.717 auf
Mais nach Zugabe von Maisblattextrakt

A: Keimraten. Die Auswertung erfolgte 24 hpi. Ein * markiert signifikante Unterschiede zum
WT-Isolat bei der jeweiligen MBE-Konzentration.

B: Appressorienbildungsrate. Die Auswertung erfolgte 24 hpi. Ein * markiert signifikante Un-
terschiede zum WT-Isolat bei der jeweiligen MBE-Konzentration.

C: Penetrationsrate. Die Auswertung erfolgte 72 hpi. Ein * markiert signifikante Unterschiede
zum WT-Isolat.
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Abbildung 19: Symptomentwicklung von WT-Isolat und ESI auf Mais (makroskopisch)

Dem Inokulum wurden unterschiedliche MBE-Konzentrationen zugesetzt. Die Dokumentation
erfolgte 6 dpi. Jeweils obere Reihe: Blattsegment mit zwei Inokulumpunkten. Jeweils untere
Reihe: eine Infektionsstelle in 30-facher VergroBerung (Binokular). Mafstab (giiltig fiir alle
Abbildungen der jeweils unteren Reihe) = 3 mm.
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Abbildung 20: Entwicklung von WT-Isolat und ESI auf Mais (mikroskopisch)

Lichtmikroskopische Betrachtung der Infektionsstrukturen auf Mais nach 6 d Inkubation. Die
entfirbten Blattsegmente wurden mit Anilinblau/Lactophenol (0,025 %) gefarbt. MaBstab =
20 um. A + B: WT-Isolat; A: Penetrationshyphen im Blatt (Pfeil), B: Acervuli mit Setae (Pfeil).
C: AT.147, Konidien mit Appressorien. D: AT.397: Acervulus mit Setae (Pfeil). E + F: AT.673;
E: Appressorium (Pfeil), F: Infektionsvesikel mit Primirhyphen (Pfeil); G - I AT.717; G: App-
ressorien, H: Appressorium (Pfeil), I: auswachsende Primérhyphe.
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3.3 Entwicklung eines Inokulationssystems fiir artifizielle Diinnschichten

3.3.1 Metalldiinnschichten

Die Verwendung von Diinnschichten aus Metall fiir die Untersuchung des Wachstums
phytopathogener Pilze ist aus der Literatur bekannt (MIYOSHI, 1895; HOWARD ET AL., 1991).
Fiir erste Untersuchungen wurden vom Fraunhofer Institut fiir Werkstoffmechanik
Halle/Saale (IWM) hergestellte gesputterte Schichten aus Aluminium (Al), Kupfer (Cu) und
Gold (Au) verwendet. Kupfer eignete sich nicht als Material fiir Keimtests, da es die Sporen-
keimung inhibierte. Auf Aluminium konnte C. graminicola auskeimen, jedoch eigneten sich
die Schichten nicht fiir Inokulationsversuche, da mit abnehmender Schichtdicke eine zuneh-
mende Instabilitdt der Schichten beobachtet wurde. Aullerdem zeigten die Al-Schichten eine
hohe Korrosionsanfilligkeit, bedingt durch die der Inokulation folgende Inkubation auf Was-

ser. Abbildung 21 zeigt eine korrodierte Aluminiumschicht.

Einzig Goldschichten blieben auch nach mehreren Tagen auf einer Wasseroberfliche

schwimmend stabil und ermdglichten so die Auswertung des Pilzwachstums.

Abbildung 21: Korrodierte Aluminiumdiinnschicht

Korrosionsschiden einer auf Wasser inkubierten Al-Schicht
(REM), Mafistab = 100 pm. Quelle: HOFFMANN (2005).
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3.3.1.1 Wachstum phytopathogener Pilze auf inerten Golddiinnschichten

Neben dem C. graminicola Isolat M2 wurden Magnaporthe oryzae (Isolat ERA1-GFP) und
Phakopsora pachyrhizi fiir Inokulationstests auf Goldschichten mit unterschiedlicher Dicke
verwendet. Ein erster Test mit Goldschichten mit einer Dicke von 500 nm zeigte, dass alle
betrachteten Sporen von M. oryzae ERA1-GFP auskeimen konnten und rund 93 % der ge-
keimten Sporen auch ein Appressorium ausbildeten (ohne Abbildung). Die Keimraten von
C. graminicola und P. pachyrhizi auf 40 nm Gold sind in Abbildung 22 (A) dargestellt. Ab-
bildung 22 B - D zeigen Infektionsstrukturen der Pilze auf Goldschichten. Bei diesen ersten
Untersuchungen wurde beurteilt, inwieweit unterschiedliche Pathogene in der Lage waren,
auf Goldschichten Infektionsstrukturen zu differenzieren und diese zu penetrieren. Allen ge-
testeten Pathogenen war die Differenzierung von Infektionsstrukturen auf Goldschichten

moglich.

A 100

75

50

Keimrate (%)

25
0 — ]

C. graminicola P. pachyrhizi

Bgekeimt Ogekeimt mit Appressorium

«0 B itetgs w6 APP> D

*

Ko ’3(APP \
g SN

AP < s
— A

Abbildung 22: Entwicklung phytopathogener Pilze auf Goldschichten

Diagramm (A): Keimraten von C. graminicola und P. pachyrhizi auf 40 nm Gold, 3 dpi. Die
Differenz zu 100 % sind die ungekeimten Konidien (Sdule "gekeimt") bzw. die gekeimten
Konidien ohne Appressorium (Saule "gekeimt mit Appressorium").

Bilder: B: C. graminicola (M2) auf 40 nm Gold; C: M. oryzae (ERA1-GFP) auf 500 nm Gold;
D: P. pachyrhizi auf 40 nm Gold. KO = Konidie; KS = Keimschlauch; App = Appressorium.
Malstab = 20 um.
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Da keine Penetrationen der verwendeten Goldschichten mit einer Schichtdicke > 500 nm beo-
bachtet werden konnten, wurde die Schichtdicke verringert. Untersuchungen mit C. grami-
nicola und P. pachyrhizi zeigten, dass die Entwicklung bis zum Appressorium auf 40 nm di-
cken Schichten mdoglich war (siehe Abbildung 22 B und D), Penetrationen konnten jedoch
nicht beobachtet werden. Diinnere Schichten wurden aufgrund der zunehmenden Instabilitit

nicht getestet.

Generell ist die Herstellung und Handhabung von Diinnschichten aus Gold moglich und er-
laubt die Differenzierung von Infektionsstrukturen. Als nachteilig erwies sich die mit abneh-
mender Schichtdicke zunehmende Instabilitdt der Membranen. Die Lichtundurchlassigkeit der

Goldschichten erschwerte die mikroskopische Auswertung.

Neben Metalldiinnschichten wurden auch Polymerdiinnschichten aus PTFE (Polytetra-
fluorethylen) und PMMA (Polymethylmetacrylat) hergestellt. Diese Schichten wurden, wie
unter Punkt 2.3.4.1.2 beschrieben, mit unterschiedlichen Pathogenen inokuliert und die Ent-
wicklung der Infektionsstrukturen 3 dpi analysiert. Einen Vorteil der Verwendung von
Polymerschichten stellt deren Transparenz dar. So konnen eventuell vorhandene Penetrati-
onshyphen besser gesehen werden als auf den Metallschichten. Im Folgenden sind die Ergeb-

nisse dieser Untersuchungen zusammengestellt.
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3.3.2 Polymerschichten
3.3.2.1 PTFE (Polytetrafluorethylen)
3.3.2.1.1 Penetrationskompetenz unterschiedlicher Pflanzenpathogene

Generell war es allen verwendeten Pathogenen mdglich, auf den verwendeten Polymer-
schichten auszukeimen und Infektionsstrukturen auszubilden. Fiir C. graminicola sind die
Ergebnisse des Keimtests auf unterschiedlich dicken PTFE-Schichten in Abbildung 23 darge-
stellt. Tendenziell war eine hohere Keimrate auf dickeren Schichten zu beobachten, die Werte
auf den 2400 nm dicken Schichten unterschieden sich signifikant von denen auf 60, 110, 160
und 210 nm. Auch konnten auf dickeren Schichten mehr Appressorien gebildet werden, wo-

bei das Verhéltnis von gekeimten zu gekeimten Konidien mit Appressorium gleich blieb.
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Abbildung 23: Keimraten von C. graminicola auf unterschiedlich dicken PTFE-Schichten

Signifikante Unterschiede werden durch die Signifikanzklassen angegeben, sie gelten sowohl
fiir die Séulen "gekeimte Konidien" als auch "gekeimte Konidien mit Appressorium". Die
Differenz zu 100 % sind ungekeimte Konidien (S&ule "gekeimte Konidien") bzw. gekeimte
Konidien ohne Appressorium (Saule "gekeimte Konidien mit Appressorium").

Neben den Keimraten war vor allem die weitere Entwicklung unterschiedlicher Pathogene auf
Polymerschichten von Interesse. Penetrationsraten von PTFE-Schichten wurden 3 dpi be-

stimmt (siche Abbildung 24 A).
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Abbildung 24: Penetrationen pflanzenpathogener Pilze auf PTFE-Schichten

Diagramm (A): Penetrationsraten 3 dpi. Signifikante Unterschiede auf Ebene der Schichtdicken
zwischen den Pilzen sind durch Signifikanzklassen liber den Balken gekennzeichnet, unter-
schiedliche Buchstaben stehen fiir signifikante Unterschiede. Die Signifikanzklassen iiber dem

Diagramm zeigen signifikante Unterschiede des jeweiligen Pilzes auf den unterschiedlichen
Schichtdicken.

Bilder: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Penetrationsereignissen. B - D: Fokusebene App-
ressorium; E - G: Fokusebene Penetrationshyphe. B + E: C. graminicola; C + F: M. oryzae; D +
G: P. pachyrhizi. KO = Konidie; KS = Keimschlauch; APP = Appressorium; PH = Penetrati-
onshyphe. Maf}stab = 10 pm.

Bei C. graminicola und M. oryzae handelt es sich um Pathogene, die melanisierte Appresso-

rien ausbilden. Im Gegensatz dazu bildet Phakopsora pachyrhizi nicht-melanisierte Appresso-
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rien. Jedem der Pathogene war es moglich, mit ihren Penetrationshyphen PTFE-Schichten zu
durchwachsen (siche Abbildung 24, Bilder B - G). Tendenziell konnten die diinneren Schich-
ten besser penetriert werden als die dickeren. Bei einer Schichtdicke von 110 nm erreichten
M. oryzae und P. pachyrhizi hohere Penetrationsraten als C. graminicola, zwischen M. oryzae
und P. pachyrhizi gab es keine signifikanten Unterschiede. Obwohl M. oryzae und P. pachy-
rhizi die 160 nm dicken Schichten tendenziell besser penetrieren konnten, sind diese Unter-
schiede nicht signifikant. P. pachyrhizi zeigte die hochste Penetrationsrate auf 110 nm. Gene-
rell schien sich der Erreger des Sojarostes auf den 60 nm Schichten schlechter zu entwickeln

als auf dickeren Schichten.

Das Prinzip der lichtmikroskopischen Betrachtung der Penetrationshyphen ist in Abbildung
25 am Beispiel einer Penetrationsstelle von P. pachyrhizi auf PTFE 110 nm dargestellt. Durch
Verdanderung der Fokusebene konnte dem Verlauf der Penetrationshyphe unter der Schicht

gefolgt werden. Die Werte links unten im Bild geben die Verdnderung der Fokusebene (in

pum) an.
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Abbildung 25: Penetrationsereignis von P. pachyrhizi auf PTFE, 110 nm
Dem Verlauf der Penetrationshyphe wurde mit Hilfe des Feintriebes gefolgt (Bilder A - F). KO
= Konidie; APP = Appressorium; PH = Primarhyphe. Maf3stab = 20 pm.

Neben der lichtmikroskopischen Betrachtung der Penetrationsereignisse wurde bei
C. graminicola und P. pachyrhizi zusétzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff Texas Red WGA
gearbeitet. Texas Red WGA ist ein spezifischer Chitinfarbstoff. Bei den Penetrationshyphen
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von C. graminicola trat die chitinspezifische Farbreaktion nur als ringférmige Fluoreszenz an
der Spitze der Hyphe auf (sieche Abbildung 26 D). Dies kann auf die bereits aus der Literatur
bekannte Tatsache zuriickgefiihrt werden, dass Colletotrichum ssp. nach der Penetration Chi-
tin in Chitosan umwandeln (EL GUEDDARI ET AL., 2002). Im Gegensatz dazu fluoreszierte bei

P. pachyrhizi die gesamte Penetrationshyphe (siehe Abbildung 26 H).
APP c PH D
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Abbildung 26: Penetrationsereignisse auf PTFE (Firbung mit Texas Red WGA)
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Licht- (A, B, E, F) und fluoreszenzmikroskopische (C, D, G, H) Aufnahmen der Penetrations-
hyphen von C. graminocola (A - D) und P. pachyrhizi (E - H) nach Farbung mit Texas Red
WGA (verwendeter Filter: TxRed). KO = Konidie; KS = Keimschlauch; APP = Appressorium,;
PH = Penetrationshyphe. Mafistab = 10 um.

Neben der licht- und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von Penetrationsereignissen
auf artifiziellen Membranen wurden inokulierte Membranen auch im ESEM (Environmental
Scanning Electron Microscope) und REM (Rasterelektronenmikroskop) betrachtet. Hierfiir
wurden Bereiche der inokulierten Membran mit einem TEM-Netz abgetrennt (siche Abbil-
dung 27 E) und entweder direkt (ESEM) oder nach vorheriger Trocknung und Beschichtung
(REM) fiir die Elektronenmikroskopie verwendet. Abbildung 27 (Bilder C - D) zeigen sehr
deutlich die Penetrationspore von P. pachyrhizi und die um die Penetrationsstelle erkennbaren
Membranfragmente (M). Die Bilder F - H zeigen Aufnahmen der Unterseite der Membran.
Wihrend die Penetrationshyphe deutlich sichtbar ist, sind Konidie und Appressorium nur als

Abdruck durch die Membran erkennbar.
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Abbildung 27: Elektronenmikroskopische Abbildung von Penetrationsereignissen bei
P. pachyrhizi

ESEM- (A - D) und REM- (E - H) Aufnahmen von P. pachyrhizi auf PTFE. KO = Konidie; KS
= Keimschlauch; APP = Appressorium; PH = Penetrationshyphe; PP = Penetrationspore; PS =
Penetrationsstelle; M = Membran; TEM = TEM-Netz. Mafistab A - C =20 um; D=5 um; E =
I mm; F-H=5 um.

Analog zu P. pachyrhizi wurden dhnliche Aufnahmen auch von C. graminicola angefertigt

(siche Abbildung 28).
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Abbildung 28: Elektronenmikroskopische Abbildung von Penetrationsereignissen bei
C. graminicola

ESEM- (A - D) und REM-Aufnahmen (E - H) von C. graminicola auf PTFE. A - C zeigen Auf-
nahmen von der Oberseite der Schicht, D von der Unterseite. Aufgrund der gewéhlten Parame-
ter (kV) ist eine Durchsicht auf darunter liegende Infektionsstrukturen méglich. E - G: 5 kV, die
Schicht erscheint transparent; H: 1 kV, die Schicht ist undurchsichtig. KO = Konidie; KS =
Keimschlauch; APP = Appressorium; PH = Penetrationshyphe. Malistab A - D =20 pm; E - F =
5 pm.
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3.3.2.1.2 Penetrationskompetenz von Colletotrichum graminicola WT-Isolat und
ACgpksl

Fiir die Untersuchung der Rolle der Melanisierung von Appressorien bei der Penetration wur-
den Knock Out-Mutanten von C. graminicola verwendet, die durch eine gezielte Deletion der
Polyketidsynthase 1 hergestellt wurden (HORBACH, 2010). Neben der Charakterisierung des
Infektionsverlaufs auf Mais, Zwiebel und PET-Folie (siche Abbildung 29) wurde parallel das
Penetrationsvermogen auf artifiziellen Membranen (PTFE; siche Abbildung 30) getestet.

Neben der Penetrationsrate wurde fiir eine Transformante mit ektopischer Integration (ECT)
und zwei Knock Out-Mutanten (KO1, KO2) auch der Umfang der lateralen Keimung ausge-
hend von den gebildeten Appressorien erfasst (siche Abbildung 29). Wihrend Appressorien
von WT und ECT nur selten laterale Keimung zeigten, erreichten die KOs auf Zwiebel nach
48 h Werte um 50 %. Auf allen untersuchten Substraten (Mais, Zwiebel, PET-Folie) war die
laterale Keimung der KOs nach 48 h signifikant hoher als die von WT und ECT.
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Abbildung 29: Laterale Keimung und Penetrationen bei WT CgM2 und ACgpksl1

Signifikante Unterschiede sind als Signifikanzklassen angegeben, unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede. Verglichen wurden die 4 Pilzisolate jeweils auf einem Sub-
strat. Die Differenz zu 100 % sind Appressorien ohne lateralen Keimschlauch (Sdulen "laterale
Keimung") bzw. ohne Penetrationsereignis (Sdulen "Penetrationen").

Wihrend WT und ECT Mais und Zwiebel penetrieren konnten, wurden fiir die KOs signifi-
kant geringere (Zwiebel) bzw. keine Penetrationen (Mais) beobachtet. Im Gegensatz dazu

waren die KOs in der Lage artifizielle Membranen (PTFE) zu penetrieren. So konnten auf 60,
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110 und 160 nm Schichten keine signifikanten Unterschiede zum WT festgestellt werden
(siche Abbildung 30 A).

Die laterale Keimung war auch auf den PTFE-Schichten bei KO1 signifikant hoher als die des
WT-Isolates. Mittels Licht- und Elektronenmikroskopie konnten die Penetrationsereignisse

der KO 1 Mutante dargestellt werden (sieche Abbildung 30 B - D).
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Abbildung 30: Laterale Keimung und Penetrationen von WT CgM2 und ACgpksl auf
PTFE

Diagramm (A): Die Auswertung der Proben erfolgte 3 d nach Inokulation. Signifikante Unter-
schiede zwischen WT-Isolat und KO1 sind mit einem * gekennzeichnet. Die Differenz zu
100 % sind Appressorien ohne lateralen Keimschlauch (Sdulen "laterale Keimung") bzw. ohne
Penetrationsereignis (Sdulen "Penetrationen").

Bilder: Licht- (B + C) und Rasterelektronenmikroskopische (D) Aufnahmen von Penetrations-
stellen der KO 1 durch PTFE, 60 nm. KO = Konidie; APP = Appressorium; PH = Penetrations-
hyphe. MaBstab B+ C =10 um; D =5 pm.
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3.3.2.2 PMMA (Polymethylmetacrylat)

3.3.2.2.1 Vergleich der Entwicklung von Colletotrichum graminicola und Phakopsora
pachyrhizi

Neben den bereits beschriebenen Experimenten mit unterschiedlichen Pflanzenpathogenen
auf PTFE-Schichten wurden im Folgenden auch Inokulationsversuche mit einem zweiten
Polymer (PMMA) durchgefiihrt. Parallel zu den Versuchen mit PTFE wurden PMMA-
Schichten mit Sporensuspensionen von C. graminicola (WT) und P. pachyrhizi inokuliert.
Die Vorgehensweise bei der Inokulation entsprach der bei PTFE. Auch hier wurden Schichten
mit unterschiedlicher Dicke (60 und 110 nm) verwendet. In Abbildung 31 sind vergleichend
die Keimraten beider Pilze auf PTFE und PMMA dargestellt.
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Abbildung 31: Entwicklung von C. graminicola und P. pachyrhizi auf PMMA

Keimraten. Signifikante Unterschiede zwischen den Pilzen auf Ebene der Schichtdicken sind
mit einem * gekennzeichnet.

Wihrend die Keimraten beider Pilze sich auf PTFE und PMMA nicht signifikant unterschie-

den, bildete C. graminicola mehr Appressorien auf PMMA, P. pachyrhizi auf PTFE (Ergeb-
nisse siche Tabelle 10, Anhang).

PMMA-Schichten konnten durch C. graminicola signifikant besser penetriert werden als
PTFE-Schichten (siehe Abbildung 32 A). Der Erreger des Sojarostes erreichte hohere Penet-
rationsraten auf PMMA, im Gegensatz zu PTFE, nur auf Schichten mit einer Dicke von

110 nm. Bilder von P. pachyrhizi auf PMMA sind in Abbildung 32 (Bilder B - E) dargestellt.
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Die Penetrationshyphen fluoreszierten, nach Inkubation in Texas Red WGA, rot. Abbildung

32 (Bilder F + G) zeigen ein Penetrationsereignis von C. graminicola durch eine PMMA-
Schicht.
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Abbildung 32: Penetrationen von C. graminicola und P. pachyrhizi auf PTFE und PMMA

Diagramm (A): Penetrationsraten, 3 dpi. Signifikante Unterschiede zwischen den Werkstoffen
auf Ebene der Pilze sind mit einem * gekennzeichnet.

Bilder: B - E: Penetrationsereignisse von P. pachyrhizi auf PMMA (Farbung mit Texas Red
WGA). Betrachtet wurde eine 110 nm dicke Schicht 3 dpi. B + C: Durchlicht; D + E: Filter-
block TxRed. KO = Konidie; KS = Keimschlauch; APP = Appressorium; PP = Penetrationspo-
re; PH = Penetrationshyphe. B + D: Fokusebene Appressorium; C + E: Fokusebene Penetrati-
onshyphe. F + G: Penetrationsereignis von C. graminicola auf PMMA. Betrachtet wurde eine
60 nm dicke Schicht, 3 dpi. F: Fokusebene Appressorium; G: Fokusebene Penetrationshyphe.
KO = Konidie; KS = Keimschlauch; APP = Appressorium; IV = Infektionsvesikel; PH = Penet-
rationshyphe. Mallstab =20 um.
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3.3.2.2.2 Penetrationsraten von Colletotrichum graminicola WT-Isolat und AB.158

Neben der Betrachtung von C. graminicola und P. pachyrhizi wurde auch die Entwicklung
von AB.158 mit der des WT-Isolates auf 60 nm dicken PMMA-Schichten verglichen. Auf die
Entwicklung von AB.158 auf Mais wurde bereits im Abschnitt 3.2.4 genauer eingegangen.
Der Vergleich der Penetrationsrate auf Mais mit der des WT-Isolates zeigte, dass die Penetra-
tion des Wirtes verzogert beginnt. Bei AB.158 wurden signifikant weniger Penetrationsereig-
nisse beobachtet. Auf PMMA-Schichten (siche Abbildung 33) konnte AB.158 hohere Penet-

rationsraten als das WT-Isolat erreichen.
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Abbildung 33: Penetrationsraten von WT CgM2 und AB.158 auf PMMA-Schichten

Betrachtet wurden die Penetrationsraten auf 60 nm dicken Schichten, 3 dpi. Ein * markiert sig-
nifikante Unterschiede im Vergleich zum WT-Isolat.

Generell eignen sich artifizielle Membranen, die in unterschiedlichen Schichtdicken herge-
stellt werden konnen, fiir Inokulationsversuche mit phytopathogenen Pilzen bzw. fiir das
Screening von Transformanten. Ein Vorteil der Verwendung von PMMA-Schichten liegt in
der einfacheren Herstellung und damit der Mdoglichkeit, schneller groBBere Schichtenmengen

herzustellen.

Wie die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, konnten artifizielle Membranen durch
Pilze mit nicht-melanisierten Appressorien (P. pachyrhizi und die Polyketidsynthase-KO-
Mutante von C. graminicola) penetriert werden. Die Ergebnisse der Penetrationstests auf arti-
fiziellen Membranen lassen darauf schliefen, dass der in den nicht-melanisierten Appresso-

rien erreichte Turgordruck es P. pachyrhizi und ACgpksi erlaubt, artifizielle Membranen zu
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penetrieren. Untersuchungen der Appressorien durch Cytorrhizie sollten iiber diesen Verdacht
Aufschluss geben. Eine Enzymtétigkeit kann bei der Penetration artifizieller Membranen aus-

geschlossen werden, da die verwendeten Schichten biologisch nicht abbaubar sind.

3.4 Bestimmung des osmotischen Druckes in Appressorien mittels Cytorrhizie

3.4.1 Colletotrichum graminicola (WT-Isolat und ACgpksI)

Die verwendeten Isolate (WT, ECT, KO1 und KO2) wurden auf Glasdeckgldschen fiir 24 h
angezogen (siche Abschnitt 2.4.1). Abbildung 34 zeigt die Zunahme der kollabierten Appres-
sorien mit zunehmender Molaritit der verwendeten PEG 6000 Losungen. Da bei Erreichen
der Gleichgewichtscytorrhizie der externe osmotische Druck dem internen (im Appressorium)
entspricht, konnen fiir WT und ECT Werte von ca. 2,5 MPa, fiir die beiden KOs von ca. 2,8
MPa angenommen werden. Der Unterschied zwischen diesen Werten ist signifikant (siche
Tabelle 13 im Anhang). Die Ergebnisse der Cytorrhizie korrelieren mit den Ergebnissen der
Penetrationskompetenzbestimmung auf PTFE-Schichten. Auf 60 und 110 nm dicken Schich-
ten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen WT-Isolat und KO1 festgestellt wer-
den. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 34 B - I) zeigen nicht-kollabierte und
kollabierte Appressorien der untersuchten Pilze. Deutlich zu erkennen waren die kollabierten
Strukturen durch die Bildung einer Falte, bedingt durch den Wasseraustritt aus den Appresso-

rien.

3.4.2 Phakopsora pachyrhizi

Fiir Phakopsora pachyrhizi wurden ebenfalls Cytorrhizie-Daten erhoben. Die Werte fiir die
Bestimmung der Kollabierungsrate 24 hpi sind in Abbildung 34 (A) gezeigt, Gleichgewichts-
cytorrhizie wurde bei ca. 3,3 MPa externen osmotischen Druck erreicht. Die Werte liegen
tiber denen von C. graminicola und wiirden damit die hheren Penetrationsraten auf artifiziel-

len Membranen erklaren.

Deutlich war die Bildung der fiir eine Kollabierung der Appressorien typischen Falten in PEG
6000 (8,59 MPa) zu erkennen (siche Abbildung 35 C). Fiir Magnaporthe grisea ist der Wert
fiir den Zellinnendruck der melanisierten Appressorien aus der Literatur bekannt (5,8 MPa;

DE JONG, 1997). Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass auch in nicht-melanisierten App-
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ressorien hohe osmotische Driicke aufgebaut werden konnen und daher dhnliche bzw. zum

Teil auch hohere Penetrationsraten auf artifiziellen Membranen erreicht werden konnten.

WT =—=ECT =—4—KO0l1 -—#—~KO0O2

&

< 100

=

k3

S

S 175

S

g 50

<

2

5 25

2

G

'_O' 0 T T T 1
< 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

MPa

5 N 77 i | Ko
A APP 7 APP : T o p—
APP ___ =8 2 il
F G H |

£ APP . F
APP F . z _. ¥ A F

APP

Abbildung 34: Cytorrhizie bei Colletotrichum graminicola (WT-Isolat und ACgpkslI)

Diagramm (A): Verhéltnis zwischen der Erh6hung des externen osmotischen Druckes (MPa)
und der Kollabierung der Appressorien von WT und ACgpksl. Die Signifikanzklassen (auf
Ebene des extern angesetzten osmotischen Druckes) sind in Tabelle 13 im Anhang angegeben.

Bilder: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Appressorien von WT C. graminicola (B + F) und
der ACgpks1 Mutanten ECT (C + G), KO 1 (D + F) und KO 2 (E + I). B - E: Appressorien in
Wasser (ohne Osmotikum); F - I: Appressorien in PEG 6000 (5,79 MPa). APP = Appressorium,;
F = Falte (bedingt durch Kollaps). Malistab =10 um.
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Abbildung 35: Cytorrhizie bei Phakopsora pachyrhizi

Diagramm (A): Rate der kollabierten Appressorien auf Glas-Deckgldschen, 24 hpi. Fehlerindi-
kator = Standardabweichung.

B + C: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Uredospore mit einem nicht-kollabierten App-
ressorium (B, in Wasser) und eines kollabierten Appressoriums mit erkennbarer Falte (C; in
PEG 6000, 8,59 MPa). APP = Appressorium; F = Falte; US = Uredospore. Malistab = 10 um.
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, mittels eines Zufallsmutagenese-Ansatzes unter Nutzung der ATMT
eine Vielzahl von Transformanten zu erzeugen und diese auf Pathogenitits- oder
Virulenzdefekte zu untersuchen. Der Ansatz der Suche nach Homologen bekannter
Virulenzdeterminanten im Genom von C. graminicola iber degenerierte Primer wurde in den
vergangenen Jahren erfolgreich genutzt (WERNER ET AL., 2007). Zusitzlich wurde die ATMT
fiir dieses Pathogen im Rahmen einer Diplomarbeit etabliert (FLOSS, 2004). Weiterhin sollte,
in Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer Institut fiir Werkstoffmechanik Halle/Saale, die Her-
stellung artifizieller Schichten und deren Einsatz fiir Inokulationsversuche mit unterschiedli-

chen pflanzenpathogenen Pilzen und C. graminicola Mutanten optimiert werden.

4.1 Erstellung einer Colletotrichum graminicola Transformantenbank fiir die
Suche nach Pathogenitiits- bzw. Virulenz-defizienten Mutanten

4.1.1 Hygromycinphosphotransferase-Gen als Selektionsmarker

Die Auswahl des richtigen Selektionsmarkers ist ein wichtiger Schritt vor der eigentlichen
Transformation. Neben dem /Aph-Gen, welches Resistenz gegeniiber Hygromycin B vermit-
telt, ist auch der Einsatz von Phleomycin, Sulfonylurea, Nourseothricin, Bialophos, Carboxin,
Blasticidin S und Benomyl beschrieben worden (sieche Quellen in WELD ET AL., 2006).
Aminocyclitol-Antibiotika, zu denen auch Hygromycin B gehort, wirken gegen ein weites
Spektrum an Eu- und Prokaryoten und behindern die Polypeptidsynthese. Thre Inaktivierung
ist durch Acetylierung, Adenylylation und Phosphorylierung moglich (DAVIES & DAVIS,
1968). Das Gen fiir eine Hygromycinphosphotransferase aus E. coli (DAVIES & DAVIS, 1968)
vermittelt, wenn es in urspriinglich Hygromycin-sensitive Organismen iibertragen wird, Re-
sistenz. Das wihrend dieser Arbeit verwendete Plasmid pPK2 tragt dieses Hygromycin-
phosphotransferase-Gen (siehe z. B. auch COVERT ET AL., 2001). Ein Vorversuch mit dem
C. graminicola WT-Isolat zeigte, dass dieser bereits auf geringen Hygromycin B-Konzen-
trationen (25 pg/ml) nicht mehr wachsen konnte (sieche Abbildung 10). Fiir die Selektion von
ATMT-Transformanten wurde eine Konzentration von 100 pg/ml gewidhlt. Das Vermogen
auf Hygromycin B-haltigem Medium zu wachsen, ist fiir die nicht-transformierten WT-
Stamme unterschiedlicher Pilze sehr verschieden, sodass auch die Konzentrationen im

Selektionsmedium variieren (siche Tabelle 14 im Anhang). Auch zwischen Spezies der
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Gattung Colletotrichum gibt es Unterschiede hinsichtlich der Hygromycin B-Toleranz.
Wihrend C. falcatum (50 pg/ml), C. gloeosporioides, C lagenarium und C. trifolii (jeweils
100 ug/ml) sensitiv auf geringe Konzentra-tionen reagierten, zeigte C. acutatum eine erhdhte
Toleranz gegeniiber dem Antibiotikum. Das verwendete sph-Gen im Vektor pPK2 stand unter
der Kontrolle des Promotors des gpd-Gens (Glyceraldehyd-3-phosphat) und des Terminators
des trpC-Gens (Tryptophan C) aus Aspergillus nidulans. Diese Kombination wurde auch in
anderen Pilzen erfolgreich bei der ATMT eingesetzt, z. B. bei Verticillium fungicola (AMEY
ET AL., 2002).

4.1.2 Moglichkeiten der Transformation filamentoser Pilze

Als Transformation beschreibt man den Prozess, durch den DNA in eine Zelle eingebracht
wird und so zu einer vererbbaren Verdnderung fiihrt (HINNEN ET AL., 1978). Fiir die
Grundlagenforschung ist die Identifizierung und Charakterisierung von Genen von Bedeu-
tung, die fiir Pathogenitidt und Virulenz filamentdser Pilze essenziell sind. So sollen REMI
und ATMT durch die zufillige Insertionsmutagenese phytopathogener Pilze zum Auffinden

neuer Pathogenititsgene beitragen.

Generell kann die Ubertragung von DNA-Fragmenten iiber verschiedene Wege erfolgen.
Plasmid-vermittelte Transformationssysteme miissen dabei die exogene DNA in die
Empfingerzelle ilibertragen. Die DNA sollte anschlieBend stabil insertiert und repliziert
werden (RuUIz-DiEz, 2002). Neben der noch relativ neuen Methode der ATMT konnen
Protoplasten mittels chemischer Behandlung (PEG/CaCl, oder Lithium-Acetat), biolistischer
Methoden oder Elektroporation zur Aufnahme von Fremd-DNA befdhigt werden (Details

siche Review von RuUIz-DiEz, 2002).

Fir die Erstellung einer Transformantenbank im Hinblick auf die Gewinnung neuer
Erkenntnisse zu pathogenitits- bzw. virulenzbeeinflussenden Genen ist das gene tagging, die
zufdllige Insertionsmutagenese, die Methode der Wahl. Im Idealfall sollte sie zu einer hohen
Transformationsfrequenz und der zufélligen Integration der Fremd-DNA als Einzelkopie und
an einem einzelnen Lokus ohne Anderungen oder Deletionen an der transferierten DNA und

der Wirts-DNA fiihren (WELD ET AL., 2006).

Functional Genomics-Ansétze bei filamentdsen Pilzen haben iiber die letzten Jahre, bedingt

durch die Entwicklung vielfdltiger Transformationssysteme und damit der Mdglichkeit eine
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Vielzahl an filamentdsen Pilzen und unterschiedlicher Ausgangsmaterialien zu transfor-
mieren, zugenommen. Zufillige und gezielte Methoden fiir eine Genmutation wurden
adaptiert und dienen der Untersuchung von Genfunktionen in Pilzen. Weiterhin hat die
Anzahl sequenzierter pilzlicher Organismen {iber die letzten Jahre zugenommen. Eine
Ubersicht iiber bereits sequenzierte Pilze bietet das Broad Institute mit der Fungal Genome
Initiative (FGI; HTTP://WWW.BROADINSTITUTE.ORG/SCIENCE/PRO-JECTS/FUNGAL-GENOME-INI

TIATIVE/CURRENT-FGI-SEQUENCE-PROJECTS).

Fiir die zufillige Insertionsmutagenese filamentdser Pilze konnen neben der ATMT auch
REMI und die Transformation mittels Transposons zum Einsatz kommen. Der Review von
MICHIELSE ET AL. (2005 A) und die darin aufgefiihrte weiterfiihrende Literatur zeigen Vor-
und Nachteile der genannten Methoden. Die Transposon-basierte Methode fiihrt nur bedingt
zur zufalligen Integration der Fremd-DNA und diese zeigt eine Priaferenz fiir nicht-kodierende
Bereiche. Bei der REMI enthélt ein hoher Anteil (30 - 50 %) der erhaltenen Mutantionen
nicht getaggte DNA. Auch hier ist die Integration nur bedingt zufillig und findet vor allem in
stark transkribierten genomischen Regionen statt. Die ATMT hat mehrere entscheidende
Vorteile. Zum einen sind keine speziellen Gerdte notig (z. B. ein Elektroporator), zum
anderen ist eine vorherige Protoplastierung nicht erforderlich (ABUODEH ET AL., 2000).
Weiterhin kann meist nur eine Integration je Mutante beobachtet werden. Es wurde bisher
angenommen, dass die Insertion der T-DNA ins Genom zufillig erfolgt [vgl. DE GROOT ET AL.
(1998), ABUODEH ET AL. (2000), MULLINS ET AL. (2001), RHO ET AL. (2001), BUNDOCK ET AL.
(2002), COMBIER ET AL. (2003), DEGEFU & HANIF (2003), LECLERQUE ET AL. (2004),
MICHIELSE, ET AL. (2004)]. Die Arbeit von LI ET AL. (2007) zeigte jedoch bei Magnaporthe
oryzae, dass die Integration der T-DNA bevorzugt in nicht-kodierende Bereiche erfolgte und
somit nicht zufillig ist. Auch MUNCH ET AL. (2011) konnten fiir Colletotrichum graminicola
nicht zuféllige Integrationsmuster zeigen. Weiterhin ist die ATMT auch fiir nachfolgende
Analysen mittels homologer Rekombination einsetzbar. Dies wurde z. B. von BUNDOCK ET
AL. (1999) bei der Hefe Kluyveromyces lactis gezeigt. Somit ist diese Methode im Vergleich

zu anderen effizienter hinsichtlich Zeit und Aufwand (AMEY ET AL., 2002).

4.1.3 Integration der T-DNA

Aus Pflanzen ist bekannt, dass der T-DNA-Strang iiber illegitime Rekombination ins Genom

integriert. Selbst bei Sequenzhomologie wird bei Pflanzen nur selten die homologe
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Rekombination beobachtet (VAN ATTIKUM ET AL., 2001). Es gibt Hinweise darauf, dass T-
DNA-Strange vorrangig in Regionen mit aktiver Transkription integrieren (KONCZ ET AL.,
1989; HERMAN ET AL., 1990), da hier die Wahrscheinlichkeit von Briichen in der DNA hdher
ist und das DNA-Molekiil durch seine aufgelockerte Form wéhrend der Transkription

einfacher zu erreichen ist.

Im Gegensatz zu Pflanzen integriert die T-DNA in das Genom der Hefe S. cerevisiae
vorrangig iliber homologe Rekombination (BUNDOCK ET AL., 1995). Wihrend bei S. cere-
visiae die homologe Rekombination effizienter ablduft als die illegitime, heterologe
Rekombination, gibt es hinsichtlich der Transformationsetfizienzen bei Kluyveromyces lactis,
einer weiteren Hefe-Spezies, dahingehend keine Unterschiede. Sind Sequenzhomologien
vorhanden, wird hier die homologe Rekombination bevorzugt. S. cerevisiae scheint jedoch
effizientere Mechanismen fiir homologe Rekombination zu besitzen (BUNDOCK &

HOOYKAAS, 1996; BUNDOCK ET AL., 1999).

4.1.4 T-DNA Insertion in das Genom von Hefen und filamentosen Pilzen

Durch BRUNAUD ET AL. (2002) wurden fiinf Schritte der T-DNA-Integration nach dem
Transfer in Arabidopsis thaliana postuliert. Upstream der LB (left border) wird ein mehr oder
weniger perfekter Duplex mit dem oberen Strang der Wirts-DNA gebildet. Nach der
Degradierung des LB-Bereiches downstream des Duplex erfolgt die Ligation zwischen dem
verdauten unteren Strang der Wirts-DNA und dem 3‘-Ende der T-DNA durch Wirtsenzyme.
Ausgehend von einem Schnitt im oberen Wirts-DNA-Strang wird der Komplementérstrang
synthetisiert, imperfekte Paarungen werden dabei erkannt und durch Wirts-Enzyme repariert.
Die T-DNA-Sequenz dient dabei als Matritze. Zuletzt wird die RB in die Wirts-DNA ligiert
und der obere Strang der Wirts-DNA zwischen den beiden Mikrohomologien verdaut und mit

dem Komplementérstrang verbunden. Dabei kommt es haufig zur Deletion von Wirts-DNA.

Die Moglichkeit, ATMT fiir Insertionsmutagenese zu nutzen, wurde bei Hefen und
filamentosen Pilzen untersucht. Durch BUNDOCK ET AL. (2002) konnte die zufdllige Insertion
in kodierende und nicht-kodierende Bereiche, zufillig iiber das gesamte Genom von S.
cerevisiae verteilt, gezeigt werden. Nur 1 - 5 % der Transformanten trugen mehr als eine

Kopie der T-DNA, die zumeist als inverted repeat structure (Tandemintegration) vorlag.
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Fiir M. oryzae konnte eine Priaferenz der T-DNA-Insertion in Promotorregionen von Genen,
weniger in die kodierenden Bereiche selbst, festgestellt werden (CHOI ET AL., 2007). Dies
konnte durch eine Bevorzugung von Bereichen mit einem hoheren AT-Gehalt bei der T-DNA
Integration erkliart werden (HURST ET AL., 2004). Die Préferenz fiir AT-reiche Bereiche ist z.
B. auch aus Arabidopsis thaliana (BRUNAUD ET AL., 2002; PAN ET AL., 2005) bekannt.

Promotor- bzw. AT-reiche Bereiche scheinen Organismen iibergreifend bevorzugt zu werden.

Eine Moglichkeit, die flankierenden Bereiche der T-DNA-Insertion zu identifizieren, stellt
das PCR walking dar. Durch COTTAGE ET AL. (2001) wurde eine nach SIEBERT ET AL. (1995)
adaptierte Methode vorgestellt. Die isolierte pflanzliche DNA wird mit Restriktionsenzymen,
die in glatten Enden resultieren, verdaut. Die Fragmente werden nachfolgend an asymetrische
Adaptoren ligiert. Durch eine Kombination aus Primern, die fiir die verwendeten Adaptoren
und die T-DNA spezifisch sind, wird es moglich, die unbekannten flankierenden DNA-

Bereiche zu amplifizieren.

4.1.5 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Transformationserfolg durch ATMT

Neben Konidien, die im ungekeimten [u. a. bei Fusarium ssp. (F. circinatum, COVERT ET AL.,
2001; F. oxysporum, MULLINS ET AL., 2001), Aspergillus ssp. (A. giganteus, MEYER ET AL.,
2003; A. fumigatus, SUGUI ET AL., 2005) und M. grisea, RHO ET AL., 2001] und gekeimten
(Colletotrichum higginsianum; O'CONNELL ET AL., 2004) Zustand verwendet werden konnen,
ist auch die Transformation von haploidem (Hebeloma cylindrosporium; COMBIER ET AL.,
2003) und dikaryotischem Myzel (Suillus bovinus; HANIF ET AL., 2002) und Fruchtkorpern
(Agaricus bisporus; CHEN ET AL., 2000) mdglich. Wéhrend es hinsichtlich der Verwendung
von protoplastiertem und nicht-protoplastiertem Ausgangsmaterial bei Coccidioides immitis
(ABUODEH ET AL., 2000), Aspergillus awamori (DE GROOT ET AL., 1998) und Mycosphaerella
graminicola (ZWIERS & DE WAARD, 2001) keine Auswirkung auf die Transformations-
effizienz gab, war die Transformation des Zygomyceten Rhizopus oryzae nur bei Verwendung
von Protoplasten erfolgreich. Die Verwendung von Sporen und gekeimten Sporen blieb
ergebnislos (MICHIELSE, ET AL., 2004). Fiir die Transformation von C. graminicola wurden
durch FLOWERS & VAILLANCOURT (2005) und auch wihrend dieser Arbeit Sporen eingesetzt.
Ob es Unterschiede hinsichtlich der Transformationseftizienz bei der Verwendung protoplas-

tierter Sporen gab wurde nicht untersucht. Konidien (ungekeimt oder gekeimt) sind das
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vorherrschende Ausgangsmaterial bei der ATMT von Colletotrichum ssp. (siehe Tabelle 14
im Anhang).

Fiir die Transformation filamentdser Pilze und Hefen wurden unterschiedliche Agrobacterium
tumefaciens Stimme verwendet. Ein positiver Einfluss auf die Transformationseffizienz ist,
im Vergleich zu LBA1100, bei Verwendung supervirulenter Stimme zu verzeichnen
(MICHIELSE ET AL., 2005A). Dieser hochvirulente Phénotyp wird durch den virG Lokus auf
dem Helferplasmid bestimmt. Mutationen im virG (z. B. bei den Stimmen AGL-0 und AGL-
1) bzw. dessen konstitutive Expremierung (bei Stamm EHA-105) fiihren zu einer erhohten
Expremierung der vir Gene und somit zu einer effizienteren Ubertragung der T-DNA
(COVERT ET AL., 2001). In einem direkten Vergleich der Stimme LBA1100 und AGL-1 bei
der Transformation von Monascus purpureus waren die Trans-formationseffizienzen des
supervirulenten Stammes 2 bis 4-mal hoher als die von LBA1100 (CAMPOY ET AL., 2003).
Moglicherweise konnte die wihrend dieser Arbeit erzielte Transformationsrate von ca. 221
Transformanten bei Verwendung von 10° Sporen durch Einsatz eines supervirulenten
Stammes (z. B. AGL-1) noch erhoht werden. Im Vergleich zu den Ergebnissen bei anderen
Pilzen liegt die bei C. graminicola mit dem Stamm LBA1100 erzielte Transformationsrate
héher als die bei Calonectria morganii (13 aus 10° Sporen; MALONEK & MEINHARDT, 2001)

und A. giganteus (79 aus 10° Sporen; MEYER ET AL., 2003).

Allerdings gibt es neben dem verwendeten Bakterienstamm noch weitere Faktoren, die einen
Einfluss auf die Effizienz der Transformation haben konnen. So ist z. B. die Induktion der vir
Gene, die flir den Transfer der T-DNA in die Wirtszelle bendtigt werden, essenziell fiir den
Transformationserfolg (MICHIELSE ET AL., 2005A). Die Induktion erfolgt im Labor
hauptsichlich durch Zugabe von Acetosyringon (AS), einem monozyklischen Phenol. Erste
Versuche der T-DNA Ubertragung auf Hefe (BUNDOCK ET AL., 1995) zeigten deutlich die
Unabdingbarkeit des Zusatzes von AS zum Transformationsansatz. Auch bei den folgenden
Arbeiten zur ATMT bei filamentdsen Pilzen konnte dieses Ergebnis bestétigt werden (z. B.
bei A. awamori, A. niger, C. gloeosporioides, F. venenatum, T. reesei, N. crassa und A.
bisporus durch DE GROOT ET AL., 1998). Die Transformation von C. graminicola gelang nur
in Anwesenheit von AS (FLOSS, 2004; FLOWERS & VAILLANCOURT, 2005), wobei bei der
Arbeit von FLOSS (2004) nach Co-Kultivierung auf positiv geladenen Nylonmembranen auch
in Abwesenheit von AS putative Transformanten zu finden waren. Die Verwendung von
Cellulosefiltern und gewaschenen Nylonmembranen fiihrte nicht zur Entstehung von

Transformanten. Es wurde vermutet, dass die Nylonmembranen phenolische Substanzen
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freisetzten und es deshalb zur Induktion der vir Gene kam. Fiir weiterfolgende Arbeiten, auch
wiahrend dieser Arbeit, wurden Cellulosefilter fiir die Co-Kultivierung genutzt. Auf einen
nochmaligen Test der Transformationseffizienzen bei An- bzw. Abwesenheit von AS wurde
wihrend dieser Arbeit verzichtet. In einigen Arbeiten wurde AS nicht nur wihrend der Co-
Kultivierung, sondern auch fiir eine Vorkultur der Bakterien verwendet. Bei der
Transformation von H. cylindrosporium konnten keine Unterschiede hinsichtlich des
Transformationserfolges nach Vorkultur mit und ohne AS festgestellt werden (COMBIER ET
AL., 2003), in einigen Féllen fiihrte es jedoch zu einer Zunahme der Transformationseffizienz
(MULLINS ET AL., 2001; RHO ET AL., 2001). Nachteilig wirkte sich die AS-haltige Vorkultur
auf die Anzahl multipler Integrationen der T-DNA aus, die bei M. grisea (RHO ET AL., 2001)
anstieg. Der gegenteilige Effekt konnte bei F. oxysporum (MULLINS ET AL., 2001) beobachet
werden; bei C. acutatum (TALHINHAS ET AL., 2008) gab es keinen Unterschied. Die Vorkultur
von C. graminicola wihrend dieser Arbeit erfolgte ohne den Zusatz von AS. Bei den Arbeiten
von FLOWERS & VAILLANCOURT (2005) wurde AS fiir die Vorkultivierung genutzt. Da kein
Vergleich zwischen Kulturen mit und ohne AS-haltiger Vorkultur durchgefiihrt wurde, konnte
keine Aussage getroffen werden, ob die hohen Raten an multiplen Insertionen, die von
FLOWERS & VAILLANCOURT (2005) beschrieben wurden, auch, wie bei M. grisea, teilweise

von der AS-Zugabe zur Vorkultur beeinflusst wurde.

Die Ubertragung der T-DNA erfolgt wihrend der Co-Kultivierung von Bakterien und
Pilzmaterial. Auch hier gibt es Faktoren, z. B. die Linge der Co-Kultivierung und das
Verhiltnis von Bakterienzellen zu beispielsweise Pilzsporen, die das Transformations-
ergebnis beeinflussen konnen. In den meisten Fillen wurde die Co-Kultivierung fiir zwei bis
drei Tage (siche Tabelle 14 im Anhang) durchgefiihrt. Bei C. graminicola wurden Pilzsporen
und Bakterien fiir drei Tage gemeinsam inkubiert (FLOSS, 2004; FLOWERS & VAILLANCOURT,
2005; diese Arbeit). Die Linge der Co-Kultivierung kann sich positiv auf die Hohe der
Transformanten, aber auch positiv auf das Ausmall multipler Insertionen auswirken (z. B.
M. grisea, RHO ET AL., 2001; C. acutatum und C. falcatum, MARUTHACHALAM ET AL., 2008).
Die Reduzierung der Co-Kultivierungszeit konnte daher bei C. graminicola zu einer

Reduzierung von multiplen Insertionen fiihren.

Dieser Ansatz konnte in zukiinftigen Arbeiten getestet werden, ebenso wie der Einfluss der
Bakterienzellzahl im Transformationsansatz. Auch hiermit ist oftmals eine Erhéhung der
Transformationseffizienz verbunden (z. B. ABUODEH ET AL., 2000; MULLINS ET AL., 2001;

RHO ET AL., 2001; FLOWERS & VAILLANCOURT, 2005; MARUTHACHALAM ET AL., 2008). Zu
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viele Zellen konnen, wahrscheinlich aufgrund von zunehmender Nihrstoffkonkurrenz, aber
auch den gegenteiligen Effekt haben (MEYER ET AL., 2003; YANG & LEE, 2008). Allerdings
kann die eingesetze Menge an Bakterienzellen das Auftreten von multiplen Insertionen bzw.
Tandem-Insertionen an einem Lokus beeinflussen (siche Ergebnisse in SULLIVAN ET AL.,

2002).

Zwischen der eingesetzten Sporenanzahl und der Anzahl an resultierenden Transformanten
gibt es oftmals keinen direkten Zusammenhang. So fiihrte die Erhohung von 10* auf 10°
Sporen bei F. oxysporum nicht zur Zunahme an Transformanten (COVERT ET AL., 2001), bei
A. awamori konnten bei 100-facher Erhohung der Sporen nur 20-mal mehr Transformanten
beobachtet werden (DE GROOT ET AL., 1998). Eine zu hohe Sporenkonzentration kann jedoch
dazu fiihren, dass die Selektion putativ positiver Transformanten erschwert wird (TALHINHAS
ET AL., 2008). Der Einsatz von 10° Sporen je Transformationsansatz erlaubte die Isolierung
einzelner Kolonien und eignet sich daher fiir die Transformation von C. graminicola. Auch

FLOWERS & VAILLANCOURT (2005) arbeiteten mit dieser Sporenkonzentration.

Ein bekanntes Phidnomen, welches bereits 1926 beschrieben wurde (sieche Referenzen in
FULLNER & NESTER, 1996), ist die Temperaturabhingigkeit der Tumorbildung bei
A. tumefaciens. So konnten die Arbeiten von FULLNER & NESTER (1996) und BARON ET AL.
(2001) zeigen, dass die T-DNA-Transfermaschinerie ein Temperaturoptimum besitzt (ca. 19 -
22 °C) und dass sich Temperaturen > 28 °C negativ auswirken. Auch SUGUI ET AL. (2005)
beobachteten bei der ATMT von A. fumigatus den negativen Einfluss von hoheren

Temperaturen auf den Transformationserfolg.

In einem parallel laufenden Projekt (S. Miinch, DE 403/16-1) sollten die erzeugten ATMT
Transformanten molekular charakterisiert werden. Diese Aufgaben waren nicht Bestandteil
der hier vorgestellten Arbeit. Neben der Analyse der Integrationsmuster in ca. 100 zufillig
ausgewihlte Transformanten sollte mittels genome walking das durch die T-DNA-Insertion
betroffene Gen bei Transformanten mit Pathogenitits- bzw. Virulenzverlust identifiziert wer-
den. MUNCH ET AL. (2011) zeigten, dass bei 69,5 % der untersuchten Transformanten die T-
DNA-Integration an nur einem Lokus festgestellt werden konnte. Doppelintegrationen
konnten bei MUNCH ET AL. (2011) zu 26,7 %, Mehrfachintegrationen (>2) mit 3,8 %
beobachtet werden. Weiterhin wurde durch Flowers & Vaillancourt (2005) von Tandem-
Integrationen der Plasmid-Sequenz (80 %) berichtet, 36 % hatten multiple Integrationen im

Genom. Desweiteren wurde von Tandem-Integrationen des ganzen Plasmids (70 %) berichtet.
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Die Angaben zu den erlangten Transformationsraten sind jedoch nicht eindeutig. Die
untersuchten Mutanten in MUNCH ET AL. (2011) zeigten zu 33 % die Integration des gesamten
Plasmids an einem Lokus, bei 3 % integrierte die Plasmidsequenz als Tandem. Fiir 67 %
konnte definitiv gesagt werden, dass sie keine Integration des gesamten Plasmids enthielten.
Diese Unterschiede konnten auf Unterschiede bei der Durchfiihrung der ATMT
zuriickzufithren sein. So wurden unterschiedliche A. tumefaciens Stdmme und Plasmide
verwendet. Da es sich bei AGL-1, dem durch FLOWERS & VAILLANCOURT (2005) verwen-
deten Stamm, um ein supervirulentes Isolat handelt, kénnte auch hier die Ubertragung
mehrerer T-DNA-Kopien auf eine pilzliche Zelle begriindet liegen. Einen Einfluss des
Verhiltnisses zwischen A. tumefaciens-Zellen und Zielzellen auf das Auftreten von Einzel-
bzw. Tandemintegrationen konnte flir Blastomyces dermatitidis nachgewiesen werden
(SULLIVAN ET AL., 2002). Wurde die Anzahl der eingesetzen A. tumefaciens-Zellen reduziert
(Verhéltnis 1:50 auf 1:0,5), konnten zwar hdufig multiple Integrationen in das Genom
beobachtet werden, die Integration mehrerer DNA-Kopien an einer Stelle nahm jedoch ab.
Eine Verldngerung der Co-Kultivierungsdauer fiihrte bei M. grisea (RHO ET AL., 2001) zum
Anstieg der Mehrfachintegrationen. Diese Beispiele konnten Ansatzpunkte fiir eine weitere
Optimierung der ATMT bei C. graminicola bieten. So konnte die Dauer der Co-Kultivierung
und die Anzahl der eingesetzen A. tumefaciens Zellen reduziert werden. Neben den Southern
blot Untersuchungen (MUNCH, ET AL., 2011) konnte die gegliickte Insertion des Aph-Genes
mittels Wachstumstests auf Hygromycin B-haltigem Medium (sieche Abbildung 10) und eines
PCR-basierten Ansatzes (siche Abbildung 13) nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum WT-
Isolat, welches ausschlieBlich auf Hygromycin B-freiem Medium wachsen konnte, war es den
getesteten 19 Einzelsporisolaten durchgéngig mdoglich, das Antibiotikum abzubauen und auf
dem Selektionsmedium zu wachsen (siche Abbildung 11). Diese Versuche gaben einen ersten
Hinweis auf die gegliickte Transformation. Mittels spezifischer Primer, die im Promotor und
im hph-Gen selbst binden konnen, konnte die entsprechende Bande in den ESI, nicht aber im
WT nachgewiesen werden (sieche Abbildung 13). Allerdings erfolgt so nur der Nachweis der
T-DNA-Integration ins Genom, iiber die Haufigkeit der Insertionen gab der PCR-basierte

Ansatz keinen Aufschluss.

4.2 Mutantenscreening

Die nach der erfolgreichen Insertionsmutagenese mittels ATMT zur Verfiigung stehenden

Transformanten wurden auf Pathogenititsverlust bzw. eine Reduktion ihrer Virulenz auf der
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Wirtspflanze Mais hin untersucht. Als Pathogenitétsgene werden Gene bezeichnet, die fiir die
Krankheitsentwicklung, jedoch nicht fiir die Vollendung des Lebenszyklus in vitro, notwen-
dig sind. Ihre Disruptierung resultiert in der Verringerung oder dem kompletten Wegfallen der
Symptomausbildung (IDNURM & HOWLETT, 2001). Je nach Infektionsstrategie konnen Gene
essenziell sein, die z. B. an der Ausbildung von Infektionsstrukturen (z. B. Appressorien),
dem Abbau von Kutikula und Zellwand, der Antwort auf die Wirtsumgebung und an der
Bildung von Toxinen beteiligt sind. Eine weitere wichtige Rolle kommt Genen zu, deren
Produkte bei der Reizweiterleitung von Bedeutung sind. Andere Gene konnen in keine der
Klassen eingeteilt werden (Einteilung nach IDNURM & HOWLETT, 2001). Eine Vielzahl von
Genen, die fiir die Pathogenitidt bzw. fiir die Virulenzauspragung phytopathogener Pilze
bendtigt werden, konnten iiber den Ansatz der functional genomics in den letzten Jahren
identifiziert werden. Sekunddrmetabolite sind in einigen Pathosystemen als Pathogenitéts-
faktoren bekannt, z. B. Melanin (siche HOWARD ET AL., 1991) und Toxine [z. B. T-Toxin bei
Cochliobolus heterostrophus (BAKER ET AL., 2006)]. Die Arbeit von HORBACH ET AL. (2009)
1aBt auf das Vorhandensein von Toxinen im Pathosystem C. graminicola/Zea mays schlie3en,
da PPTase-defiziente Mutanten das Wirtsgewebe noch besiedeln kénnen, jedoch nicht mehr

dazu in der Lage sind, Anthraknose-Symptome auf den befallenen Pflanzen auszubilden.

Zellwandabbauende Enzyme scheinen eine grofe Rolle bei der Penetration und der
Ausbreitung in der Wirtspflanze zu spielen. Pflanzenpathogene bilden eine Vielzahl an
unterschiedlichen Enzymen (z. B. Kutinasen, Xylanasen, Pektinasen), der Knock-Out
einzelner Gene hatte jedoch hédufig keinen dramatischen Effekt auf die Virulenz (HAMER &
HOLDEN, 1997 und darin enthaltene Quellen). Griinde dafiir konnten die genetische Redun-
danz sein, so konnten z. B. multiple Xylanasen (APEL-BIRKHOLD & WALTON, 1996),
Kutinasen (YAO & KOLLER, 1995) und Proteasen (MURPHY & WALTON, 1996) nachgewiesen
werden. Aullerdem sekretieren Pathogene immer ein Gemisch aus unterschiedlichen Enzymen
(KNOGGE, 1996). Neben der Sekretion von Enzymen ist die Ausbildung spezifischer
Infektionsstrukturen, z. B. Keimschlduche, Appressorien und Hyphen, die im Pflanzengewebe
wachsen konnen, von Bedeutung. Die Ausbildung von Appressorien ist ein komplexer
Vorgang, der die Synthese neuer Zellwandschichten, die Bildung spezialisierter Zellabtei-
lungen, Anderungen des Zytoskeletts und der Genexpressionsmuster umfasst (HAMER &
HOLDEN, 1997). Eine Vielzahl von Genen, die fiir die Bildung und die Funktion der
Appressorien bendtigt werden, konnten mittels zufdlliger Mutagenese identifiziert und deren

Rolle fiir den Pathogenititsverlauf geklart werden [z. B. PMK1 (XU & HAMER, 1996); MCK1
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(JEON, ET AL., 2008)]. Vor der Bildung von Infektionsstrukturen auf der Wirtspflanze steht
jedoch deren Erkennung und die Reaktion auf vorhandene Umweltfaktoren. Hierbei spielen
die bereits in der Einleitung beschriebenen Signaltransduktionswege eine Rolle (siehe

Abschnitt 1.3.2 - Appressorienbildung und Penetration).

Eine erste Auswahl an ESI, die im Gegensatz zum WT-Isolat eine verdnderte
Symptomentwicklung auf Maisblattsegmenten zeigten, wurde mittels eines Blattsegment-tests
getroffen. Eine Wiederholung des Blattsegmenttests und ein parallel laufender Ganzpflanzen-
test (beide durchgefiihrt durch S. Miinch, DE 403/16-1) fiihrten zur Auswahl von 19 ESI, die
entweder keine Symptome zeigten (Apathogenitit) oder aufgrund von nur geringer
Symptomausprigung scheinbar einen Virulenzdefekt haben. Wiahrend dieser Arbeit wurde der
Blattsegmenttest mit den 19 ESI wiederholt (sieche Abbildung 12), zusidtzlich wurde die
mikroskopische Entwicklung von 13 dieser Isolate auf Mais ausgewertet. Die Verwendung
von Blattsegmenten fiir ein erstes Screening auf Pathogenitits- bzw. Virulenzmutanten
phytopathogener Pilze wurde bei M. grisea als Bestandteil eines high-throughput phenotype
screening (HPS; Hochdurchsatz Phinotypen Screening) beschrieben (JEON, ET AL., 2007) und
hat den Vorteil, dass es im Gegensatz zur Inokulation von Ganzpflanzen zu einer Ersparnis an
Zeit und Platz kommt. Wurde der zu screenende Umfang an Mutanten so eingegrenzt, kann
nachfolgend auch ein Test der Mutanten auf unverletzten Pflanzen erfolgen. Die
Symptomausprigung von Mutanten mit einem Verlust der Pathogenitit bzw. einer reduzierten
Virulenz auf Blattsegmenten und Ganzpflanzen kann sich unterschiedlich gestalten. So wurde
der Einfluss des Pflanzenalters und der Seneszenz auf die Symptomausprigung einer
C. heterostrophus Acgal Mutante untersucht (DEGANI ET AL., 2004). Das Abschneiden der
Blatter fiihrte zu schnellerer Seneszenz, Makromolekiile werden schneller abgebaut und
konnten somit fiir die Mutanten eine leichter verfiigbare Nahrungsquelle darstellen. Im Falle
der wihrend dieser Arbeit verwendeten Mutante konnten die deutlichsten Unter-schiede
hinsichtlich der Symptomausprigung auf den jungen Blittern intakter 9 - 12 Tage alter
Pflanzen gefunden werden. Die Verwendung eines Blattsegmenttests bei C. graminicola zur
Charakterisierung von Mutanten wurde auch bei EPSTEIN ET AL. (1998); THON ET AL. (2000)
und THON ET AL. (2002) beschrieben. Fiir die mikroskopische Auswertung wurden ebenfalls
Blattsegmente inokuliert, denen zuvor die Mittelrippe zur Erleichterung der nachfolgenden
Mikroskopie entfernt wurde. Ebenfalls aus der Literatur bekannt ist, dass der Zusatz von
Tween 20 (0,01 %) zum Inokulum zu einer Herabsetzung der Oberflichenspannung und somit

zur besseren Haftung der Inokulumtropfen auf den hydrophilen Blittern fiihrt (EPSTEIN ET
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AL., 1998). Die mikroskopische Analyse des Infektions-verlaufes erfolgte 24, 48 und 72 hpi.
Diese Zeitpunkte eignen sich, die unterschiedlichen Etappen der hemibiotrophen Entwicklung

zu verfolgen [siehe Abbildung 4 A - D (SUGUI & DEISING, 2002); THON ET AL., 2002).

Die Transformante AB.158 zeigte bis zur Appressorienbildung ein dhnliches Verhalten wie
das WT-Isolat, Abweichungen traten erst bei der Penetration des Wirtes und der Bildung von
Acervuli auf. AB.158 penetrierte signifikant geringer als das WT-Isolat, jedoch konnten
PMMA-Schichten von der Mutante im Vergleich zum WT-Isolat signifikant besser penetriert
werden. Somit konnte AB.158 die PMMA-Schichten besser penetrieren als die Pflanze.
Eventuell kommt es durch Abwehrreaktionen der Pflanze (z. B. ROS, Papillen) zu einer
verringerten Penetrationsrate auf der Wirtspflanze, hierzu miissten weiterfithrende
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Da die Appressorien von AB.158 und WT CgM?2 bei
dhnlichen Glycerolkonzentrationen eine Kollabierungsrate von 50 % erreichten (sieche Tabelle
11 im Anhang), scheint der Turgordruck als Grund fiir die geringere Penetrations-rate von
AT.158 auf Mais nicht in Frage zu kommen. Probleme bei der Penetration der
Wirtsoberfldche zeigten auch Amps! Mutanten von M. grisea (XU ET AL., 1998), allerdings
waren diese Mutanten komplett apathogen, die Bildung und Melanisierung von Appres-sorien
war im Vergleich zum WT-Isolat unverdndert. Bei dieser Mutante, die einen Defekt in der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase 1 hat, wird die Polarisierung des Aktin-Zytoskeletts
wihrend der Bildung der Penetrationshyphe gestort. Die Keimraten der ESI AT.391, AT.395,
AT.396, AT.402, AT.414, AT.416, AT.420 und AT.668 unterschieden sich signifikant von
der des WT-Isolates auf Mais, lagen aber noch hoher als 25 %. Auch hinsichtlich der weiteren
Entwicklung (Bildungsrate und Melanisierung der Appressorien, Penetrationsrate) gab es

Unterschiede, die bisher jedoch nicht genauer charakterisiert wurden.

Einen interessanten Phanotyp zeigten die ESI AT.147, AT.397, AT.673 und AT.717. lhre
Keimrate lag auf Mais signifikant unter der des WT-Isolates und war nicht hoher als 25 %.
Einige zeigten in Wasser keine Keimung und eine schlechte Adhdsion der Konidien an die
Blattoberflache. Hierzu konnten detaillierte Zdhlungen durchgefiihrt werden. Fiir AT.147,
AT.397, AT.673 und AT.717 wurden der Einfluss der Zugabe von Maisblattextrakt, der durch
das autoklavieren von Maisblittern in H,Oge entstand, zur Sporensuspension und der
Einfluss auf die Keimrate untersucht. Fiir alle ESI war die Keimrate nach Zugabe des
Maisblattextraktes erhoht, auch Appressorien wurden auf Maisblittern ausgebildet. Alle ESI
konnten nach drei Tagen und bei Zusatz von 25 % MBE Mais signifikant schlechter

penetrieren als der WT. Die verringerte Adhdsion und Keimung konnte auf der Unféhigkeit
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der Mutanten beruhen, die Maisoberfliche zu erkennen. MAP-Kinase-Signalwege sind
wichtig fiir die Bildung von Infektionsstrukturen und pathogenem Wachstum (TAKANO ET
AL., 2000). Das Verhalten von MAP-Kinase-defizienten Mutanten wurde unter anderem in
M. grisea (XU & HAMER, 1996; pmkl) und C. lagenarium (TAKANO ET AL., 2000; cmkl)
untersucht. Wiahrend PMKI1 essenziell fiir die Appressorienbildung, aber nicht fiir vege-
tatives Wachstum und Sporenkeimung ist, konnten cmkl Nullmutanten auf induktiven
Oberfldchen nicht keimen und somit auch keine Appressorien bilden. Eine Zugabe von
Hefeextrakt stellte die Fahigkeit zur Keimung wieder her, hier scheint der eigentliche Signal-
weg umgangen zu werden und die Keimung wird unabhidngig von CMKI1 induziert. Die
ATMT-Mutanten sind, wie auch Acmkl auf Gurkenbléttern, apathogen und zeigten eine
Reduktion der Adhédsion und Keimung auf induktiven Oberflichen. Die Keimung und
Appressorienbildung konnte durch Zugabe von Maisblattextrakt wiederhergestellt werden,
was auf eine Uberbriickung der verhinderten Oberflichenerkennung auf Mais hinweist. Die
Auswirkungen der Zugabe von Hefeextrakt wurden nicht getestet. Der Zusatz von
Maisblattextrakt zu den Sporensuspension der ESI erhohte die Keim-, Appressorienbildungs-
und Penetrationsrate im Gegensatz zur Entwicklung in Wasser. Generell sind diese ESI
jedoch als apathogen zu bezeichnen, da sie, ohne den Zusatz einer stimulierend wirkenden
Substanz, nur unzureichend bzw. nicht keimen konnen und die Bildung von Appressorien
weitgehend unterbleibt. Weiterfithrende Untersuchungen miissten kldren, ob bei allen ESI
dieser Gruppe dasselbe Gen disruptiert wurde. Dies wiirde gegen die zufallige Insertion der T-
DNA sprechen und fiir die Insertion in transkribierende Bereiche. Eventuell wurden hier ein
oder mehrere Gene getroffen, die fiir die Keimung der Sporen bendtigt werden. Da bei der
Co-Kultivierung ungekeimte Sporen eingesetzt wurden, die dann erst bei Anwesenheit der

Bakterien zu keimen begannen, wire dies durchaus denkbar.

Generell eignet sich die Methode der ATMT fiir die Erstellung von Insertionsmutanten und
die nachfolgende Suche nach Genen, die flir Pathogenitidt bzw. Virulenz bei C. graminicola
bendtigt werden. Allerdings scheint die T-DNA-Integration nicht ginzlich zufillig abzulau-
fen, da einige der untersuchten ESI einen &hnlichen Phinotyp auf Mais zeigten und fiir zwei
ESI die Integration im selben Gen nachgewiesen werden konnte (AT.399 und AT.425; S.
Miinch, unverdffentlichte Daten). Fiir AT.171 konnte das durch die Integration der T-DNA
disruptierte Gen mittels eines genome walking-Ansatzes ausfindig gemacht werden (MUNCH
ET AL., 2011). Es handelt sich um ein Allantoikase-Gen. Allantoin kann unter Stickstoff-

mangelsituationen als Stickstoffquelle verwendet werden (Yoo & COOPER, 1991). Eine
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Verbindung zwischen der Regulierung des Stickstoffmetabolismus und der Pathogenitit von
Magnaporthe grisea ist seit lingerem bekannt [nr-Mutanten (nitrogen regulation defective),

LAU & HAMER, 1996; TALBOT ET AL., 1997].

4.3 Artifizielle Membranen und ihre Eignung fiir ein Screening auf Penetrati-
onskompetenz

Phytopathogene Pilze konnen Enzyme, Kraft oder eine Kombination aus beidem fiir die Pe-
netration der Wirtsoberfliche verwenden (DEISING ET AL., 2000). Fiir Pilze, die melanisierte
Appressorien bilden, z. B. C. graminicola und M. grisea, wird angenommen, dass der in ihren
Appressorien gebildete Druck [ca. 5 MPa bei C. graminicola (BECHINGER ET AL., 1999) und
ca. 8 MPa bei M. grisea (HOWARD ET AL., 1991)] fiir die Penetration der Wirtsepidermis,
neben dem Einfluss zellwandabbauender Enzyme, essenziell ist (DEISING ET AL., 2000). Ob
der Turgordruck alleine zur Penetration ausreicht, ldsst sich durch Verwendung artifizieller
Schichten, die nicht biologisch, also durch Enzyme, abbaubar sind, testen. Ergebnisse von
Penetrationstests von B. cinerea und M. grisea auf Gold (M1YOSHI, 1895; HOWARD ET AL.,
1991) und Mylar (Polyethylenterephthalat; HOWARD ET AL., 1991) sind aus der Literatur
bekannt und zeigen, dass die Penetration nicht biologisch abbaubarer Schichten durch
phytopathogene Pilze moglich ist. Problematisch ist bei diesen élteren Arbeiten, dass zu
wenig Details liber die verwendeten Materialien bekannt sind. So ist bei den Arbeiten von
MiyosHI (1895) die Beschaffenheit der verwendeten Goldhdutchen nicht iiberzeugend
dargelegt, beit HOWARD ET AL. (1991) sind nur die Hérten, jedoch nicht die Schichtdicken der
verwendeten Mylarmembranen genannt. Eine Alternative ist die Herstellung von definierten
Schichten und deren Charakterisierung mittels neuester Technologie. Diese Aufgabe wurde
durch Mitarbeiter des Fraunhofer Institutes fiir Werkstoffmechanik in Halle/Saale
iibernommen [Details siche HOFFMANN (2005) und WILLERS (2007)]. Fiir die Herstellung
nicht biologisch abbaubarer Metall- und Polymerschichten kamen das Hochfrequenz-Sputtern
und das Spin-Coating zum Einsatz. Die Bestimmung der Schichtdicke erfolgte mittels eines
Profilometers. So konnten Schichten mit definierten Eigenschaften fiir die weitere Verwen-

dung bei Penetrationstests hergestellt werden.

Am Anfang der Penetrationstest stand die Erarbeitung einer Methodik zur Inokulation,
Lagerung und Auswertung der mit Pilzsporen inokulierten Schichten. Die Lagerung der

Schichten vor der Inokulation erfolgte in einem mit Silica-Gel gefiillten Exsikkator. So sollte
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verhindert werden, dass es durch die Feuchtigkeit der Luft zur vorzeitigen Auflésung der
Kaliumbromidschicht zwischen Substrat und Membran kommt. Vor der Spriihinokulation
wurden mit einer Rasierklinge die Rédnder der Membran nachgezogen, um die Ablosung der
Schichten nach der Inokulation zu erleichtern. Sowohl die Spriihinokulation als auch das
Aufsetzen von Inokulumtropfen im pl-Bereich eignen sich zur Inokulation von
Diinnschichten. Da die Gefahr der Verletzung der Schichten mit der Pipettenspitze bestand,
wurde im Laufe der Arbeit die Spriihinokulation favorisiert. Ein weiterer Vorteil ist die
gleichméBigere Verteilung des Inokulum (sieche Abbildung 9 B). Das Aufsetzen von
Inokulumtropfen erfolgte nach Abldsen der Schichten, bei der Spriihinokulation wurden die
Konidien auf die noch nicht abgeldste Schicht aufgebracht. Das Ablosen der Schichten
erfolgte entweder durch Eintauchen des Substrates in Wasser (bei den mittels einer Maske
hergestellten Goldschichten) bzw. durch Zugabe von Wasser an die AuBenkanten des
beschichteten Objekttragers. Beide Methoden resultierten in einer frei schwimmenden Schicht
mit dem wéssrigen Inokulum auf der Oberseite. Auch HOWARD ET AL. (1991) beschrieben die

Verwendung einer wéassrigen Sporensuspension zur Inokulation der Schichten mit Tropfen.

Die nachfolgende Handhabung der Schichten erschien ein sehr kritischer Aspekt zu sein, da
die wéhrend dieser Arbeit verwendeten Schichten z. T. nur 40 nm (Gold) bzw. 60 nm (PTFE,
PMMA) dick waren. Es musste verhindert werden, dass es zur Zerstorung der Schichten
wihrend der Inokulation und Inkubation kommt. Aus diesem Grund wurden die Objekttrager
mit den Schichten, im Fall von PTFE und PMMA, nach der Inokulation vorsichtig zuriick in
die Probenschachteln gelegt. In dieser erfolgte durch Zugabe von Wasser das Abldsen der
Schichten. Die Probenschachteln wurden anschlieBend verschlossen und in eine feuchte
Kammer (Glasschale mit angefeuchteten Papiertiichern) gelegt, um optimale Bedingungen fiir
das Pilzwachstum zu schaffen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Schichten bei

konstanten Bedingungen fiir drei Tage.

Die Inkubationsdauer beruht auf Erfahrungswerten erster Inokulationsversuche. Nach dieser
Zeit konnten Penetrationen beobachtet werden; ausreichend lange Penetrations-hyphen fiir die
mikroskopische Betrachtung waren gebildet worden (siche Abbildung 24). Wiahrend der hier
beschriebenen Arbeiten blieb die Dauer der Inkubation konstant. Ein Effekt der Schichtdicke
auf den Penetrationserfolg konnte beobachtet werden. Wahrend z. B. C. graminicola 60 nm
dicke PTFE-Schichten penetrieren konnte, wurden auf 160 nm dicken Schichten keine
Penetrationsereignisse gefunden. Da es anderen Pilzen (M. grisea und P. pachyrhizi) in der

selben Zeit moglich war 160 nm dicke PTFE-Schichten zu penertrieren, scheint der Faktor
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Zeit hier nicht von vorrangiger Bedeutung zu sein und es wurde auf eine Verldngerung der
Inkubationszeit verzichtet. Neben dem Einfluss der Schichtdicke auf die Penetrationsrate
konnte auch ein positiver Effekt auf die Keimrate von C. graminicola verzeichnet werden.
Wihrend der Pilz auf diinnen Schichten (bis 160 nm) im Mittel nur zu 25 % auskeimte, lagen
die Keimraten auf 1000 nm dicken Schichten bei 61,89 % (+ 6,94 %), auf 2400 nm Schichten
bei 80,86 % (+ 10,52 %). Mit Zunahme der Schichtdicke konnte bei PTFE eine Zunahme der
Oberfldchenrauhheit, und damit auch der Hydrophobizitit, verzeichnet werden (KUSTER ET
AL., 2008). Dieser Zusammenhang wurde auch bei Untersuchungen mit B. cinerea publiziert
(DOEHLEMANN ET AL., 2006). Wihrend Oberfldchen mit geringer Hydrophobizitét (z. B. Glas,
Kontaktwinkel 13,7° + 0,3°) die Keimung der Sporen nicht induzierten, erreichten Sporen auf
Teflon (Kontaktwinkel 131,3° + 4,4°) Keimraten von im Mittel 88,5 %. Neben der
Hydrophobizitit kann auch die Harte der Oberfliche fiir die Appressorienbildung von
Bedeutung sein. Auf diesen Umstand wiesen EMMETT & PARBERRY bereits 1975 hin.
KOLATTUKUDY und Mitarbeiter konnten zu Beginn des 20. Jhd. aufklédren, dass es Gene gibt,
die spezifisch nach Kontakt mit harten Oberflichen expremiert werden (CHIP Gene,
Colletotrichum hard-surface induced proteins; KiM ET AL., 2000). HOWARD ET AL. (1991)
zeigten einen Zusammenhang zwischen der Inkubationsdauer (bis zu 240 h) und dem
Penetrationsvermdgen von M. grisea durch Schichten mit unterschiedlicher Héarte (140 bis
250 MPa). Da die Hirte der wéihrend dieser Arbeit verwendeten Schichten fix war, konnte der

Einfluss der Hérte auf die Entwicklung phytopathogener Pilze nicht untersucht werden.

Generell konnten sich alle untersuchten Pilze auf den verwendeten Schichten entwickeln.
M. grisea bildete auf gesputterten Goldschichten (500 nm) Appressorien (siche Abbildung
22). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Beobachtungen von HOWARD ET AL. (1991), hier
wurden auf 10 pm dicker Goldfolie und auf mit Gold (100 nm) besputterter Zellophan-
membran keine Appressorien ausbildet. Allerdings gestaltete sich die Entwicklung von
M. grisea auf PTFE als schwierig, da die Appressorienbildung unterblieb. Durch Zugabe von
3-Isobutyl-Methylxanthin (IBMX; 2,5 mM) konnte die Bildung von Appressorien stimuliert
werden (LEE & DEAN, 1993). IBMX ist ein Inhibitor der Phosphodiesterase. Durch deren
Hemmung kommt es zur Akkumulation von cAMP in der pilzlichen Zelle (LEE & DEAN,
1993), dieses wird fiir die Aktivierung einer Proteinkinase benotigt (cAMP-abhingige
Proteinkinase A; DEISING ET AL., 2000). XU ET AL. (1997) konnten bei M. grisea die
Abhingigkeit der Appressorienbildung von einem cAMP-abhingigen Signalweg nachweisen.

Dementsprechend 16st die Zugabe von externem cAMP bzw. die Hemmung des Abbaus in der
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Zelle die Appressorienbildung auch auf nicht-induktiven Oberfldchen aus. Nach Induktion der
Appressorienbildung konnte M. grisea die PTFE-Schichten penetrieren. Auch hier publi-
zierten HOWARD ET AL. (1991) gegensitzliche Ergebnisse. Penetrationen von M. grisea
konnten wihrend ihrer Arbeiten auf Teflon nicht beobachtet werden. Allerdings fehlten hier
die Angaben zu den Dicken der verwendeten Schichten. Goldfolien konnten auch bei einer
Schichtdicke von 40 nm von keinem der verwendeten Pathogene penetriert werden. Dies steht
im Gegensatz zu den Ergebnissen von MIYOSHI (1895), der Penetrationen von B. cinerea
durch Goldbléttchen publizierte. Allerdings kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei
diesen Goldschichten um gewalztes Gold handelte, das nicht selten feine Locher aufweist, die

dem Pilz als Durchtrittspforte dienen konnten (KUSTER ET AL., 2008).

Die Verwendung artifizieller Membranen soll den Effekt der zellwandabbauenden Enzyme
bei der Penetration ausklammern. Bei den durchgefiihrten Versuchen mit C. graminicola auf
PTFE und PMMA wurde deutlich, dass die artifiziellen Membranen bis zu einer bestimmten
Dicke (110 nm) penetriert werden konnten, dass die erreichten Penetrationsraten 3 dpi aber
signifikant geringer waren als die Penetrationsraten nach der gleichen Inkubationszeit auf der
Wirtspflanze Mais (siche Tabelle 12 im Anhang). Dieses konnte als Hinweis darauf dienen,
dass fiir die Penetration der Maisoberfliche eine Kombination aus Kraft und Enzymen
bendtigt wird. Auch im System M. grisea und Reis konnten &hnliche Ergebnisse beobachtet
werden. Wiahrend nach drei Tagen Inkubationszeit auf Mylar mit einer Hérte von 140 MPa ca.
50 % der Appressorien die artifizielle Membran penetriert hatten, konnte auf Reis nach 48 h
bereits eine Penetrationsrate von 75 % beobachtet werden (HOWARD ET AL., 1991). Auch hier
wurde der zusitzliche Einfluss zellwandabbauender Enzyme als mogliche Ursache fiir die

hohere und schnellere Penetration der Reisblitter diskutiert.

Die Hydrophobizitidt einer Oberfliche wird bestimmt durch den Kontaktwinkel, die
Oberflichenenergie und die Rauigkeit. Die Oberflichenenergie stellt hierbei eine Funktion
des gemessenen Kontaktwinkels dar (WILLERS, 2007). Die durch KUSTER ET AL. (2008)
ermittelten Werte fiir den Kontaktwinkel von Maisblitter, PTFE (gesputtert) und PMMA
(Spin-Coating) charakterisieren die ersten beiden Oberflichen als hydrophob, PMMA als
hydrophil (siche Tabelle 1). Dies liee erwarten, dass phytopathogene Pilze besser auf den
hydrophoben Oberflichen auskeimen und sich entwickeln konnen (MERCURE ET AL., 1994).
Der Vergleich der Keimraten von C. graminicola und P. pachyrhizi auf 60 nm dicken PTFE-
und PMMA-Schichten zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die Bildung von

Appressorien erfolgte durch C. graminicola signifikant besser auf den weniger hydrophoben
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PMMA-Schichten, bei P. pachyrhizi signifikant besser auf PTFE (siehe Tabelle 10 im
Anhang).

Interessante Ergebnisse erbrachte der Vergleich der Penetrationsraten von Pilzen, die
melanisierte bzw. nicht-melanisierte Appressorien ausbilden. P. pachyrhizi, der Erreger des
Sojarostes, bildet nicht-melanisierte Appressorien, konnte aber die artifiziellen Schichten z. T.
besser penetrieren als C. graminicola, der melanisierte Appressorien bildet (siche Abbildung
24). Bisher wurde angenommen, dass Pilze mit nicht-melanisierten Appressorien im
Vergleich zu Pilzen mit melanisierten Appressorien keinen hohen Turgordruck aufbauen
konnen und daher zellwandabbauende Enzyme eine groflere Rolle spielen. Dies scheint bei
P. pachyrhizi nicht der Fall zu sein. Mittels Zellkollapsuntersuchungen konnten auch in den
Appressorien von P. pachyrhizi ein hoher Turgordruck nachgewiesen werden (siehe Abbil-
dung 35). Bisher wurde angenommen, dass das Melanin in den appressorialen Zellwidnden zur
Verkleinerung der Poren fiihrt und somit die akkumulierten osmotisch aktiven Substanzen
nicht die Zellwand passieren kénnen (HOWARD ET AL., 1991). Untersuchungen zur Grof3e der
Poren in den Appressorienwiinden der hier verwendeten Pilze stehen noch aus. Ahnliche
Ergebnisse erbrachte auch der Vergleich der Penetrationskompetenz von WT C. graminicola

und einer Melanin-defizienten Mutante (ACgpks1).

4.4 Die Rolle von Melanin und des Turgordruckes fiir die Penetrationskompe-
tenz bei Colletotrichum graminicola

Eine Reihe phytopathogener Pilze nutzen Appressorien fiir die Penetration der Wirtsoberfla-
che. Hierbei wird zwischen der Bildung melanisierter (u. a. durch M. grisea und Colletotri-
chum ssp.) und nicht-melanisierter (u. a. durch Blumeria graminis, Botrytis cinerea und
P. pachyrhizi) Appressorien unterschieden. Bisher wurde angenommen, dass der Aufbau ei-
nes ausreichend hohen Turgordruckes fiir die erfolgreiche Penetration der Wirtsoberflache nur
Pathogenen mit melanisierten Appressorien moglich ist, bedingt durch die Reduzierung des
Porendurchmessers der appressorialen Zellwand nach der Einlagerung von Melanin (HOWARD
ET AL., 1991; HOWARD & FERRARI, 1989). So soll verhindert werden, dass osmotisch aktive
Substanzen (z. B. Glycerol) passiv durch die Zellwand diffundieren konnen (HOWARD &
FERRARI, 1989). Durch Wasseraufnahme in das Appressorium gegen einen Konzentrations-
gradienten, welcher durch Akkumulation geloster Stoffe gebildet wird, kommt es zur Bildung

eines hohen Turgordruckes (WANG, ET AL., 2005; vergleiche auch Abschnitt 1.1.2.2 und Ab-
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bildung 3). Als osmotisch aktive Substanz konnte in den Appressorien von M. grisea Glycerol
in Konzentrationen von 3,22 M (+ 0,40 M) nachgewiesen werden (DE JONG ET AL., 1997).
Weiterhin wurde die Rolle von Trahalose fiir die Appressorienfunktion diskutiert (FOSTER ET
AL.,2003).

Der Turgordruck in den Appressorien kann durch unterschiedliche Methoden nachgewiesen
werden. HOWARD ET AL. (1991) publizierten einen Druck von bis zu 8 MPa (Gleichgewichts-
cytorrhizie) bzw. 3,38 MPa (cold stage; MONEY & HOWARD, 1996) in den melanisierten
Appressorien von M. grisea. Die unterschiedlichen Werte erkldrten die Autoren mit der
Schwierigkeit der exakten Messung der Gefrierpunktserniedrigung bei melanisierten
Appressorien. Die gemessenen Werte flir nicht-melanisierte Appressorien lagen bei beiden
Methoden unter denen fiir melanisierte Appressorien. Eigene Ergebnisse, die in Abschnitt
3.4.1 vorgestellt wurden, zeigen jedoch, dass bei C. graminicola WT und der PKSI-
defizienten Mutante mittels Gleichgewichtscytorrhizie &dhnliche Turgordriicke in den
Appressorien festgestellt wurden. Der so ermittelte osmotische Druck von ca. 2,5 MPa fiir die
melanisierten Appressorien und 2,8 MPa fiir die nicht-melanisierten Appressorien liegt unter

den Werten, die durch BECHINGER ET AL. (1999) publiziert wurden (ca. 5,35 MPa).

Die Etablierung der Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung mittels einer cold stage bei
WT C. graminicola und ACgpksl wihrend dieser Arbeit blieb leider ergebnislos. Das
Auftreten von deutlichen Eiskristallen, wie in MONEY & HOWARD (1996) publiziert, konnte
bei den hier verwendeten Pilzen und der eingesetzten Technik nicht beobachtet werden. In
zukiinftigen Projekten konnte weitere Optimierungsarbeit folgen. Die mittels Cytorrhizie
gefundenen Ergebnisse fiir C. graminicola wurden durch die Penetrationsraten von WT und
ACgpksl auf PTFE unterstiitzt. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (siche Abschnitt 3.3.2.1.2 und Abbildung 30). Penetrationensstellen konnten sowohl

licht- als auch elektronenmikroskopisch gezeigt werden (siehe Abbildung 30).

Der Zusammenhang zwischen aufgebautem Turgordruck und der Kraft, die auf eine
Unterlage wirkt, wird jedoch auch kritisch betrachtet. Zum einen hingt die Kraft nicht nur
vom Turgor ab, sondern wird auch durch den Durchmesser der Penetrationshyphe und den
Grad, bis zu welchem die Zellwand nachgibt, beeinflusst (MONEY, 1999). Messungen mit der
Vickers Indentertechnik zeigten, dass Mylarfilme mit einer Hérte von 200 MPa (oder 2 x
10 N/m) durch M. grisea penetriert werden konnten (HOWARD ET AL., 1991). Dies wiirde

bedeuten, dass bei einem Durchmesser der Penetrationshyphe von ca. 1 um das Appressorium
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eine Kraft von 200 uN ausiiben miisste, was aber die bisher in der Literatur beschrieben
Werte um ein Vielfaches iibersteigt (MONEY, 1999; GORIELY & TABOR, 2006). Erklirt werden
konnten diese Abweichungen durch falsche Messergebnisse oder durch die Moglichkeit, dass
die verwendeten Pilze die Schichten mit bisher unbekannten Enzymen oder Substanzen doch
angreifen konnen (MONEY, 1999; GORIELY & TABOR, 2006). Weiterhin wiesen GORIELY &
TABOR (2006) darauf hin, dass ein Indenter normalerweise immer hérter ist als das zu
penetrierende Material. Dies trifft, auch bei vollem Turgordruck, nicht auf eine
Penetrationshyphe zu, die durch eine artifizielle Membran wéchst. Die Autoren spekulierten
tiber eine mogliche spezielle Verstarkung der Hyphen. Eine abschlieBende Aufkldrung dieser
doch widerspriichlichen Ergebnisse steht noch aus. Auf Mais und Zwiebel erwies sich die
nicht-melanisierte Mutante als apathogen (siehe Abbildung 29). Dies deckt sich mit
Ergebnissen fiir Melanin-defiziente Mutanten bei M. grisea auf Reis. Arbeiten mit Mutanten,
die an unterschiedlichen Stellen der Melaninbiosynthese gestort sind (Buf-, Alb-, Rsy-)
zeigten, dass diese Mutanten auf Reis apathogen sind, nach Verletzung das Gewebe jedoch
befallen konnen (CHUMLEY & VALENT, 1990). Auch fir C. lindemuthianum (WOLKOW ET AL.,
1983) und C. lageanrium (KUBO ET AL., 1982) konnte die Notwendigkeit der Melanisierung
der Appressorien fiir die Wirtspenetration gezeigt werden. In beiden Arbeiten zeigten die
verwendeten Melanin-defizienten Mutanten vermehrte laterale Keimung. Dieses Phdnomen
trat auch bei C. graminicola auf unterschiedlichen Substraten auf (Abbildung 29), konnte
jedoch bei M. grisea nicht beobachtet werden (HOWARD & FERRARI, 1989). Es wird
angenommen, dass Melanin flir die Steuerung der Auswuchsrichtung der Penetrationshyphe
bendtigt wird (KUBO ET AL., 1985). Dieses Beispiel zeigt jedoch, dass Ergebnisse nicht immer
auf andere Pilzspezies iibertragen werden konnen, auch wenn es so scheint, als ob der

Penetrationsprozess bei Magnaporthe und Colletotrichum ssp. viele Parallelen aufweist.

Weiterhin bleibt die Frage zu klaren, warum die Melanin-defiziente C. graminicola Mutante
artifizielle Membranen penetrieren kann, pflanzliche Oberfldchen jedoch nicht. Moglicher-
weise erfiillt Melanin in den Appressorien neben den in der Literatur diskutierten Aufgaben
(Verstiarkung der appressorialen Wand, Verkleinerung der Poren, Lenkung der Penetrations-
hyphe) weitere Aufgaben, die eher im Bereich der Wirt-Parasit-Interaktion zu finden sind. So
ist es aus Humanpathogenen, wie z. B. Cryptococcus neoformans und Wangiella dermatitidis
bekannt, dass pilzliche Melanine antioxidative Funktionen iibernehmen (JACOBSON &
TINNELL, 1993). Bei beiden Pathogenen konnte Melanin als Virulenzdeterminate beschrieben

werden (JACOBSON & EMERY, 1991). Hierbei steht vor allem der Schutz vor ROS (reaktive

101



Diskussion

Sauerstoffspezies) im Vordergrund (JACOBSON & TINNELL, 1993). Melanin-defiziente
Mutanten von C. neoformans waren weniger anfillig gegeniiber von Stickstoff und Sauerstoff
abgeleiteten Oxidantien als nicht-melanisierte Zellen (WANG & CASADEVALL, 1994). Dieser
Zusammenhang konnte auch bei W. dermatitidis und Alternaria alternata gezeigt werden
(JACOBSON ET AL., 1995). Auch bei M. grisea zeigten apathogene nicht-melanisierte Mutanten
eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber Sauerstoffradikalen (AVER’YANOVET AL., 1989). Als
dominante Vertreter der Reaktiven Sauerstoffspezies wihrend der Pflanze-Pathogen-
Interaktion sind das Superoxidanion (O,), Wasserstoffperoxid (H,O,) und das Hydroxyl-
radikal (OH") zu nennen (MEHDY, 1994), wobei Melanin H,O; nicht entgiften konnte (JACOB-
SON ET AL., 1995). Der Nachweis des Superoxidanions in der Interaktion C. graminicola (WT
und ACgpksl) und Mais steht noch aus. Bei der Interaktion Blumeria graminis f. sp.
hordei/Hordeum vulgare sind jedoch Féarbemethoden mit NBT (Nitrobluetetrazolium)
etabliert worden (HUCKELHOVEN & KOGEL, 1998). Diese Methode konnte in zukiinftigen

Arbeiten auf das System C. graminicola/Zea mays iiberragen werden.

Eine hohe Penetrationsrate auf artifiziellen Membranen zeigte auch der Sojabohnenrost
Phakopsora pachyrhizi. Er erreichte dhnliche Werte wie M. grisea, die signifikant iiber denen
von C. graminicola lagen (sieche Abbildung 24). Auch dieses Ergebnis tragt zur kritischen
Betrachtung der Aussage bei, dass nur in melanisierten Appressorien hohe Turgordriicke
aufgebaut werden konnen. Ausgehend von Uredosporen bildet P. pachyrhizi nicht-
melanisierte Appressorien auf seiner Wirtspflanze, mit deren Hilfe er die pflanzliche
Oberfldche direkt penetrieren kann (BONDE ET AL., 1976). Héaufig zeigten Penetrationshyphen
von P. pachyrhizi und dem eng verwandten P. apoda eine charakteristische Korkenzieher-
Form, die auch wihrend dieser Arbeit licht- (siche Abbildung 26) und -elektronen-
mikroskopisch (siche Abbildung 27) beobachtet werden konnte. Fiir die Penetration der
Wirtspflanze wurde auch bei P. apoda eine Kombination aus Enzymen und Kraft diskutiert
(ADENDORFF & RIJKENBERG, 2000). Da beide Pilze einen &dhnlichen Penetrationsprozess
aufweisen (ADENDORFF & RIJKENBERG, 2000), ist dies auch fiir P. pachyrhizi anzunehmen.
Die Messung des osmotischen Druckes in Appressorien von P. pachyrhizi mittels
Gleichgewichtscytorrhizie (sieche Abschnitt 3.4.2 und Abbildung 35) ergab 24 hpi ein Wert
von 3,3 MPa, der damit iiber dem Wert fir C. graminicola lag. Dies konnte die hoheren
Penetrationsraten auf artifiziellen Membranen erkldren. Allerdings wurden niedrigere Werte
als die fiir M. grisea publizierten erreicht. Trotzdem gab es keine signifikanten Unterschiede

bei den Penetrationsraten beider Pilze auf PTFE.
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5 Zusammenfassung/Summary
5.1 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Herstellung einer Transformantenbank des Maispathogens Colletotri-
chum graminicola durch die Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation (ATMT)
und die Identifizierung von Mutanten, die in ihrer Pathogenitdt bzw. Virulenz beeintrichtigt

sind.

Die ATMT von C. graminicola erwies sich als einfache und effiziente Transformationsme-
thode. Einzelsporisolate eines Teiles der gewonnenen Transformanten wurden fiir Blattseg-
menttests auf Mais verwendet. So konnte eine erste Auswahl an Mutanten erfolgen, die sich
phinotypisch vom WT-Isolat unterschieden. 19 Isolate wurden fiir eine makroskopische und
mikroskopische Charakterisierung ausgewdihlt. Die Beurteilung des Infektionsverlaufes auf
Maisblattsegmenten erlaubte die Einteilung dieser Mutanten in vier Gruppen, einige Vertreter
wurden im Folgenden genauer untersucht. Isolat AB.158 (FLOss, 2004) zeigte eine dhnliche
Entwicklung wie das WT-Isolat, allerdings zeigte es im Vergleich zum WT-Isolat eine signi-
fikant geringere Penetrationsrate auf Maisblattsegmenten. Eine zweite Gruppe an ESI (Grup-
pe D, sieche Tabelle 7) konnte ohne externe Néhrstoffzugabe nicht auf der Wirtspflanze aus-
keimen, die ESI waren apathogen. Fiir AT.147, AT.397, AT.673 und AT.717 fiihrte die Zu-
gabe von Maisblattextrakt zum Inokulum zu steigenden Keim-, Appressorienbildungs- und
Penetrationsraten. Der Anstieg der Keim- bzw. Penetrationsraten korrelierte positiv mit dem

Gehalt an Maisblattextrakt im Inokulum.

Neben der Erstellung der ATMT-Transformanten konnte parallel ein Inokulationssystem fiir
artifizielle Diinnschichten, die vom Fraunhofer Institut fiir Werkstoffmechanik Halle/Saale in
variablen Materialien und Dicken hergestellt wurden, etabliert werden. Dieses wurde im Fol-
genden fiir die Beurteilung der Penetrationskompetenz pflanzenpathogener WT-Isolate (C.
graminicola, M. grisea und P. pachyrhizi) und C. graminicola Mutanten (ACgpksI, AB.158)
verwendet. Penetrationsereignisse konnten sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch
abgebildet werden. Erstaunlicherweise konnten Pilze mit nicht-melanisierten Appressorien
gleich gut (ACgpks1) oder sogar haufiger (P. pachyrhizi) die Polymerdiinnschichten penetrie-
ren. Dieses Ergebnis wurde durch Zellkollapsuntersuchungen (Cytorrhizie) mit PEG 6000
bestdtigt, da sowohl in den Appressorien der Melanin-defizienten C. graminiciola Mutante

(ACgpks1) als auch in denen des Sojabohnenrostes hohe Turgordriicke nachgewiesen werden
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konnten, die liber denen des WT C. graminicola lagen. Dies wirft ein neues Licht auf die Dis-
kussion der Rolle von Melanin an der Penetrationskompetenz pflanzenpathogener Pilze und
konnte einen Anreiz fiir weitere Forschungsarbeit, auch in Verbindung mit dem nun etablier-

ten Penetrationsscreen auf artifiziellen Membranen, geben.

5.2 Summary

One goal of the work presented here was to produce insertional C. graminicola mutants
through an ATMT approach for further investigation due to finding mutants, which are not

able to infect maize and therefore show a loss of pathogenicity or an impairment of virulence.

The Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of C. graminicola is an efficient and
easy method to produce large numbers of insertional mutants. Single spore isolates (SSI) of a
part of the produced transformants were used for a detached leaf segment assay on maize.
This led to the discovering of single spore isolates, which could not infect the host as the WT
could. 19 SPI were chosen for a macroscopic and microscopic characterization. The behavior
on maize leaf segments led to the division in 4 groups, as you can see in table 7, group A and
D were further investigated. Compared to the WT mutant AB.158 (FLOss, 2004) behaved in a
similar way up to the development of melanized appressoria, afterwards the mutant could
penetrate less than the WT, the development on maize was delayed. Representatives of a
second group of SSI (D) were impaired in germination on the host plant, when no external
nutritional source was added, they were apathogen. Raising the amount of maize leaf extract
in the inoculum led to germination, appressoria development and, partly, also to penetration

of the host cells, although significantly less than the WT isolate.

Besides the ATMT transformation an inoculation system for artificial membranes, which
were produced in variable materials and thicknesses from the Fraunhofer Institut fiir
Werkstoffmechanik Halle/Saale, was developed. It proved to be suitable for comparison of
the penetration capability of phytopathogenic WT isolates (C. graminicola, M. grisea and
P. pachyrhizi) and C. graminicola mutants (ACgpksl, AB.158). Penetration events could be
monitored by light and electron microscopy. Surprisingly, fungi with non-melanized
appressoria could breach the artificial membranes as well (ACgpksi) or even better than the
WT C. graminicola (P. pachyrhizi). To verify these results a cell collapse approach with PEG
6000 was used, showing that the osmotic pressure in the non-melanized appressoria of the

melanin-deficient C. graminicola mutant and the soy bean rust fungus were as high, or even
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higher, than the one in the WT C. graminicola. These results could bring insights and stimu-
late more research concerning the role of melanisation during the penetration of

phytopathogenic fungi, also in combination with the newly established penetration assay on

artificial membranes.
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7.3 Tabellen und Abbildungen im Anhang

Tabelle 8: Basenabfolge der Primer Hyg1 und Gpd

Bezeichnung des Primers Basenabfolge
Hygl 5'TGT TGG CGA CCT CTATTG G 3
Gpd 5'GTC CCT CAG TCC CTG GTA GG 3

Tabelle 9: Signifikante Unterschiede des Wachstums von C. graminicola WT und ATMT Iso-
laten auf PDA und PDA/HygB

Gezeigt werden signifikante Unterschiede (*) der ESI im Vergleich zum WT-Isolat auf PDA (Spal-
te 2) und PDA/HygB (Spalte 3) sowie Unterschiede im Wachstum der einzelnen Pilze zwischen
den Medien (Spalte 4).

PDA PDA/HygB Vergleich PDA und

Vergleich mit WT Vergleich mit WT PDA/HygB
WT / / *
AT.39 * * /
AT.147 / * /
AB.158 * * *
AT.171 * * *
AT.390 * * *
AT.391 * * *
AT.395 * *
AT.396 * * *
AT.397 * * *
AT.399 * *
AT.402 * * *
AT.405 * * *
AT.414 * * *
AT.416 * * *
AT.420 * ¥ /
AT.425 * * *
AT.668 * * *
AT.673 * * *
AT.717 * * *
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Tabelle 10: Vergleich der Keim- und Appressorienbildungsraten von C. graminicola und
P. pachyrhizi auf PTFE und PMMA

Ein * kennzeichnet signifikante Unterschiede.

P. pachyrhizi 60 nm 110 nm

PTFE PMMA PTFE PMMA
Keimrate (%) 41,80 £ 18,11 32,48 £5.27 42,41 £9,87 | 49,75+ 16,02
Appressorien-
bildungsrate 19,73 + 17,34 16,19 +5,74 | 29,40 +7,93* | 19,22 +3,22%*
(%)
C. graminicola 60 nm 110 nm

PTFE PMMA PTFE PMMA
Keimrate (%) 28,18 £25,45 | 22,49+ 15,52 8,72 + 4,45 19,99 £ 11,52
Appressorien-
bildungsrate 26,69 +26,27 | 19,11 +£10,91 7,54 £4,01* | 19,08 +10,82*
(%)

Tabelle 11: Zellkollapsraten von C. graminicola WT und AB.158

Glycerolkon-—| o\ | g5y | 1M | 15M | 2M | 25M | 3M
zentration
WT 0 4,65+ | 2321+ | 44,16+ | 94,10+ | 87,86+ | 9526«
2,92 6,95 8,06 1,65 5,03 3,69
36,03+ | 5894+ | 63,46+ | 7421+ | 77,81+
% s s s ’ H
AB.158 0 0 3.96* | 197¢ | 501* | 3.16* | 3,06
Tabelle 12: Penetrationsrate von C. graminicola auf unterschiedlichen Substraten
C. graminicola Mais PTFE 60 nm PMMA 60 nm
Pe“"“atzﬂ/':)“ate 3P 9615+ 1,89 13,01 + 11,91% 47,71 +22,25%

Tabelle 13: Signifikanzklassen der Zellkollapsraten von C. graminicola WT und ACgpks1

MPa | 0,00 | 0,69 | 1,30 | 1,85 | 2,14 | 2,46 | 2,80 | 3,17 | 3,55 | 4,61
WT a a a a a a a a a ac
ECT a a a a a b a a a a
KO1 a b b a a a b b a b
KO2 a b ab a a a b b a cb
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Tabelle 14: Transformation filamentoser Pilze mittels ATMT

Tabelle erstellt in Anlehnung an MARUTHACHALAM ET AL., 2008. In der Spalte "% Einzelin-
tegration" gibt die Zahl in Klammern die Gesamtzahl der untersuchten Transformanten an.
Ein * kennzeichnet die Vorkultur in IMAS. Die mit ** gekennzeichneten Angaben entstam-
men der Arbeit von MUNCH ET AL., 2008.

. Ausgangs- 4. rleme— HygB Konz. . (.:O_ % Einfach- Anzahl Sporenan-
Spezies X faciens Vektor Kultivierungs- X .
material (Kg/ml) integration Transformanten zahl
Stamm dauer (h)
e pRATI2.9
caccdindes impilis Anthrokonicien| EHA105 und 150-500 48 8121 1 1%108
(ABUODEHET AL., 2003) :
pRATI1.4
COSEE AR Konidien AGL-1 pPK2 150 43 87,5 (8) 2150 1x108
(COVERTET AL., 2001)
Calonectria morganii
(MALONEK & MEINHARDT, Konidien LBA1100 pTAS5 100 72 100 (4) 13 1x108
2001)
. pBHt1 pBHt2 .
kusarlinmoxysponim Sporen AGL-1 pKHE 75 48 3% 300 - 500 1105
(MULLINS ET AL., 2001) 81(26)
pDHt
Magnaporthe grisea 3
(RHOET AL. 2001) Sporen AGL-1 pBHt2 200 48 >60 500 - > 1000 1x10
Verticillium fungicola o s 5
AMEY ET AL 2002) Konidien LBA1126 pBIN7.1 550 48 100 (5) 4068 8.6x 10
Helminthosporium turcicum - ) 4
(DEGEFU & HANIF, 2003) Konidien AGL-1 pBGgHg 100 48 100 (5) 30- 50 1x10
Aspergillis giganteus Konidien | LBA1100 | pUR5750 100 48 100 (10) 79 1x108
(MEYERET AL., 2003)
Botrytis cinerea . P17,p18 50 (4 bei p17, 6 5
(ROLLAND ET AL., 2003) Honicien LB1126 | pBHI2) w i bei p18) 15 0
Aspergillus fumigatus v e
(SUGUIET AL.. 2005) Konidien EHA105 pDHt 200 48 >100 1x10
Colletotrichum Konidien und
gloeosporioides pURS5750 pBIN19 100 48 - 130 1x108
R Protoplasten
(DE GROOTET AL., 1998)
C. lagenarium pBIG2 .
(TSUJ ETAL., 2003) C58C1 RHPH2 100 48 86 150 - 300 1x10
C. trifolii pBIG2 4
(TAKAHARAET AL., 2004) ) Csec RHPH2 100 48 » 20-30 %10
C. higginsianum Konidien PBIN-GFP- 5
(O'CONNELL ETAL., 2004) (gekeimt) AGLA hph 40 250 1x10
C. inicol;
: graminicola - PBIN-GFP-
(FLOWERS & VAILLANCOURT, Konidien AGL-1 250 72 16 300- 1706 1x108
hph
2005)
C. faleatum
(MARUTHATACHALAMETAL., Konidien SK1044 pBHt2 50 24 62 300 - 500 1x108
2008)
C. acutatum
(MARUTHATACHALAMETAL., Konidien SK1044 pBHt2 300 36 65 200 - 250 5x108
2008
i}iﬁ?’"’wl& eigens Konidien | LBA1100 pPK2 100 72 70 (100)™ 27 1108
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7.4 Verwendete Chemikalien, Losungen und Medien

7.4.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben wurden Chemikalien der Firma Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland) und Verbrauchsmaterialien von Fa. Heinemann Labortechnik

GmbH (Duderstadt, Deutschland) bezogen.

7.4.2 Losungen

Acetosyringon (AS)
Nach dem Einwiegen der erforderlichen Menge Acetosyringon fiir eine 10 mM Stammldsung

wurde die Losung unter Rithren geldst und anschlieBend steril filtriert. Die Lagerung erfolgte

bei —20 °C vor Licht geschiitzt.

Antibiotika-Stammldsungen

Die folgenden Antibiotika kamen im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz:
Kanamycin
Spectinomycin
Streptomycin

Stammlosungen (50 mg/ml) wurden in H,Ogest angesetzt, steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

Cefotaxim
Cefotaxim wurde den PDA/HygB Platten nach der Co-Kultivierung zur Abtétung von
A. tumefaciens zugesetzt. Eine Stammlosung mit 20 mg/ml wurde mit H,Oges angesetzt und

steril filtriert.

Lactophenol
Lactophenol bestand aus 20 % Phenol, 20 % Milchsiure, 40 % Glycerol und 20 % H;Ogest.

Maisblattextrakt (MBE)

Der wihrend dieser Arbeit verwendete Maisblattextrakt wurde aus Blattern 2 - 3 Wochen alter

Maispflanzen der Sorte Nathan hergestellt. 2,4 g Blatter wurden in 100 ml HyOgcst bei 121 °C
fiir 20 min autoklaviert. Der entstandene Extrakt wurde, falls eine Verdiinnung erwiinscht

war, mit HyOgest gemischt.
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Minimalmedium-Salze (MM-Salze)

Eine 2,5x Stammldsung setzt sich aus folgenden Salzen zusammen, die jeweils separat in
Wasser gelost wurden:

3,62 g/l KH,PO4

5,125 g/l KHPO4

0,375 g/l NaCl

1,250 g/l MgSO4x7 H,O

0,165 g/1 CaCl,x2 H,0O

0,0062 g/l FeSO4x7 H,O

1,250 g/1 (NH4),SOs,.
Auf ein Autoklavieren der Losung konnte verzichtet werden. Die Lagerung erfolgte bei

Raumtemperatur.

Morpholinethansulfonsdure (MES)

Benoétigt wurde eine 1 M Losung MES mit einem pH Wert von 5,3. Die Losung wurde steril
filtriert und bei —20 °C gelagert.

7.4.3 Medien

Induktionsmedium (IM)

Wihrend der ATMT wurden sowohl A. tumefaciens als auch die Sporen von C. graminicola
in Induktionsmedium kultiviert. Als IMAS wurde Induktionsmedium nach Zugabe von

Acetosyringon bezeichnet.

Fir flissiges IM werden 1x MM-Salze, 10 mM Glucose und 0,5 % Glycerol auf 11 mit
H;Oyqest aufgefiillt und bei 121 °C 20 min autoklaviert. Wurden IM-Platten benétigt, erhohte
sich die Glucose-Konzentration auf 5 mM und 1,5 % Agar-Agar wurden dem Medium vor

dem Autoklavieren zugesetzt. In das handwarme, autoklavierte Medium wurden 40 mM MES

und 200 uM AS zugegeben.

Komplettmedium (CM)

Fiir 11 Fliissigmedium wurden je 10 ml Stammldsung A (50 g Ca(NO3), in 500 ml HyOgest)
und B (10 g KH,POy4, 12,5 g MgSO4 und 2,7 g NaCl in 500 ml H,Ogcs), 1 g Hefeextrakt und
1 g Caseinhydrolysat in 1 I HyOge gelost und bei 121 °C 20 min autoklaviert.
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Luria Broth-Medium (LB)

LB ist ein Standardmedium zur Bakterienanzucht. Fiir einen Liter Fliissigmedium wurden

10 g Trypton, 10 g NaCl und 5 g Hefeextrakt in HyOgest gelost und bei 121 °C 20 min auto-
klaviert. Fiir LB Platten wurde zusitzlich 1,5 % Agar-Agar zugegeben.

Die Zugabe von Antibiotika erfolgt in das handwarme Medium unmittelbar vor dem Gie3en

der Ndhrmediumplatten.

oat meal agar (OMA)
Oat meal agar eignet sich fiir die Kultivierung und die Induktion der Sporulation von C. gra-

minicola. Fir 1 1 Medium wird die Hélfte des HyOgest mit 12 g/l Agar-Agar in der Mikrowelle
kurz aufgekocht, wihrend die andere Hélfte mit 50 g Haferflocken im Standmixer 6x 20 s
homogeniert wird. AnschlieBend wurden beide Suspensionen miteinander vereint und das

Medium fiir 45 min bei 121 °C autoklaviert.

potato dextrose agar (PDA)

PDA eignet sich fiir die Kultivierung einer Vielzahl von Pilzen, unter anderem diente es als
Kulturmedium fiir C. graminicola und M. oryzae. Mit Hygromycin B versetzt ist es ein Selek-

tionsmedium nach der Transformation von C. graminicola mittels A. tumefaciens.

Da ein fertiges potato dextrose Produkt (Difco Potato Dextrose Broth, Becton, Dickinson and
Company, New Jersey, USA) verwendet wurde, entfiel die Zubereitung des Mediums aus
frischen Kartoffeln. Laut Packungsanweisung wurde fiir 1 1 Medium 24 g PD in H,Ogycs gelost
und fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert.

Die Zugabe von Hygromycin B (fiir PDA/HygB) erfolgte in das abgekiihlte, handwarme Me-

dium.

Selektionsmedium (SM)

Nach der Transformation von C. graminicola Sporen mittels ATMT wurde das Filterpapier

mit den putativen Transformanten von Induktionsmedium auf ein Hygromycin B-haltiges

Selektionsmedium tiibertragen.

Fir Selektionsmedium-Platten wurden 1M Saccharose, 0,1 % Hefeextrakt, 0,1 %
Caseinhydrolysat und 1,5 % Agar-Agar in 1 | HyOgest gelst und fiir 20 min bei 121 °C auto-
klaviert. Die Zugabe von 100 pg/ml Hygromycin B erfolgte zum handwarmen Medium.
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Wasseragar
Fiir 1 1 Wasseragar wurden 15 g Agar-Agar in 1 | HyOgey bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.
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7.5 Anmerkungen zur Schreibweise

Englische Fachbegriffe sind im Text kursiv geschrieben. Fachbezogene Abkiirzungen wurden
bei ihrer ersten Nennung vollstdndig ausgeschrieben, die entsprechende Abkiirzung in Klam-
mern angegeben. Bezeichnungen fiir Gene wurden im Text abgekiirzt, in Kleinbuchstaben
und kursiv dargestellt. Proteinbezeichnungen wurden ebenfalls abgekiirzt, aber in GrofSbuch-

staben.
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7.6 Abkiirzungsverzeichnis

Organismen

A. tumefaciens

C. graminicola

C. acutatum

C. lindemuthianum
C. truncatum

C. gloeosporioides
C. orbiculare

C. lagenarium

C. destructivum

C. trifolii

C. sublineolum

C. capsici

C. circinans

C. musae

F. oxysporum

M. grisea

M. oryzae

C. carbonum

P. pachyrhizi

Agrobacterium tumefaciens
Colletotrichum graminicola
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum lindemuthianum
Colletotrichum truncatum
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum orbiculare
Colletotrichum lagenarium
Colletotrichum destructivum
Colletotrichum trifolii
Colletotrichum sublineolum
Colletotrichum capsici
Colletotrichum circinans
Colletotrichum musae
Fusarium oxysporum
Magnaporthe grisea
Magnaporthe oryzae
Cochliobolus carbonum

Phakopsora pachyrhizi

im Text verwendete Abkiirzungen

ALB
AS
ASR
AT
ATMT

anthracnose leaf blight (Anthraknose Blattflecken)
Acetosyringon

anthracnose stalk rot (Anthraknose Stangelfaule)
ATMT-Transformante

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation
(Agrobakterium tumefaciens-vermittelte Transformation)
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BA Barrierefilter

bp Basenpaare

BPA Bauhinia purpurea Agglutinin

BSA Bovine Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Kohlenstoff

ca. circa

Ca*" 2-wertiges Kalziumion

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

Cg Colletotrichum graminicola

cm Zentimeter

CM Komplett-Medium

d Tag

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

DHN Dihydroxynaphtalen

DM Zweifarbenspiegel

DNA Desoxyribonukleinséure

DNasen Desoxyibonukleasen

dNTPs 2’Desoxyribonukleosid-5-triphosphat(e)

dpi days post inoculation (Tage nach Inokulation)
E Extinktion

ECT Ektope (Mutante mit ektopischer Integration)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EM Elektronenmikroskop

ESEM environmental scanning electron microscope
ESI Einzelsporisolat
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et al. et alteri, lat. fiir und andere

Ex Anregungsfilter

f Frequenz

F Fluor

FAO Food and Agriculture Organization

f. sp. forma specialis

°C Grad Celsius

g Gramm

gpd Glyceraldehyd-3-phosphat Gen

gw% Gewichtsprozent

h Stunde

H>Oqest destilliertes Wasser

H5>O4idest doppelt destilliertes Wasser

HCI Salzsdure

HF Hoch-Frequenz

HiWwi Hilfswissenschaftler, wissenschaftliche Hilfskraft
hpi hours post inoculation (Stunden nach Inokulation)
HR hypersensitive reaction (Hypersensitiver Zelltod)
HygB Hygromycin B

IBMX 3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin

M Induktionsmedium

IMAS Induktionsmedium mit Acetosyringon

insg. insgesamt

kb Kilobasen

135



kHz
KO
kV

LB
LB

u

m
M
MAP-Kinase
max.

MBI

MBE

min

ml

mm

MPa
Mrd.

NaCl

ng

nm

Kilohertz
Knock Out; Knock Out Mutante

Kilovolt

left border (linke Begrenzung der T-DNA)

Luria Broth-Medium

mikro (griechisch), ein Millionstel
milli, ein Tausendstel

Molar

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
maximal
Melaninbiosynthesehemmer
Maisblattextrakt

Minuten

Milliliter

Millimeter

Mikro-Gramm

Mikro-Liter

Mikro-Molar

Mikro-Meter

Mikro-Newton

Milli-Molar

Mega-Pascal

Milliarden

Natriumchlorid
Nano-Gramm

Nanometer
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0O,
OD
OMA

%
PBS
PBSA
PCR
PDA
PEG
pH
PKS
PE
PET
PTFE
PMMA

RB
REM
rDNA
REMI

RNA
RNasen
rpm
RWTH

SDS
SEM
SM

Sauerstoff
optical density (optische Dichte)

oat meal agar (Haferflocken-Agar)

Prozent

Poly-Butylensuccinat
Poly-Butylensuccinat-co-Adipat

polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
potato dextrose agar (Kartoffeldextrose-Agar)
Polyethylenglycol

potentia hydrogenii; pH-Wert
Polyketidsynthase

Polyethylen

Polyethylenterephthalat

Polytetrafluorethylen

Polymethylmetacrylat

right border (rechte Begrenzung der T-DNA)
Rasterelektronenmikroskop
ribosomale Desoxyribonukleinsiure

restriction enzyme-mediated insertion (Restriktionsenzym-
vermittelte Insertion)

Ribonukleinsédure
Ribonukleasen
rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

Rheinisch-Westfilische Technische Hochschule

Sodiumlaurylsulfat
scanning electron microscope

Selektionsmedium
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SSI single spore isolate

sSp. Spezies

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq DNA-Polymerase von Thermus aquaticus
T-DNA transferierte DNA

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
Ti-Plasmid Tumor-induzierendes Plasmid

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
trpC Tryptophan C Gen

& und

u. a. unter anderem

U/min Umdrehungen pro Minute

Uuv Ultra-Violett

$US US Dollar

A" Volt

V. a. vor allem

vir Gene Virulenzgene von 4. tumefaciens
v/v volume/volume (Volumen/Volumen)
W Watt

w/v weight/volume (Gewicht/Volumen)
WT Wildtyp

X mal

z. B. zum Beispiel
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z. T.

zum Teil
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