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Kurzfassung

Der pflanzenpathogene Pilz Phakopsora pachyrhizi verursacht den Asiatischen Sojabohnenrost
(ASR) und stellt insbesondere in Stdamerika eine grof3e wirtschaftliche Bedrohung dar. Hier
wurden  nach  erstmaligem  Auftreten im Jahr 2001, ohne entsprechende
Bekampfungsmal3inahmen, Ertragsverluste von >80 % dokumentiert. Infolgedessen wurden
verstarkt Fungizide eingesetzt, welche bis heute, neben Anbaupraktiken und resistenten
Sojasorten, die wichtigste Bekampfungsstrategie darstellen. Zur Kontrolle des Pilzes werden vor
allem Single-Site Fungizide aus den Klassen der Chinon-Outside-Inhibitoren, Succinat-
Dehydrogenase-Inhibitoren sowie der Demethylierungsinhibitoren (DMI) eingesetzt. DMI hemmen
die Sterol 14a-Demethylase, ein wesentliches Enzym des Ergosterol-Biosynthesewegs, welches
durch das CYP51-Gen des Pilzes kodiert wird. Der starke Selektionsdruck, verursacht durch die
intensive Anwendung der DMI, fuhrte zu einer kontinuierlichen Anpassung der Population von
P. pachyrhizi unter Feldbedingungen, hin zu einer geringeren Empfindlichkeit gegenliber DMI
(Shifting). Diese kontinuierliche negative Verschiebung der Empfindlichkeit (Resistenz) wurde in
erster Linie auf die Akkumulation von Mutationen im CYP51-Gen zuruckgefiihrt. Ziel der
vorliegenden Studie war es, erstmals mithilfe von Einsporisolaten des biotrophen Pilzes
P. pachyrhizi, die Resistenz gegeniiber DMI sowie die beteiligten Resistenzmechanismen (v. a.
Punktmutationen) zu charakterisieren. Sequenzanalysen des CYP51 konnten drei neue
Mutationen (V130A, 1145V, F154Y) bestétigen, die auf einem DNA-Strang in Kombination mit
bereits beschriebenen Mutationen auftreten. Deren Lage im Enzym wurde mithilfe einer
Proteinmodellierung aufgezeigt. Nach derzeitigem Kenntnisstand wurden neun Mutationen im
CYP51 von P. pachyrhizi beschrieben (F120L, V130A, Y131F/H, K142R, 1145V/F, F154Y, 1475T),
welche sich durch die auftretenden Mutationskombinationen in sieben unterschiedliche, adaptierte
Haplotypen einteilen lassen. Die in dieser Studie neu identifizierten CYP51-Haplotypen
F120L + V130A + Y131F, F120L + Y131H + 1145V und F120L + Y131H + F154Y konnten mit
unterschiedlichen Sensitivitdten gegentiber DMI in Verbindung gebracht werden. Im Zuge dieser
Sensitivitatsstudien wurde erstmals eine unvollstdndige Kreuzresistenz der Haplotypen
F120L + V130A + Y131F und F120L + Y131H gegeniiber DMI mit unterschiedlichen chemischen
Strukturen nachgewiesen. Des Weiteren wurden in adaptierten Einsporisolaten sechs CYP51-
Kopien bestatigt, welche drei unterschiedlichen CYP51-Allelen zugeordnet werden konnten.
Diese Allele sind in den Einsporisolaten in unterschiedlichen Verhaltnissen vorhanden. Nach
bisherigem Kenntnisstand wird hierbei aufgrund mdglicher Fitnessnachteile die Anzahl von drei
mutierten CYP51-Kopien und somit 50 % Mutationshaufigkeit nicht Uberschritten. Bei den

Einsporisolaten wurde auRerdem eine signifikante Uberexpression des CYP51 festgestellt.



Abstract

The plant pathogenic fungus Phakopsora pachyrhizi causes Asian soybean rust (ASR) and poses
a major economic threat, especially in South America. After the first appearance of the fungus on
the continent (2001), yield losses of > 80% were recorded without being subject to control
measures. As a result, fungicides were increasingly used, which, besides cultivation practices and
resistant soybean varieties, are still the most important control strategy to date. Single-site
fungicides from the classes of quinone outside inhibitors, succinate dehydrogenase inhibitors and
demethylation inhibitors (DMIs) are mainly used to control the fungus. DMIs inhibit the sterol 14a-
demethylase, an essential enzyme of the ergosterol biosynthetic pathway, which is encoded by
the fungal CYP51 gene. The strong selection pressure caused by the extensive use of DMIs led
to a continuous adaption of the population of P. pachyrhizi under field conditions towards a lower
sensitivity against DMIs (shifting). This continuous negative shift in sensitivity (resistance) was
primarily attributed to the accumulation of mutations in the CYP51 gene. The objective of the
present study was to characterize the resistance of P. pachyrhizi to DMIs and the mechanisms
involved (especially point mutations) using single spore isolates for the first time. Sequence
analyses of CYP51 confirmed three new mutations (V130A, 1145V, F154Y), which occur on one
DNA strand in combination with previously described mutations. Their location in the enzyme was
shown using protein modelling. According to current knowledge, nine mutations have been
described in CYP51 of P. pachyrhizi (F120L, V130A, Y131F/H, K142R, 1145V/F, F154Y, 1475T),
which can be divided into seven adapted CYP51-haplotypes by the occurring mutation
combinations. The newly identified haplotypes F120L + V130A + Y131F,
F120L + Y131H + 1145V, and F120L + Y131H + F154Y in this study could be associated with
different sensitivities to DMIs. During these sensitivity studies, incomplete cross-resistance of the
haplotypes F120L + V130A + Y131F and F120L + Y131H to DMI with different chemical
structures was demonstrated for the first time. Furthermore, six CYP51 copies were confirmed in
adapted single spore isolates, which could be assigned to three different CYP51 alleles. These
alleles occur in the single spore isolates in different ratios. According to current knowledge, the
number of three mutated CYP51 copies and thus 50 % mutation frequency is not exceeded due
to possible fitness disadvantages. Significant overexpression of CYP51 was also detected in the

single spore isolates.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sojabohne als Nutzpflanze

Die Sojabohne (Glycine max (L.) MERR.) ist botanisch der Ordnung der Fabales
(Schmetterlingsblutenartige), der Familie der Fabaceae (Hulsenfrichtler), der Unterfamilie der
Faboideae (Schmetterlingsblitler) und der Gattung der Glycine zuzuordnen (EPPO, 2022). Der
Ursprung der Wildform Glycine soja Sieb. et Zucc. wird im Tal des Gelben Flusses in Nordchina
vermutet und die Domestikation fand bereits im 10-11. Jh. v. Chr. statt (Burton, 1997). Ab dem
18. Jh. wurde sie, neben den asiatischen Landern, erstmals auch in Europa und den Vereinigten
Staaten (USA) dokumentiert. Anfang des 20.Jh. fand die Sojapflanze, welche zunéchst
ausschlieRlich als EiweiR- und Olpflanze zu Nahrungszwecken diente, zusatzlich als Tierfutter
Verwendung. Diese Entwicklung fuhrte zu einem starken Wachstum sowohl der Sojaanbauflache
als auch der sojaverarbeitenden Industrie. Eine Ausweitung des Sojabohnenanbaus nach
Brasilien und Argentinien war die Folge dieses Wachstums (Hartman et al., 2011).

Heute gehort die Sojabohne zu den wichtigsten Leguminosenarten weltweit, welche auf ca. 6 %
der globalen Ackerflache angebaut wird und im Jahr 2018 einen Anteil von 61 % an der weltweiten
Olsaatproduktion einnahm (Shea et al., 2020). In den Jahren 2010-2019 betrug der Anstieg der
globalen Sojabohnenanbauflache 18 %. Im Jahr 2020 wurde eine weltweite Produktionsmenge
von ca. 360 Mio. t auf 127 Mio. ha Anbauflache erreicht und bis 2029 wird ein weiterer Zuwachs
von 18 % Anbauflache erwartet (Barrett, 2020). Aktuell dominieren Brasilien, USA und Argentinien
den Weltmarkt, mit einem Anteil von tber 80 % an der Sojabohnenproduktion. Im Jahr 2020
produzierten Brasilien 133 Mio. t, die USA 113 Mio.t und Argentinien 48 Mio.t Sojabohnen
(Abbildung 1), gefolgt von China mit 20 Mio. t und Indien mit 11 Mio. t (Barrett, 2020; FAO, 2022).
Die weltweite Sojabohnenproduktion ist in den letzten zehn Jahren um 27 % gewachsen und
Prognosen zufolge ist ein weiterer Anstieg von 27 % flr das kommende Jahrzehnt zu erwarten.
Da Sudamerika Uber das hochste Potential fur die Erweiterung der Anbauflachen verfugt, ist

insbesondere in Brasilien eine steigende Anbauflache zu erwarten (Barrett, 2020).

Von der weltweiten Sojaproduktion wird der grof3te Anteil (98 %) zu Tierfutter in Form von
Sojaschrot verarbeitet und lediglich ca. 2 % zur Nahrungsmittelproduktion verwendet. Der Samen
der Sojabohnen weist einen hohen Proteingehalt von 40 % auf und findet somit in der
Nahrungsmittelproduktion unter anderem als Ersatz fir tierisches Protein seine Verwendung. Das
in der Produktion anfallende Ol wird aufgrund des hohen ernahrungsphysiologischen Wertes

Uberwiegend als Speisedl genutzt (Hartman et al., 2011; Shea et al., 2020).
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Abbildung 1: Entwicklung der  Sojabohnenproduktion (Mio. Tonnen) der  wichtigsten
Produktionslander. Die Grafik zeigt den Zeitraum von 1991-2019 mit einer zusatzlichen Vorhersage flr
die Jahre 2020-2029. Es sind die wichtigsten Sojabohnenproduzenten weltweit aufgefihrt. OLA
kennzeichnet ,other Latin America“ und fasst alle slidamerikanischen Lander mit Ausnahme von
Argentinien und Brasilien (z. B. Bolivien und Paraguay) (Barrett, 2020).

Sojabohnen werden in den gemaRigten Zonen angebaut, wobei die Aussaat in der nérdlichen
Hemisphare meist im Mai und in der sidlichen Hemisphére im November erfolgt. Die
Geschwindigkeit der Auskeimung wird durch Bodentemperatur, Bodenfeuchte und
Bodenverdichtung bestimmt. Es ist eine Bodentemperatur von mindestens 10 °C erforderlich,
ausreichend Wasser sollte zur Verfligung stehen und zudem sollte ein Augenmerk auf verdichtete
Bdden gelegt werden, welche den Austrieb verhindern kénnen (Burton, 1997; Bachteler, 2017).
Die Bluhperiode umfasst ca. drei bis vier Wochen und mit Beginn der Samenfiillung ist die
maximale Pflanzenhdhe bzw. Blattflache erreicht. Diese Phase der Ertragsbildung dauert ca. 30—
40 Tage und Wasserstress sollte in dieser Zeit vermieden werden, da dieser einen direkten
Einfluss auf den Kornertrag ausibt (Bachteler, 2017). Trockenheit ist einer der wichtigsten
abiotischen Faktoren, welcher sich negativ sowohl auf das vegetative Wachstum als auch auf die
Reifung ausubt. Auch Uberschwemmungen sind problematisch, da die Sojapflanze viel Energie
fur die Erneuerung der abgestorbenen Wurzeln aufbringen muss. Zusatzlich sind Sojabohnen
frostempfindlich und ein hoher Salzgehalt im Boden hat eine negative Auswirkung auf die

Wurzelentwicklung (Hartman et al., 2011).

Neben den abiotischen Faktoren spielen biotische Faktoren wie Krankheiten, die durch Pilze und
Bakterien verursacht werden, sowie tierische Schaderreger und Unkrauter eine maRgebliche
Rolle bei der Ertragsentwicklung. Je nach Region kénnen Pilze wie Phakopsora pachyrhizi

(Asiatischer Sojabohnenrost), Sclerotinia sclerotiorum (Weil3stangeligkeit), Colletotrichum
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truncatum (Anthraknose), Septoria glycines (Blattfleckenkrankheit), Rhizoctonia solani
(Krautfaule), Fusarium spp. (Wurzelfaule), Cercospora flagellaris und Cercospora kikuchii
(Blattfaule) auftreten und fur entsprechende ErtragseinbufRen verantwortlich sein. Neben den
Pilzen kdénnen Schaderreger wie bspw. Heterodera glycines (Sojabohnenzystennematode) oder
Bakterien wie bspw. Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Bakterienfaule) den Ertrag der
Sojabohnenernte reduzieren. Darlber hinaus kénnen Unkrauter, insbesondere in den frihen
BBCH-Stadien der Keimung und Vegetationsphase, die Photosyntheserate und das Wachstum
direkt (z. B. durch Beschattung) oder indirekt (z. B. Konkurrenz um Wasser) negativ beeinflussen
(Hartman et al., 2011; Bachteler, 2017; Bandara et al., 2020; Shea et al., 2020).

1.2 Phakopsora pachyrhizi, der Erreger des Asiatischen Sojabohnenrostes

1.2.1 Globale Ausbreitung und wirtschaftliche Bedeutung

Die globale Ausbreitung des phytopathogenen Pilzes Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., dem
Erreger des Asiatischen Sojabohnenrosts (ASR), ist in Abbildung 2 dargestellt. Er wurde erstmals
im Jahr 1902 in Asien als Uredo sojae identifiziert und breitete sich im Laufe des 20. Jahrhundert
im asiatischen Raum aus (Bromfield, 1984). Im Jahr 1994 wurde P. pachyrhizi erstmals in Hawaii
beschrieben (Killgore & Heu, 1994). Ebenfalls in den spaten 1990er-2000er Jahren breitete er
sich, mdglicherweise durch von Indien kommende Monsunwinde, auf dem afrikanischen Kontinent
aus. Hier sorgte er fur Ertragsverluste in den Sojaanbaugebieten von Zentral-, West- und
Sudafrika wie bspw. Uganda, Nigeria oder Simbabwe (Akinsanmi et al., 2001; Pretorius et al.,
2001; Levy, 2005; Murithi et al., 2016). Im Jahr 2001 wurden erstmals Berichte Gber das Auftreten
von P. pachyrhizi auf dem sudamerikanischen Kontinent offentlich (Yorinori et al., 2005). Im
Gegensatz  zur geringen  wirtschaftlichen  Bedeutung des verwandten  Pilzes
Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur (syn. Uredo vignae), welcher bereits seit den 1970er
Jahren in Sudamerika vorkommt und als Erreger des Amerikanischen Sojabohnenrosts gilt,
entwickelte sich der durch P. pachyrhizi verursachte ASR zu einer Sojabohnenkrankheit mit
erheblicher wirtschaftlicher Bedeutung (Ono et al.,, 1992; Hartman et al., 2004b). Die zwei
verwandten Arten P. pachyrhizi und P. meibomiae lassen sich anhand der morphologischen
Merkmale ihrer Telien oder durch eine molekularbiologische Differenzierung unterscheiden, da
die internal transcribed spacer-Region (ITS) der beider Arten lediglich 80 % Ubereinstimmung
aufweist (Frederick et al., 2002). Nach dem erstmaligen Auftreten von P. pachyrhizi in Pirap6
(Paraguay) and Parana (Brasilien) in der Saison 2001-2002, wurden in Brasilien bereits in der
folgenden Saison 60 % der Sojaanbauflache durch den phytopathogenen Pilz befallen und

Ertragsverluste von 30-75 % verursacht (Yorinori et al., 2005). Nachdem der Pilz sich grof3flachig
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in Brasilien ausbreitete, wurden in der Saison 2003—-2004, bedingt durch derzeitig fehlende
Kontrollméglichkeiten, bis zu 90 % Ertragsausfall mit Ernteverlusten von 4,6 Mio. t und einem
Gegenwert von 2 Mrd. US $ geschatzt (Godoy et al., 2016). Nach seiner Verbreitung auf dem
stidamerikanischen Kontinent sowohl in den grof3en Sojaanbaugebieten von Argentinien als auch
Kolumbien, Bolivien und Uruguay (lvancovich, 2005; Stewart et al., 2005; Yorinori et al., 2005;
Tapiero-Ortiz et al., 2021) wurde der Pilz im Jahr 2004 erstmals auch auf dem
nordamerikanischen Kontinent nachgewiesen (Schneider et al., 2005). Da die USA neben
Brasilien und Argentinien zu den grof3ten Sojaanbaugebieten weltweit z&hlen, ist auch hier das
Vorkommen von P. pachyrhizi mit wirtschaftlichen Einbuf3en verbunden. Im Gegensatz zu
Sidamerika ist das Vorkommen des Pilzes in den meisten Sojaanbauregionen des
nordamerikanischen Kontinents klimatisch bedingt nicht ganzjahrig moglich. Somit héngt der
jeweilige Ertragsausfall von der jahrlichen Sporenverbreitung, bspw. durch Winde, ab und
schwankt deutlicher als bei den Landern der Stidhalbkugel. Hier kann P. pachyrhizi in Gegenwart
geeigneter Wirte ganzjahrig Giberleben (Livingston et al., 2004).
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Abbildung 2: Globale Ausbreitung des Erregers des Asiatischen Sojabohnenrostes (Phakopsora
pachyrhizi). Die Jahresdaten wurden aus unterschiedlichen Quellen entnommen und eingefiigt (Bromfield,
1984; Killgore & Heu, 1994; Akinsanmi et al., 2001; Pretorius et al., 2001; lvancovich, 2005; Levy, 2005;
Schneider et al., 2005; Stewart et al., 2005; Yorinori et al., 2005; Tapiero-Ortiz et al., 2021).



Einleitung

1.2.2 Symptome, Lebenszyklus und Epidemiologie

Im Reich der Echten Pilze gehort P. pachyrhizi der Abteilung der Basidiomycota (Standerpilze) an
und ist hierbei der Klasse der Pucciniomycetes, der Ordnung der Pucciniales (Rostpilze), der
Familie der Phakopsoraceae und der Gattung Phakopsora zuzuordnen (Goellner et al., 2010).
Der obligat biotrophe Basidiomycet kann seinen Hauptwirt, die Sojabohne, in allen griinen
Wachstumsstadien befallen. Zumeist finden sich die ersten Symptome in den unteren Blattetagen
kurz vor Bluhbeginn, da die Rostentwicklung mit dem physiologischen Alter der Pflanze
zusammenhdangt (Hartman et al., 2004a). Beginnende Symptome sind kleine, hellgelbe, blasse
Lasionen, welche durch Blattadern begrenzt sind und sich im weiteren Verlauf ausbreiten und
hellbraun farben. Die L&sionen sind vorranging auf der abaxialen Blattoberflache zu finden, wo
sie massenhaft Uredosporen freilassen (Abbildung 3, A—C). Sobald diese L&sionen auftreten,
kommt es zu einer frihzeitigen Vergiloung und Entlaubung der Blatter. Dies hat einen
verminderten Hilsenansatz mit verringertem Samengewicht und reduzierter Samenzahl zur Folge
und somit ist der Ernteertrag negativ beeinflusst. Die infizierten, verfarbten Pflanzen treten haufig
vorerst in Hotspots im Feld auf, bevor eine groR3flachige Ausbreitung stattfindet (Abbildung 3, A).
Ein Ende der Infektionszyklen wird, aufgrund der biotrophen Lebensweise des Pilzes, allgemein
durch die Gelbfarbung des Laubes und durch die folgende Entblatterung der Pflanze bestimmt
(Bromfield, 1984; lvancovich, 2005; Sconyers et al., 2006; Murithi et al., 2016).

Abbildung 3: Schadsymptome an Sojapflanze, verursacht durch Phakopsora pachyrhizi sowie die
mikroskopische Darstellung seiner Uredien und Uredosporen. Sojabohnenfeld mit Befall von
P. pachyrhizi (Hotspot) (A). Nahaufnahme der abaxialen Sojablattoberfliche mit freigelassenen
Uredosporen von P. pachyrhizi (B). Nahaufnahme einer einzelnen, hellgelben Lé&sion verursacht durch
P. pachyrhizi. Die Lasion wird in ihrer Ausdehnung durch Blattadern begrenzt (C). Mikroskopische
Aufnahme einer durch P. pachyrhizi verursachten Uredie mit freigelassenen Uredosporen (D).
Mikroskopisch aufgenommene, gekeimte und nicht gekeimte Uredosporen in Wasseragar. Die aufgezeigten
Sporen sind ca. 20—-30 um grof3 und weisen eine runde—ovale Form auf (E).
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Rostpilze weisen flir gewohnlich einen komplexen Lebenszyklus mit bis zu funf verschiedenen
Sporenstadien, Veranderungen in ihren Kernphasen, Generations- und Wirtswechsel auf. Hierin
unterscheidet sich P. pachyrhizi sowohl mit einem reduzierten als auch mit einem asexuellen
Lebenszyklus. Die Verbreitung basiert nach heutigem Kenntnisstand ausschlie3lich auf der
ungeschlechtlichen Vermehrung der dikaryotischen Uredosporen, welche zugleich auch fir die
Infektion verantwortlich sind (Ono et al., 1992; Goellner et al., 2010). Neben den Uredosporen
wurden auch Teleutosporen nachgewiesen, deren Keimung bisher nur im Labor beobachtet
wurde und deren Bedeutung bislang unbekannt ist (Saksirirat & Hoppe, 1991). Die Uredosporen
des Pilzes weisen eine kugelformige oder ovale Form und eine hellgelb-braune Farbung auf. Die
GroRRe der Sporen ist variabel und liegt im Bereich 18-45 x 13-28 um (Koch et al., 1983)
(Abbildung 3, D—E) und sie kénnen durch Wind und Regen Uber weite Strecken verbreitet werden
(Isard et al., 2005). Die auf der Pflanzenoberflache auftreffenden Uredosporen keimen nach 2—
4 h mit einem Keimschlauch aus und bilden an dessen Ende ein kugelférmiges Appressorium.
Darauf folgt die Entstehung eines Appressorien-Kegels im Inneren des Appressorium und der
Ausbildung einer Penetrationshyphe, welche direkt in das Pflanzengewebe eindringen kann (Koch
et al., 1983; Edwards & Bonde, 2011). Bei diesem Vorgang der Penetration von P. pachyrhizi
stirbt die Epidermiszelle der Wirtspflanze ab (Goellner et al., 2010). Die direkte Penetration der
Kutikula und Epidermis unterscheidet P. pachyrhizi von den meisten anderen Rostpilzen, die
normalerweise die Spaltéffnungen zur Infektion nutzen. Diese Fahigkeit erklart moglicherweise
auch das sehr groRe Wirtsspektrum des Pilzes, welches bei anderen Rostpilzen nicht zu
beobachtet ist (Goellner et al., 2010; Edwards & Bonde, 2011; Loehrer, 2016). In den folgenden
Tagen kolonisiert der Pilz seinen Wirt, indem er in den Zellen der Sojabohne Hyphenstrukturen
(Haustorien) ausbildet. Diese Strukturen sind fir den biotrophen Pilz entscheidend fiir die
Nahrstoffaufnahme, Stoffwechselprozesse und die Abgabe von Effektorproteinen, die das
Immunsystem der Sojapflanze manipulieren und somit Abwehrmechanismen der Pflanze
unterdricken (Voegele & Mendgen, 2011; Link et al., 2014). 5-8 Tage nach der Infektion sind auf
der Blattunterseite die erste Uredien (Pusteln) sichtbar, welche ca. 9-12 Tage nach der Infektion
erstmalig Uredosporen entlassen (Abbildung 3, B—C) (Goellner et al., 2010). In diesem Stadium
ist der Lebenszyklus von P. pachyrhizi abgeschlossen. Eine Uredie kann fir ca. drei Wochen
Sporen produzieren und neben anderen Pflanzen auch dieselbe Pflanze erneut infizieren. Diese
Sekundarinfektionen resultieren in einem schnellen Infektionsverlauf und einer schnellen
Ausbreitung des Pilzes. Des Weiteren konnen innerhalb einer Saison 6-8 Infektionszyklen
auftreten (Marchetti et al., 1975; Goellner et al., 2010). Obwohl keine sexuelle Vermehrung erfolgt,
sind die Populationen des Pilzes genetisch sehr vielféltig (Twizeyimana et al., 2011b; Zhang et

al., 2012; Jorge et al., 2015; Darben et al., 2020). Diese Vielfalt kann unter anderem durch
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parasexuelle Kernrekombinationen zwischen verschiedenen Isolaten, Keimschlauchfusionen
oder Hyphenanastomosen verursacht werden (Vittal et al., 2012) und durch die dikaryotischen

Uredosporen und den kurzen Reproduktionszyklus von P. pachyrhizi zusétzlich verstarkt werden.

Das Wirtsspektrum von P. pachyrhizi istim Vergleich zu anderen Rostpilzen sehr breit. Neben der
Sojapflanze kann der Pilz unter natlrlichen Bedingungen 31 Arten in 17 Leguminosengattungen
infizieren und unter Laborbedingungen wurden zusétzlich 60 Arten in 26 Gattungen beschrieben
(Ono et al., 1992). Auch eine Infektion der Nebenwirte kann eine Zunahme des wirtschaftlichen
Schadens fur die Sojaernte bedeuten. Der Pilz nutzt zahlreiche Leguminosen wie bspw. Kudzu
(Pueraria lobata) als Uberdauerungs- bzw. Uberwinterungswirt in frostfreien Gebieten, sodass ab
Beginn der folgenden Saison ausreichend Inokulationsmaterial fur die Infektion der Sojabohnen
zur Verfigung steht. Diese Moglichkeit kommt vor allem in Regionen zum Tragen, in denen die
Sojabohne als Wirt fur P. pachyrhizi nicht ganzjahrig zur Verfigung steht, wie z. B. in den USA
(Hartman et al., 2004a; Christiano & Scherm, 2007; Pretorius et al., 2007).

Sowohl die Temperatur als auch die Luftfeuchtigkeit und Feuchteperioden haben einen starken
Einfluss auf die Auspragung einer Infektion mit P. pachyrhizi. Im Labor wurden optimale
Bedingungen von 21-24 °C und > 80 % Luftfeuchtigkeit bei Feuchteperioden bis zu 16 h ermittelt.
Hierbei wurde deutlich, dass bei Feuchteperioden unter 6 h und bei Temperaturen unter 9 °C und
Uber 29 °C keine erfolgreiche Infektion stattfinden konnte. Die Infektion konnte zuséatzlich verstarkt
werden, wenn die Feuchteperiode auf bis zu 16 h ausgeweitet wurde (Marchetti et al., 1976;
Melching et al., 1989; Nunkumar et al., 2009).

1.3 Kontrollméglichkeiten von P. pachyrhizi

ASR verursacht durch P. pachyrhizi gehort zu den Pilzkrankheiten an der Sojabohne, welche den
Ertrag am starksten limitieren kann. Ohne Kontroliméglichkeiten und unter glnstigen
Umweltbedingungen, wurden Ertragsverluste von bis zu 80 % dokumentiert (Levy, 2005; Godoy
et al., 2016). Hierbei ist vor allem die friihzeitige Entlaubung und die damit verbundene geringere
Photosyntheseleistung fiir einen Riickgang des Korngewichts und der Kornqualitat verantwortlich.
Zu den wichtigsten Kontrollmdglichkeiten gehdren spezifische Anbaupraktiken, die Verwendung

von resistenten Sojasorten und vor allem die Anwendung von Fungiziden.

Anbaupraktiken kdnnen das Auftreten von P. pachyrhizi nicht ganzlich vermeiden. Sie sind
allerdings, insbesondere im Hinblick auf einen integrierten Pflanzenschutz, unter zusatzlicher
Verwendung von resistenten Sorten und Fungizide geeignet, einen entsprechenden Beitrag zur

Kontrolle des Pilzes zu leisten. Da das Auftreten von P. pachyrhizi abhangig von Temperatur und
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Feuchtigkeit ist (Kapitel 1.2.2), bietet es sich unter anderem an, den Aussaattermin je nach Region
und Witterungsbedingungen entsprechend anzupassen (Marchetti et al., 1976; Melching et al.,
1989; Del Ponte & Esker, 2008). Hierbei ist zu beachten, dass eine zu spéate Aussaat ebenfalls
geringere Ernteertrage aufweist (Hu & Wiatrak, 2012). Die richtige Sortenauswabhl ist ein weiterer
Faktor zur Reduzierung des Infektionsdrucks, denn friihreifende Sojabohnensorten verringern die
Zeit, welche dem Pilz zur Infektion zur Verfligung steht. Zusatzlich kénnen Sojabohnensorten mit
einer kurzen Schotenfillungsphase verwendet werden und die Auswahl der Pflanzstandorte mit
einer ausreichenden Entfernung zu moéglichen Zwischenwirten angepasst werden. Dem Pilz sollte
in Phasen ohne Sojaanbau moglichst keine Uberdauerungs- oder Uberwinterungsoption zur
Verfligung stehen (Corréa da Silva et al., 2011; Twizeyimana et al., 2011a). Neben den Praktiken,
welche der Landwirt selbstentscheidend anwenden kann, greift in Brasilien die Regierung ein, um
den vorherrschenden starken Befallsdruck von P. pachyrhizi zu regulieren. Im Gegensatz zu den
anderen Hauptsojaproduzenten USA und Argentinien, weist Brasilien ganzjahrig ein geeignetes
Klima zum Anbau von Sojabohnen und somit zur Ausbreitung des ASR auf (Del Ponte & Esker,
2008; Godoy et al., 2016). Aufgrund dieses andauernden, ganzjahrigen Befallsdrucks in Brasilien
wurde im Jahr 2006 die ,free host period beschlossen. In dieser 60—90-tagigen Periode dirfen
von Juni bis September keine Sojapflanzen angebaut werden. Durch diese Restriktion soll der
Infektionszyklus von P. pachyrhizi unterbrochen und der Start der Infektionen in der kommenden

Saison hinausgezogert werden (Godoy, 2012; Godoy et al., 2016).

Neben den Anbaupraktiken ist eine frihzeitige Erkennung und Bewertung des ASR-Risikos
bedeutend, um die entsprechenden Kontrollmdglichkeiten mdglichst optimal auszunutzen und
somit einen angepassten, integrierten Pflanzenschutz zu betreiben (Karlekar & Seal, 2020). Bei
der Erstellung solcher Monitoringmodelle spielt vor allem das genaue Verstandnis der
Epidemiologie der Krankheit eine Rolle. Somit basieren sie zumeist auf meteorologischen Daten,
denn die Entwicklung bzw. Verbreitung des Pilzes wird maf3geblich durch Wind, Regen und
Temperatur bestimmt. Durch Vorhersagen moglicher Epidemien kann der Einsatz von Fungiziden
und andere Kontrollmdglichkeiten prazisiert werden (Del Ponte & Esker, 2008; Corréa da Silva et
al., 2011).

1.3.1 Resistente Sojasorten

Als weitere Kontrollmdglichkeit von P. pachyrhizi gilt die Verwendung weniger anfalliger bzw.
resistenter Sojabohnensorten, auf denen eine Vermehrung des Pathogens gestoppt bzw.
vermindert wird. Diese Wirtsresistenz wurde bei mehreren Landrassen der Sojabohne (Bromfield,
1984), Kudzu (Jordan et al., 2010) und anderen Wirten beobachtet (Slaminko et al., 2008). Die

Infektion einer anfélligen Sojasorte mit P. pachyrhizi resultiert in einer gelb—hellbraunen Lasion
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(Abbildung 3, C) mit 2-5 Uredia pro Lasion und einer starken Sporenbildung. Diese anfallige
Reaktion wird als , TAN® (,hellbraun®) bezeichnet. Bei den Resistenzreaktionen wird zwischen der
Limmune (IM)* und der ,red brown (RB)“ (,rotbraun®) Reaktion unterschieden. Bei der RB-Reaktion
werden rot-braune Lasionen gebildet mit lediglich 0-2 Uredia pro Lasion. Im Vergleich zu den
anfalligen Sorten kommt es zu keiner oder geringeren Sporulation. Bei dieser Reaktion spricht
man von einer unvollstdndigen Resistenz, da der Erreger z. T. weiterhin, jedoch in begrenztem
Mal3, wachsen und sich reproduzieren kann. Im Laufe einer Infektion vergréf3ern sich die Lasionen
und die Anzahl der Uredien nimmt zu. Hierbei ist allerdings die Zunahme der Grof3e und Anzahl
der Lasionen und Uredien bei der anfélligen TAN-Reaktion deutlich starker als bei der RB-
Reaktion. Bei der IM-Reaktion sind lediglich kleine Nekrosen zu erkennen. Die Bildung von
Uredien und Uredosporen und die damit verbundene Verbreitung von P. pachyrhizi bleibt aus
(Bromfield, 1984; Hartman et al., 2005; Bonde et al., 2006; Miles et al., 2011).

Bis heute wurden sieben Resistenzgene der Sojapflanze G. max gegeniber P. pachyrhizi
identifiziert, welche mit Rppl-7 (Resistenz gegenuber P. pachyrhizi) gekennzeichnet werden
(Childs et al., 2018a). Des Weiteren wurden sechs weitere Allele identifiziert, die unterschiedliche
Genwirkungen aufzeigen, sich allerdings den bereits beschriebenen Loci zuordnen lassen (z. B.
Rppl-b) (Chakraborty et al., 2009). Rppl, Rpp2, Rpp3, Rpp4, Rpp5, Rpp6 und Rpp7 wurden
nacheinander identifiziert (Bromfield & Hartwig, 1980; McLean & Byth, 1980; Hartwig & Bromfield,
1983; Hartwig, 1986; Garcia et al., 2008; Li et al., 2012; Childs et al., 2018b) und demzufolge sind
die Resistenzgene Rppl und Rpp2 derzeit am weitesten erforscht (Meira et al.,, 2020). Die
Wirkung der Resistenzgene auf P. pachyrhizi ist im Wesentlichen abhangig von der Genetik der
lokal vorherrschenden Pilzpopulationen. Bereits 1980 konnte bestatigt werden, dass die
Resistenzgene Rppl-3 in verschiedenen Rostisolaten aus unterschiedlichen Regionen
unterschiedliche Resistenzreaktionen hervorriefen (Bromfield & Hartwig, 1980). P. pachyrhizi
weist eine hohe genetische Vielfalt auf und die Virulenz von Feldpopulationen kann je nach
Standort erheblich variieren (Bonde et al., 2006; Walker et al., 2011; Twizeyimana & Hartman,
2012; Garcia-Rodriguez et al., 2021). Aktuell zeigt kein Resistenzgen eine Resistenz gegeniber
allen Pathotypen des Pilzes (Langenbach et al., 2016; Childs et al., 2018b). In Studien konnte
allerdings gezeigt werden, dass die Kombination (Stapelung) mehrerer Rpp-Gene genutzt werden
kann, um eine breitere Resistenz zu erzielen und somit eine schnelle Resistenziiberwindung des
Pilzes zu unterdricken bzw. zu verlangsamen (Yamanaka et al., 2013; Kato & Soares, 2021;
Meira et al., 2022).
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1.3.2 Fungizide

Optimierte Anbaupraktiken und die Verwendung resistenter Sojasorten sind nach derzeitigem
Forschungsstand nicht ausreichend, um den Ernteertrag in Regionen in denen ASR vorkommt zu
sichern. Insbesondere die genetische Variabilitdt von P. pachyrhizi sowie seine rasche
Reproduktion, die weite Verbreitung der Sporen und das breite Wirtsspektrum sorgen dafir, dass
der Pilz genetische Resistenzgene schnell tGberwinden kann und die weiter oben genannten
Anbaupraktiken lediglich einen begrenzten Einfluss auf die Kontrolle austiben. Aus diesem Grund
gilt als derzeit effektivste Bek&mpfungsstrategie gegentber P. pachyrhizi der Einsatz von
Fungiziden (Miles et al., 2003; Goellner et al., 2010; Godoy, 2012; Akamatsu et al., 2013).

Fungizide werden bereits seit Uiber 200 Jahren zum Schutz der Pflanzen vor Pilzbefall verwendet.
Nach dem Zweiten Weltkrieg hat sich die Zahl der zu behandelten Kulturen, der
Pflanzenkrankheiten und der verfligbaren Chemikalien sowie die Flache und die Haufigkeit des
Fungizideinsatzes rapide gesteigert (Brent & Hollomon, 2007a). Fungizide sind in der Lage durch
die Kontrolle von Pilzkrankheiten die Pflanzenproduktion und die damit verbundenen Ernteertrage
zu stabilisieren. Sie sind somit ein wichtiges Element zum Schutz sowohl des Ernteertrags als
auch der Erntequalitat. Dies ist besonders wichtig in Anbetracht der steigenden Nachfrage nach
Nahrungsmitteln aufgrund des stetigen Anstiegs der Weltbevoélkerung (Oerke, 2006; Oliver &
Hewitt, 2014).

Eine Charakterisierung unterschiedlicher Fungizide erfolgt hinsichtlich ihrer chemischen Struktur,
ihres Wirkortes (Mode of Action (MoA)) und ihrer Eignung fiir entsprechende Kulturen. Eine
detaillierte Auflistung der Uiber 200 verfligbaren Wirkstoffe, gruppiert nach ihrem jeweiligen MoA,
ist auf der Webseite des Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) aufgefuhrt (FRAC,
2021a). Grundsatzlich lassen sich Fungizide in Single-Site- oder Multi-Site-Inhibitoren gruppieren.
Hierbei wirken Single-Site-Inhibitoren an einem bestimmten Ort im pilzlichen Stoffwechsel gegen
ein Enzym oder Protein, welches das Uberleben des Pilzes beeintrachtigt. Multi-Site-Inhibitoren
hingegen wirken meist unspezifisch auf eine Vielzahl von Stoffwechselprozessen im pilzlichen
Organismus. Haufig sind Single-Site-Inhibitoren weniger pflanzentoxisch und kénnen systemische
Eigenschaften aufweisen, wohingegen Multi-Site-Inhibitoren als Kontaktfungizide wirken und in
der Regel nicht systemisch sind. Neben der Unterscheidung Single-/Multi-Site und
systemisch/nicht systemisch kann zwischen protektiven, kurativen und eradikativen Fungiziden
unterschieden werden (Mueller, 2006; Oliver & Hewitt, 2014). Ein nicht systemisches
Kontaktfungizid wirkt ausschlie3lich protektiv und schutzt hierbei lediglich die behandelten
Pflanzenteile. Systemische Fungizide dringen in das Pflanzengewebe ein und kénnen daher auch
unbehandelte Pflanzenteile (z. B. Neuzuwachs) vor einer Infektion schitzen und werden zudem
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weniger durch Niederschlage abgewaschen. Somit sind systemisch wirkende Fungizide, welche
seit Ende der 1960er Jahre entwickelt wurden, deutlich flexibler in ihrer Anwendung (Edgington
et al., 1980; Oerke, 2006; Oliver & Hewitt, 2014).

Eine Vielzahl an Fungiziden aus unterschiedlichen chemischen Klassen und mit unterschiedlichen
MoA dienen der Kontrolle des ASR. Bereits in den 1990er Jahren konnten im asiatischen Raum
protektive Wirkungen mit Multi-Site-Inhibitoren wie z. B. Mancozeb und Chlorothalonil sowie
ersten Triazolen wie z. B. Hexaconazol, Propiconazol und Difenoconazol erzielt werden (Patil &
Anahosur, 1998; Godoy, 2012). Mit der Ausbreitung des ASR in Afrika und Stdamerika, weitete
sich das Portfolio an verwendeten Triazolen (Demethylierungsinhibitoren (DMI)) ebenso wie die
Anwendung von Strobilurinen (Chinon-Outside-Inhibitoren (Qol)) aus (Miles et al., 2003; Miles et
al., 2007). Verwendet wurden DMI wie z. B. Epoxiconazol, Propiconazol, Tebuconazol und
Tetraconazol sowie die Qol Azoxystrobin, Picoxystrobin, Pyraclostrobin und Trifloxystrobin,
welche eine hohere Wirksamkeit zeigten als die Multi-Site-Inhibitoren, die mehrere préventive
Anwendungen erfordern, um eine ausreichende Wirksamkeit zu erzielen. Insbesondere DMI-Qol-
Mischungen wie z. B. Epoxiconazol und Pyraclostrobin erzielten gute Ergebnisse in der Kontrolle
des ASR (Miles et al., 2003; Miles et al., 2007; Scherm et al., 2009). Hierbei konnte bestatigt
werden, dass der Zeitpunkt des Einsatzes von Fungiziden gegeniiber ASR eine entscheidende
Rolle spielt. Eine Verzdgerung der Fungizidanwendung bis nach dem Auftreten der Krankheit
(kurative Anwendung) fuihrte zu erheblichen ErtragseinbuRen und somit ist eine protektive
Anwendung von zwei bis drei Applikationen wirkungsvoller (Miles et al., 2003; Yorinori, 2004;
Miles et al., 2007). Nachdem der Pilz 2001 erstmals auf dem sitidamerikanischen Kontinent
identifiziert wurde, stieg die Anzahl der gelisteten Fungizide (Soloformulierungen und
Mischungen) zur Bekampfung des ASR in Brasilien von funf im Jahr 2002 auf 117 im Jahr 2015
(Godoy et al., 2016).

Heute werden zur Kontrolle des ASR insbesondere vier Fungizidklassen verwendet: Multi-Site-
Inhibitoren wie z. B. Kupfer, Mancozeb oder Chlorothalonil sowie Single-Site-Inhibitoren aus der
Klasse der DMI, Qol sowie der Succinat-Dehydrogenase-Inhibitoren (SDHI).

Die SDHI, welche im Jahr 2013 dem Portfolio zur Bekampfung des ASR hinzugeflgt wurden,
gehdren hierbei zu der neuesten Wirkstoffklasse. Dieser MoA hemmt die Succinat-
Dehydrogenase (SDH), auch als Komplex Il oder Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase bezeichnet,
in der mitochondrialen Atmungskette. Die SDH-Enzymeinheit ist ein mitochondriales
Heterotetramer, welches aus vier kernkodierten Untereinheiten besteht (SDHa—d). Im Gegensatz
zu anderen Dehydrogenasen der Tricarbonsaurezyklus (TCA), Ubertragt das SDH die aus

Succinat gewonnenen Elektronen direkt auf den Ubichinon-Pool (Q-Pool) der Atmungskette. Die
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SDHI binden an der Q-Bindungsstelle des SDH-Komplexes und unterbrechen die Reduktion von
Ubichinon zu Ubichinol. Nach der Bindung blockieren sie den Zugang zum Substrat, was folglich
weitere Zyklen der Succinatoxidation verhindert. Die neusten SDHI-Fungizide besitzen ein hohes
Maf an Aktivitat gegen viele wichtige Pflanzenpathogene wie auch P. pachyrhizi (Xiong et al.,
2015; Zambolim et al., 2021).

Strobilurine oder Qol hemmen die mitochondriale Atmung durch Bindung an die
Chinoloxidationsstelle (Qo) des Cytochrom b (CYTb) im Cytochrom-bcl-Komplex, innerhalb der
Mitochondrien. Qol behindern den Elektronentransfer zwischen CYTb und Cytochrom ¢ (CYTc).
Hierbei wird die Oxidation von reduziertem Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) und die
Synthese von Adenosintriphosphat (ATP) verhindert und somit ist die Energieproduktion des
Pilzes blockiert (Bartlett et al., 2002; Grasso et al., 2006).

Die DMI gehoéren zur Fungizidklasse der Sterol-Biosynthese-Inhibitoren (SBI). Die SBI
Fungizidklasse besteht aus vier Untergruppen, die unterschiedliche Zielenzyme im Sterol-
Biosyntheseweg hemmen. Diese Untergruppen werden durch die DMI, die Amine, die Keto-
Reduktase-Inhibitoren und die Squalenepoxidase-Inhibitoren gebildet. Hierbei werden die
Squalenepoxidase-Inhibitoren als einzige Ausnahme nicht kommerziell in der Landwirtschaft
verwendet. Die DMI-Gruppe weist die grofte Anzahl von fungiziden Verbindungen und das
breiteste Wirkungsspektrum der SBI-Gruppen auf (FRAC, 2021a). DMI sind mit den Qol die
Fungizide, welche in der Vergangenheit am haufigsten bei der Bekampfung des ASR angewandt
wurden. Hierbei wurde festgestellt, dass die DMI (Soloformulierung) meist eine bessere
Wirksamkeit aufwiesen als Qol (Soloformulierung) (Godoy et al.,, 2016). Da die Wirksamkeit
unterschiedlicher DMI auf P. pachyrhizi in der vorliegenden Arbeit naher untersucht wurde, ist

diese Wirkstoffklasse im nachfolgenden Kapitel naher erlautert.

Derzeit werden in Regionen mit starkem ASR-Vorkommen, wie bspw. Brasilien, sowohl Zweier-
als auch Dreierfungizidmischungen mit DMI, Qol und SDHI verwendet. Aufgrund der auftretenden
Resistenzen von P. pachyrhizi gegenuber den spezifisch wirkenden Fungiziden (Kapitel 1.4.2),
wurden in den letzten Jahren auch Multi-Site-Inhibitoren wie z. B. Mancozeb oder Kupfer in
Dreiermischungen mit z. B. DMI und SDHI getestet und deren positive Wirkung sowohl auf das
Resistenzmanagement als auch auf die ASR-Kontrolle wurde bestatigt (Netto et al., 2020; Reis et
al., 2021a; Reis et al.,, 2021b; Zambolim et al., 2021). Die Anzahl und der Zeitpunkt der
Fungizidapplikationen h&ngt von der Dauer und der Schwere der ASR-Epidemie und von der
Lange der vegetativen und generativen Phase der spezifischen Sojasorte ab. Die wirksamste
Anwendung ist zu Beginn der generativen Phase und grundsétzlich werden ca. 2—4 Applikationen,

je nach Krankheitsdruck und verwendeter Sojasorte, angewendet. Eine frihe Applikation in der
12



Einleitung

vegetativen Phase kann die Krankheitsschwere verringern, hat sich allerdings nicht als
ertragssichernd erwiesen (Miles et al., 2003; Godoy, 2012). Nach den durch FRAC (2021b)
zusammengefassten Leitlinien flr ein effektives Resistenzmanagement sollten maximal zwei
SDHI-Anwendungen pro Saison erfolgen, immer in Mischungen mit anderen Wirkstoffklassen und
wenn moglich praventiv. DMI und Qol sollten ebenfalls in Mischungen mit Fungiziden einer

anderen Wirkstoffklasse und maéglichst praventiv angewendet werden.

1.3.2.1 Demethylierungsinhibitoren (DMI)

DMI werden der Klasse der SBI zugeordnet und wurden bereits in den 1970er Jahren eingeflihrt
(Fromtling, 1988). Sie zahlen innerhalb der SBI zur am weitesten erforschten Wirkstoffgruppe und
umfasst aktuell 36 chemische Verbindungen. Diese werden in folgende sechs Gruppen gegliedert:
Piperazine, Pyridine, Pyrimidine, Imidazole, Triazole und Triazolinthione. Hierbei bilden die
Triazole (Azole) die grofite Gruppe mit 26 Verbindungen, welche die fir die Landwirtschaft
bedeutendsten Fungizidverbindungen beinhaltet (Oliver & Hewitt, 2014; FRAC, 2021a). Eine
Wirkung auf den ASR konnten bspw. fur die Triazole Epoxiconazol (BASF SE), Cyproconazol
(Syngenta AG), Tebuconazol (Bayer CropScience AG), Difenoconazol (Syngenta AG),
Metconazol (BASF SE), ebenso wie das Triazolinthion Prothioconazol (Bayer CropScience AG)
belegt werden (lvancovich, 2005; Levy, 2005; Miles et al., 2007; Blum & Reis, 2013; Reis et al.,
2015).

Die Wirkung der DMI basiert auf der Hemmung der Ergosterol-Biosynthese in Pilzen. Da die
Ergosterol-Biosynthese in fast allen Pilzen stattfindet, zeigen die DMI ein sehr breites
Wirtsspektrum gegeniiber einer Vielzahl wichtiger pflanzenpathogener Ascomyceten und
Basidiomyceten auf. Somit gehéren die DMI-Fungizide mit ihren vielfaltigen chemischen
Strukturen zu einer der wichtigsten Klasse zur Bekampfung von Pilzen (Becher & Wirsel, 2012;
Ziogas & Malandrakis, 2015; FRAC, 2021a). Das Zielenzym der DMI ist die Lanosterol-14a-
Demethylase (CYP51 oder ERG11), eine Cytochrom-P450-Monooxygenase. Das Enzym befindet
sich in der auf3eren Membran des endoplasmatischen Retikulums und katalysiert die Entfernung
der Methylgruppe am 14a-Kohlenstoff des Sterolvorlaufers Lanosterol. Die DMI hemmen diese
Demethylierung am 14a-Kohlenstoff oder 24-Methylen-Dihydrolanosterol (Eburicol), indem ein
Elektronenpaar des Stickstoffs am Azolring an das Eisenatom in der prosthetischen Hamgruppe
des CYP51 bindet. Die Spezifitat von Azolverbindungen h&ngt von der Wechselwirkung zwischen
dem Azol und dem CYP51 ab (Vanden Bossche, 1985; Vanden Bossche et al., 1987; Gisi et al.,
2000; Parker et al., 2014). Die Bindung der DMI fiihrt zur Akkumulation von Vorlaufersterolen (14-
methylierte Sterole) und zu einer verminderten Ergosterolsynthese. Ergosterol zahlt zu den

wichtigsten Sterolen, welches fir die Membranfluiditdt und -stabilitat verantwortlich ist und
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zusatzlich die Aktivitat von weiteren Membranproteinen beeinflusst. Somit fihrt die Abwesenheit
von Ergosterol zu Stérungen in den Membranfunktionen des Pilzes, welche sich z. B. in
durchlassigen Membranen und abnormalem Wachstum aufR3ert. Zusatzlich fuhrt die Akkumulation
von 14-methylierten Sterolen unter anderem in Candida albicans zu weiteren Stdérungen in der
Zellmembran (Siegel, 1981; Vanden Bossche, 1985; Becher & Wirsel, 2012; Parker et al., 2014;
Cheng et al., 2015).

Es konnte bestéatigt werden, dass die Anzahl von CYP51-Enzymen innerhalb eines Zellkerns bei
verschiedenen Pilzarten differiert. Phylogenetische Analysen der Proteinsequenzen ergaben,
dass die Anzahl der CYP51-Enzyme zwischen einem bis drei variieren kann und diese in drei
Kladen mit den Namen CYP51A, CYP51B und CYP51C eingeteilt werden kdnnen (Becher et al.,
2011; Becher & Wirsel, 2012). Becher et al. (2011) untersuchte die Anzahl der CYP51 fir
insgesamt 38 Pezizomycotina-Arten und konnte fir 17 Arten ein CYP51, fur 14 Arten zwei CYP51
und far funf Arten drei CYP51 nachweisen. Zu den Arten in denen drei CYP51 aufgezeigt werden
konnten, zahlen Fusarium graminearum, Fusarium solani, Aspergillus terreus, Aspergillus flavus
und Aspergillus oryzae. CYP51A und CYP51B wurden z. B. in Magnaporthe, Pyrenophora und
Penicillium identifiziert. Des Weiteren konnten in einigen Arten Duplikate von CYP51A oder
CYP51B nachgewiesen werden (Becher et al., 2011; Becher & Wirsel, 2012). Fur P. pachyrhizi
konnte bislang die genaue Anzahl der vorhandenen CYP51 im Genom noch nicht bestétigt
werden. Es werden allerdings bis zu drei CYP51 pro Zellkern vermutet (Schmitz, 2013; Schmitz
et al., 2014).

1.4 Fungizidresistenz

Das stetige Bevoélkerungswachstum und die damit verbundene Nachfrage nach Lebensmitteln hat
zu Entwicklungen in der modernen Landwirtschaft gefuhrt, welche das Auftreten von
Pflanzenkrankheiten beglnstigen. Hierzu zahlen bspw. Monokulturen, die Verwendung anfélliger,
aber ertragreicher Sorten und der Einsatz von Stickstoffdiingern. Die Bekampfung der
auftretenden Pilzkrankheiten erfolgt hierbei weitgehend durch die Anwendung von Fungiziden
(Oerke, 2006; Deising et al., 2008). Die eingesetzten Fungizide Uben einen Selektionsdruck aus,
sodass Pilze aus evolutionarer Sicht gezwungen sind, die negativen Auswirkungen der
Fungizidbehandlungen zu tiberwinden, um inr Uberleben zu sichern. Pilze verandern, wie andere
Organismen auch, stetig ihnr Genom. Diese Ver&nderungen kénnen sowohl mit Vor- als auch mit
Nachteilen fur das Uberleben des Individuums verbunden sein. Als Fungizidresistenz bezeichnet
man die genetisch erworbene, stabile und vererbbare Verdnderung des Pilzgenoms zur

Uberwindung der Wirkung eines Fungizids (Deising et al., 2008; Hollomon & Brent, 2009).
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Bei Pilzen wurden insbesondere vier Mechanismen definiert, welche zu einer Fungizidresistenz
gegeniuber Single-Site-Inhibitoren fuhren koénnen. Hierzu zahlen, die Verdnderung des
Zielproteins durch Mutationen im codierten Gen, die Uberexpression des Zielproteins durch
Hochregulierung des codierten Gens, der Ausschluss (Efflux) des Fungizids aus der Zelle durch
bspw. ABC-Transporter, ebenso wie der Abbau bzw. die Entgiftung des Fungizids (Ma &
Michailides, 2005; Cools et al., 2013).

Die Veréanderung des Zielenzyms des Fungizids stellt den haufigsten Resistenzmechanismus in
phytopathogenen Pilzen dar (Brent & Hollomon, 2007a). Hierbei kommt es zu einer oder mehreren
Mutationen im Zielgen, welche eine Wirksamkeit des angewandten Fungizids beeintrachtigen
oder komplett unterdriicken kénnen. Unter andauernder Fungizidanwendung kommt es zu einer
Vermehrung eines angepassten Individuums mit Resistenzmutationen und zu einem Rickgang
der sensitiven Individuen. Somit entsteht schrittweise eine resistente bzw. angepasste
Pilzpopulation (Brent & Hollomon, 2007a; Deising et al., 2008). Bei fehlender Fungizidanwendung
wird das Fortbestehen der Pilzpopulationen jedoch durch deren Fitness bestimmt. Die angepasste
Pilzpopulation, die durch den Einsatz von Fungiziden selektiert wurde, verfugt aufgrund ihrer
genetischen Veradnderungen haufig Uber eine geringere Enzymeffizienz. Aus diesem Grund
kénnen nach Aussetzen von Fungizidbehandlungen die Anzahl der angepassten Individuen in
einer Pilzpopulation abnehmen und die sensitiven Individuen zunehmen. Somit konkurrieren
einerseits der Fitnessvorteil der sensitiven Individuen unter nattrlichen Bedingungen und
andererseits der Vorteil der angepassten Individuen bei erh6htem Fungizideinsatz miteinander.
(Ma & Michailides, 2005). Durch Punktmutationen hervorgerufene Veranderungen im Zielenzym,
fihren haufig zu einer Kreuzresistenz zwischen Fungiziden der gleichen Wirkstoffgruppe. Hierbei
werden haufig alle Fungizide mit demselben MoA durch die resultierenden Mutationen negativ
beeinflusst, wahrend die Wirkung von Fungiziden mit anderen MoAs nicht beeintrachtigt ist (Brent
& Hollomon, 2007b; Genet & Jaworska, 2009). Das gegenteilige Phanomen wird als negative
Kreuzresistenz bezeichnet. Hierbei wirkt sich die erworbene Resistenz gegentber einem
Fungizid, mit einer Erhdhung der Sensitivitdt gegentiber einem anderen Fungizid aus. Eine
negative Kreuzresistenz ist bei phytopathogenen Pilzen eher selten und in starker Auspragung
auf Tubulin-Inhibitoren beschrankt (Brent & Hollomon, 2007a).

Ein weiterer Resistenzmechanismus in phytopathogenen Pilzen ist die Uberexpression des
Zielproteins des Fungizids. Dieser Mechanismus beruht auf einer Hochregulierung des kodierten
Gens, welches das Ziel des angewandten Fungizids darstellt (Ma & Michailides, 2005). Mit einer
erhdhten Menge des Zielproteins kénnen bis zu einem gewissen Grad die Stoffwechselprozesse

des Pilzes trotz der Fungizidanwendung stattfinden. Hohere Dosen des Fungizids kénnen hierbei
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den Verlust der Sensitivitdt ausgleichen, sind aber insbesondere aus regulatorischen Grinden
haufig nicht praktikabel. Die Uberexpression ist im Gegensatz zu den Punktmutationen weniger
weit verbreitet in der Resistenzentwicklung der phytopathogenen Pilze. Dennoch wurde eine
Uberexpression in einigen Pilzen wie bspw. Zymoseptoria tritici, Venturia inaequalis und auch
P. pachyrhizi nachgewiesen (Cools & Fraaije, 2013; Schmitz et al., 2014; Villani et al., 2016).

Ein zusatzlicher Resistenzmechanismus beschreibt die aktive Ausschleusung von Fungiziden aus
der Zelle durch Efflux-Pumpen. Dieser Vorgang wird auch als Multidrug-Resistenz (MDR)
bezeichnet und wurde unter anderem bei phytopathogenen Pilzen wie Z. tritici und Botrytis
cinerea beschrieben (De Waard et al., 2006; Kretschmer et al., 2009; Hahn & Leroch, 2015;
Omrane et al., 2015). Zwei Familien von Efflux-Transportern, welche in der Plasmamembran
lokalisiert sind, sind am aktiven Transport von Toxinen aus der Zelle beteiligt. Bei der MDR kommt
es zu einer Uberexpression dieser ABC- und MFS-Transporter und somit zu einer erhohten
Effluxaktivitat (De Waard, 1997; Deising et al., 2008). Die MDR st vor allem bei Bakterien und
menschlichen Krebszellen beschrieben (Bassetti et al., 2013; Wu et al., 2014), wohingegen deren
praktische Relevanz bei phytopathogenen Pilzen und deren Auswirkungen auf die
Fungizidanwendung kontrovers diskutiert wird (Del Sorbo et al., 2000; De Waard et al., 2006;
Kretschmer et al., 2009).

Ein weiterer Resistenzmechanismus beruht auf dem Abbau und der damit verbundenen
Entgiftung der Fungizide. Hierbei kommt es z. B. durch eine erhdhte Enzymaktivitat von
Hydrolasen, Esterasen, Glutathion-S-Transferasen oder Cytochrom-P450-Monooxegenasen zu
einer enzymatischen Entgiftung von Toxinen (z. B. Fungizide) (Leroux et al.,, 2002; Ma &
Michailides, 2005). Die Metabolisierung von Fungiziden bei Pilzen wurde bislang lediglich
vereinzelt nachgewiesen. Beispiele hierfir bilden die Benzimidazolresistenz bei Fusarium
graminearum (Sevastos et al., 2017), die Fenhexamidresistenz bei B. cinerea oder die Kresoxim-
Methylresistenz bei V. inaequalis (Leroux et al., 2002). Sowohl bei der Herbizidresistenz als auch
bei der Insektizidresistenz ist dieser Resistenzmechanismus haufiger beschrieben (Li et al., 2007;
Yu & Powles, 2014).

Vor 1970 wurden zur Bekampfung der phytopathogenen Pilze insbesondere Multi-Site-Inhibitoren,
welche an mehreren Stellen im pilzlichen Stoffwechsel angreifen, verwendet. Fungizidresistenzen
spielen hier keine Rolle, da der Pilz mehrere Resistenzmechanismen entwickeln muss, um die
Wirksamkeit des Fungizids zu reduzieren. Erst der vermehrte Einsatz von spezifisch wirkenden
Single-Site-Inhibitoren ab den spaten 1960er Jahren flhrte zu einer vermehrten
Resistenzentwicklung der Pilzpopulationen gegeniber mehreren Wirkstoffklassen (Ma &

Michailides, 2005; Hollomon & Brent, 2009). Der Grund dafir liegt im einseitigen Angriffspunkt
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der Fungizide im pilzlichen Stoffwechsel und der damit verbundenen Mdglichkeit der
Resistenzentwicklung durch geringfligige Verénderungen im Zielprotein (Brent & Hollomon,
2007a; Deising et al., 2008).

Resistenzen, die mit einem pl6tzlichen und deutlichen Verlust der Fungizidwirksamkeit
einhergehen, werden als qualitative, einstufige, diskrete, disruptive oder diskontinuierliche
Resistenz bezeichnet. Diese Resistenz, die haufig durch Punktmutationen hervorgerufen wird,
lasst sich durch resistente Pilzsubpopulationen charakterisieren, welche ihre erworbene
Resistenz Uber viele Jahre hinweg behalten kdnnen (Brent & Hollomon, 2007a; Deising et al.,
2008). Ein Beispiel hierfur bildet die G143A-Mutation im CYTb, dem Zielgen der Strobilurin-
Fungizide. Die Mutation ist in mehreren phytopathogenen Pilzen beschrieben und sorgt fiir einen
starken Wirksamkeitsverlust der Qol-Fungizide (Ma & Michailides, 2005; Deising et al., 2008;
Sierotzki & Stammler, 2019).

Resistenzen, die sich allm&hlich und weniger plotzlich entwickeln und dessen Auftreten
unterschiedliche Ausmaf3e annehmen kann, werden als quantitative, mehrstufige, kontinuierliche,
direktionale oder progressive Resistenz bezeichnet. Hierbei kommt es zu einer allmahlichen
Verschiebung einer sensitiven Pilzpopulation hin zu einer angepassten Population, welche eine
verringerte Fungizidempfindlichkeit aufweist (Shifting). Diese Form der Resistenz wird haufig
durch mehrere Resistenzmechanismen verursacht, da eine einzige Mutation im Gegensatz zur
qualitativen Resistenz nicht ausreicht, um einen signifikanten Verlust der Fungizidwirksamkeit zu
bewirken (Brent & Hollomon, 2007a; Deising et al., 2008). Ein Beispiel fur die quantitative
Resistenz ist die schrittweise Anpassung der Populationen von P. pachyrhizi an DMI-Fungiziden,
die durch mehrere Punktmutationen im Zielgen (CYP51) tiber mehrere Jahre hinweg verursacht
wurde (Godoy, 2012; Schmitz et al., 2014; Godoy et al., 2016).

Das Risiko, dass phytogene Pilze eine Resistenz gegenlber Fungiziden entwickeln, hangt von
mehreren Faktoren ab. Hierzu z&hlt das Fungizid bzw. der Wirkmechanismus, die Biologie des
Erregers sowie das Anbausystem oder die Anwendung der Fungizide. Ein erhéhtes Potential zur
Entwicklung von Resistenzen bieten Erreger, welche einen kurzen Lebenszyklus, eine starke
Sporenbildung und eine rasche, weite Verbreitung der Sporen aufweisen (Brent & Hollomon,
2007a). Das Risiko einer Resistenzentwicklung im Zusammenhang mit den Wirkstoffen wird in
erster Linie durch die chemische Klasse und ihre Wirkungsweise im pilzlichen Stoffwechsel
bestimmt. Nach FRAC (2019) wird das individuelle Risiko sowohl auf der Erreger- als auch auf
der Wirkstoffseite fur die Entwicklung von Resistenzen von niedrig bis hoch eingestuft und
zusatzlich in Relation zueinander gesetzt. Neben der Genetik des Erregers und der Wirkung des

Fungizids kann auch das von Region zu Region unterschiedliche Anbausystem einen Einfluss auf
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die Entwicklung von Resistenzen haben. Hierbei wird zwischen Umweltfaktoren und einer Reihe
von Faktoren unterschieden, die vom Landwirt individuell bestimmt werden. Zu letzteren zahlen
die Auswahl der Fungizide, die Haufigkeit und Dosierung der Anwendung, die Fruchtfolge, die
Wahl der Sorte und deren Infektionsanfalligkeit sowie die Anwendung von Hygienemafl3hahmen
(Brent & Hollomon, 2007a).

1.4.1 Fungizidresistenzen gegeniber DMI

DMI werden seit den 1970er Jahren zur Bekdmpfung zahlreicher phytopathogener Pilze an
unterschiedlichen Wirtspflanzen und weltweit eingesetzt. Inzwischen existieren mehr als 30
Wirkstoffe, wobei die wichtigsten Fungizide innerhalb der DMI der Klasse der Azole (Imidazole,
Triazole, Triazolinthione) zugeordnet werden kdnnen (Brent, 2012; FRAC, 2021a). Im Gegensatz
zu anderen Single-Site-Inhibitoren ist ein vollstandiger Wirkungsausfall im Feld, trotz ihrer weit
verbreiteten Langzeitanwendung, seltener zu beobachten. Wenn eine Resistenz auftritt, ist sie oft
begrenzt und die Kreuzresistenz zwischen Mitgliedern der Azolklasse teilweise unvollstéandig
(Cools et al., 2013). Erste Sensitivitatsverluste wurden 5 bis 10 Jahre nach Markteinfiihrung der
Azole bspw. bei Blumeria graminis f. sp. hordei (Walmsley-Woodward et al., 1979) und
V.inaequalis (Stanis & Jones, 1985) identifiziert. Hierbei wird von einer quantitativen
Resistenzentwicklung gegeniber DMI gesprochen, welche sich schrittweise entwickelt
(Kapitel 1.4).

Die auftretenden Resistenzen gegenuber Azolen werden hauptséchlich durch drei Mechanismen
ausgeldst. Hierzu zahlen Mutationen im CYP51-Gen, die zu einer verringerten Affinitdt des
Proteins fur Inhibitoren fiihren, eine Uberexpression des CYP51-Gens und ein erhéhter Efflux
durch die Uberexpression von Genen, die fir Membrantransporter codieren (Cools et al., 2013).
Diese Mechanismen konnen teilweise, wie z. B. bei Z. tritici, auch kombiniert vorkommen und
somit hohere Resistenzfaktoren hervorrufen (Leroux & Walker, 2011; Stammler & Semar, 2011;
Cools & Fraaije, 2013; Huf, 2021). Die durch Mutationen hervorgerufene Verénderung des
Zielenzyms (CYP51) ist der bisher haufigste Resistenzmechanismus, der flr zahlreiche
Krankheitserreger nachgewiesen werden konnte (Stammler et al., 2009; Schmitz et al., 2014;
Frenkel et al., 2015; Price et al., 2015; Wieczorek et al., 2015; Huf et al., 2018; Rehfus et al., 2019;
Hoffmeister et al., 2021). Hier konnten Mutationen an homologen Positionen in verschiedenen
Human- und Pflanzenpathogenen identifiziert werden. Hierzu z&hlt die Mutation Y136F, welche
bspw. in Z. tritici, Erysiphe necator, B. graminis f. sp. hordei/tritici und Mycosphaerella fijiensis ftr
eine Verringerung der Sensitivitdt gegeniiber Azolen verantwortlich ist (Cools et al., 2013; Price

et al., 2015). Des Weiteren wurde diese Mutation homolog in V. inaequalis unter Y133F
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(Hoffmeister et al., 2021), in P. pachyrhizi unter Y131F (Schmitz et al., 2014) und in Puccinia
triticina unter Y134F (Stammler et al., 2009) identifiziert. Haufig fuhrt eine Mutation im CYP51
lediglich zu geringeren Sensitivitatsverlusten, wohingegen eine Kombination aus mehreren
Mutationen im CYP51 haufig héhere Resistenzfaktoren hervorruft (Wyand & Brown, 2005; Rehfus
et al., 2019). Die hohe Anzahl der beschriebenen Substitutionen und auch die teilweise
Akkumulation von Substitutionen innerhalb der Isolate spiegelt die Flexibilitdit der CYP51-
Proteinstruktur wider, Veranderungen anzunehmen, ohne ihre enzymatische Funktion zu verlieren
(Becher & Wirsel, 2012).

Neben den Punktmutationen ist die Uberexpression des CYP51 ein weiterer
Resistenzmechanismus gegeniiber DMI. Dieser Mechanismus wurde bei mehreren
phytopathogenen Pilzen wie bspw. Z. tritici (Leroux & Walker, 2011), V. inaequalis (Schnabel &
Jones, 2001), P. triticina (Stammler et al., 2009) ebenso wie bei P. pachyrhizi (Schmitz et al.,
2014) identifiziert. Die Uberexpression wird haufig mit Veranderungen (Insertionen) in der
Promoterregion des CYP51 in Verbindung gebracht (Schnabel & Jones, 2001; Cools et al., 2013).
In den meisten Fallen verursacht die Uberexpression eine geringere Resistenz als Mutationen im
CYP51, aber dennoch tragt sie, inshesondere in Kombination mit Mutationen, kumulativ zu einer

geringeren Sensitivitdt gegenlber DMI bei (Cools et al., 2013; Huf et al., 2020).

Ein weiterer bekannter Resistenzmechanismus phytopathogener Pilze gegeniber DMI sind
Uberexprimierte Effluxtransporter, die DMI aktiv aus der Zelle schleusen kénnen. Die genaue
Bedeutung fur Feldisolate ist aufgrund der Komplexitat der beteiligten Prozesse bislang schwer
zu definieren (De Waard et al., 2006). Die MDR ruft im Vergleich zu Resistenzmutationen im
CYP51 eher geringe Resistenzniveaus hervor. Bislang wurde der Resistenzmechanismus bei
B. cinerea (Kretschmer et al., 2009), Oculimacula yallundae (Leroux et al., 2013) und Z. tritici
(Stammler & Semar, 2011; Huf et al., 2020) identifiziert. Hierbei konnte lediglich fiir B. cinerea ein
genetischer Mechanismus charakterisiert werden, der einen verstarkten Efflux fir mehrere
Fungizide bewirkt (Kretschmer et al., 2009; Cools et al., 2013; Omrane et al., 2015).

Wie bereits in Kapitel 1.3.2.1 ausgefuhrt, konnte bestétigt werden, dass die Anzahl der CYP51-
Subtypen bei verschiedenen Pilzarten differiert. Proteinsequenzanalysen ergaben, dass die
Anzahl der CYP51-Enzyme in unterschiedlichen Pathogenen, zwischen einem bis drei CYP51
variieren kann (Becher et al., 2011; Becher & Wirsel, 2012). Bislang gibt es wenige Studien, die
die Funktion der multiplen CYP51 n&her untersuchen und der Zusammenhang der CYP51-Anzahl
und einer erhdhten Resistenzwirkung gegentiber DMI konnte nicht bestatigt werden. Allerdings
konnte das Vorhandensein zusétzlicher CYP51 einen Vorteil bei der Selektion durch DMI bieten,

da alle Kompromisse, die mit Mutationen eines Paralogs verbunden sind, durch das
19



Einleitung

Vorhandensein eines unveranderten Wildtyp-CYP51 umgangen werden kénnen (Cools et al.,
2013).

1.4.2 Fungizidresistenzen von P. pachyrhizi

Das pathogenbedingte Risiko fur die Entwicklung einer Fungizidresistenz wurde fur P. pachyrhizi
durch FRAC (2019) kirzlich von niedrig auf mittel angehoben. Hierbei hebt sich der Pilz in seinem
Risiko zur Resistenzentwicklung von den meisten anderen Rostpilzen ab, welche haufig ein
niedriges Risiko zur Resistenzentwicklung aufweisen (FRAC, 2019). Fur alle drei Single-Site
Fungizidklassen, welche hauptsachlich zur Bekdmpfung des ASR eingesetzt werden (Qol, SDHI,
DMI), konnten resistente Isolate im Feld nachgewiesen werden (Schmitz et al., 2014; Reis et al.,
2015; Godoy et al., 2016; Klosowski et al., 2016a; Klosowski et al., 2016b; Simdes et al., 2017,
Mdller et al., 2021).

Der Sensitivitatsverlust gegenuber Qol-Fungiziden (Strobilurine) bei P. pachyrhizi wurde in
Brasilien erstmals im Jahr 2013 berichtet (Godoy & Meyer, 2020). Die entstandene Resistenz
kann durch eine Punktmutation (F129L) im Zielenzym CYTb erklart werden (Klosowski et al.,
2016b). Es wurden bislang drei Punktmutationen (F129L, G143A und G137R) im CYTh
nachgewiesen, welche zu einer geringeren Empfindlichkeit unterschiedlicher phytopathogenen
Erreger gegenuber Qol-Fungiziden fuhren. Hierbei verursacht die Mutation G143A die hdchsten
Resistenzfaktoren (RF), wohingegen die Mutationen F129L und G137R niedrige bis mittlere RF
hervorrufen. P. pachyrhizi sowie andere Krankheitserreger (z. B. Alternaria solani) entwickelten
die vergleichsweise weniger effiziente Mutation (F129L), da diese Erreger eine Intronsequenz
direkt hinter Codon 143 besitzen. Der Wechsel von G zu A an der Aminosaureposition 143 der
CYTb-Sequenz (G143A Mutation) verhindert das Splei3en des Introns und ist flr diese Erreger
tédlich. Lediglich Pathogene welche dieses Intron nicht aufweisen, sind in der Lage die effiziente
Punktmutation G143A und hierdurch eine starke Resistenz gegeniber Strobilurinen zu entwickeln
(Grasso et al., 2006; Godoy, 2012). Im Gegensatz zu anderen Zielenzymen der Fungizide, wird
das CYTb als Ziel von mitochondrialer und nicht von nuklearer DNA kodiert (Gisi et al., 2000).
Somit haben die zwei Zellkerne von P. pachyrhizi keinen Einfluss auf die Mutationshaufigkeit der
F129L Mutation. Eine Analyse von monouredinialen Isolaten von P. pachyrhizi konnte bestétigen,
dass die Mutationshaufigkeit der F129L Mutation entweder 0 % oder 100 % betragt. In einer
Population in der bspw. 60 % F129L identifiziert werden, enthalten 40 % der Population das
Wildtyp-Gen (F129) und 60 % das mutierte Gen (L129) (Klosowski et al., 2016b).

Anders verhalt es sich bei der I86F Mutation, welche in Brasilien erstmals 2016 in Populationen

von P. pachyrhizi detektiert wurde und fir eine geringere Sensitivitdt gegentiber den SDHI-
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Fungiziden verantwortlich ist (Sim&es et al., 2017; Godoy & Meyer, 2020; Mlller et al., 2021). Der
hdchste nachgewiesene Prozentwert der Mutation 186F im SDHc-Gen betragt bislang etwa 50 %.
Es wird derzeit angenommen, dass ein Zellkern das Wildtyp SDHc-Gen (186) und der zweite
Zellkern das mutierte SDHc-Gen enthalt (86F) (Simbes et al., 2017). 100 % I86F Mutation in
P. pachyrhizi konnten bislang nicht nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlossen, dass die
Resistenzmutation 186F mit einem Fitnessnachteil verbunden ist und dass der Pilz die mit der
Mutation verbundenen enzymatischen Nachteile durch das Vorhandensein eines unveranderten
Wildtyp-SDHc umgehen kann (Simdes et al., 2017). Monitoringstudien bestatigten, dass die
Haufigkeit der 186F Mutation in Brasilien innerhalb von vier Jahren nach ihrem erstmaligen
Auftreten deutlich zunahm. In der Saison 2015/16 trat die Mutation I86F in 7 % der analysierten
Proben auf, in 2018/19 in 90 %. Die mutierten Populationen waren hierbei Uber alle
Sojaanbauregionen in Brasilien verteilt (Mello et al., 2021; BASF interne Studien).

Erste Sensitivitatsverluste gegentber DMI traten in Brasilien ca. finf Jahre nach erstmaligem
Einsatz ab der Saison 2007/08 auf (Godoy, 2012). Bis 2007 wurden aufgrund der hohen
Wirksamkeit der DMI und der niedrigen Kosten der Azolverbindungen die Anwendung in
aufeinanderfolgenden Spritzungen und unter kurativen Bedingungen empfohlen. Dieser auf die
vorherrschende Pilzpopulation ausgeubte Selektionsdruck fuhrte zu einer kontinuierlichen
Sensitivitdtsverschiebung hin  zu einer angepassten Pilzpopulation (Godoy, 2012).
Molekularbiologische Untersuchungen sensitiver und adaptierter Isolate konnten sechs
Mutationen im CYP51 sowie eine CYP51-Uberexpression nachweisen, welche zu einer
verringerten Sensitivitdt gegeniber DMI fihren (Schmitz et al., 2014). Als Resistenzmutationen
wurden hierbei die F120L, Y131F, Y131H, K142R, 1145F und 1475T identifiziert. Hierbei wurde
festgestellt, dass einige Populationen Kombinationen aus zwei der genannten Mutationen
vorzuweisen haben. Es wurden die Mutationskombinationen F120L + Y131H, Y131F + K142R
und Y131F + 1475T beschrieben, wobei nicht bestétigt werden konnte, ob diese Mutationen immer
in Kombination oder auch einzeln auftreten kdnnen (Schmitz et al., 2014). Wie bereits bei der I186F
Mutation im SDHc, wurde auch fur die jeweiligen Mutationen im CYP51 eine maximale
Mutationshaufigkeit von 50 % detektiert. Daraus kann geschlossen werden, dass die
Resistenzmutationen mit einem Fitnessnachteil verbunden sind und der Pilz durch das
Vorhandensein von Wildtyp-CYP51 diesen Nachteil umgehen kann. Eine weitere Besonderheit
der ermittelten prozentualen Mutationswerte in Isolaten, deutet auf die Anwesenheit mehrerer
CYP51-Allele in P. pachyrhizi hin. In Isolaten und Populationen wurden Prozentwerte von ca.
30 % ermittelt, welche nicht durch die diploiden Zellen des Pilzes belegt werden kénnen (Schmitz,

2013). Aufgrund dessen wurde vermutet, dass, wie schon fir andere phytopathogene Pilze
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bestatigt (Kapitel 1.3.2.1) (Cools et al., 2013), auch in P. pachyrhizi mehrere CYP51-Allele
vorhanden sein kénnten, welche einen zuséatzlichen Einfluss auf die Resistenzentwicklung haben.
Die genaue Anzahl an CYP51-Kopien innerhalb eines Zellkerns konnte bislang nicht bestétigt
werden (Schmitz, 2013; Schmitz et al., 2014). Neben den Punktmutationen wurde in einigen
Isolaten eine drei- bis zehnfache Uberexpression des CYP51 nachgewiesen. Hierbei fiihrte die
Kombination aus Mutationen im CYP51 und Uberexpression des CYP51 in einzelnen Isolaten
nicht zwangsweise zu den grofdten Sensitivitdtsverlusten der DMI. Aus diesem Grund wurde
geschlossen, dass beide Resistenzmechanismen unabh&ngig voneinander agieren und eine
Uberexpression nicht mit bestimmten Mutationen oder Mutationskombinationen einhergeht
(Schmitz, 2013).

1.5 Zielsetzung

Die Bewertung der Fungizidresistenzen und die Etablierung eines angepassten
Resistenzmanagements ist ein elementarer Bestandteil des integrierten Pflanzenschutzes. Zur
Entwicklung wirksamer Strategien mussen die einzelnen Resistenzmechanismen, welche zu
einem Sensitivitatsverlust unterschiedlicher Wirkstoffe fihren, untersucht und bewertet werden.
Die Erzeugung von Einsporisolaten phytopathogener Pilze ist ein wichtiger Ansatz zur
Charakterisierung der jeweiligen Resistenzmechanismen gegenuiber Fungiziden. Die Isolierung
von Einsporisolaten ist fUr Pilzarten mit saprophytischem Wachstum (z. B. Z. tritici) in den meisten
Fallen problemlos durchzufilhren und wird haufig verwendet, um bspw. den Einfluss von
Resistenzmutationen zu bewerten. Da P. pachyrhizi ein biotropher Erreger ist, der zum Uberleben
lebendes Pflanzenmaterial bendtigt, ist die Isolierung von Einsporisolaten schwieriger und

zeitaufwandiger.

Ziel dieser Arbeit war es, Einsporisolate von P. pachyrhizi zu erzeugen, um den individuellen
Einfluss einzelner Resistenzmechanismen (insbesondere Mutationen) auf den Sensitivitatsverlust
gegenuber Demethylierungsinhibitoren zu bewerten. Das Augenmerk lag auf DMI, da die
quantitative Resistenzentwicklung von P. pachyrhizi gegeniber dieser Wirkstoffklasse auf einem
Zusammenspiel mehrerer Mechanismen beruht. Neben mehreren CYP51-Mutationen sowie
unterschiedlichen Mutationskombinationen wurde zusatzlich eine Uberexpression des CYP51
ermittelt. Ferner besteht die Vermutung, dass mehrere CYP51-Allele existieren. Aufgrund der
unterschiedlichen Mechanismen und des Vorhandenseins von zwei haploiden Zellkernen in jeder
Uredospore des Pilzes werden Einsporisolate bendétigt, um den Einfluss einzelner

Resistenzmechanismen zu charakterisieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe der Einsporisolate von P. pachyrhizi folgende Punkte

bearbeitet;

e CYP51-Sequenzanalysen von Einsporisolaten:
o zur ldentifizierung neuer Mutationen
o zur ldentifizierung unterschiedlicher CYP51-Allele und somit Ruckschluss auf
CYP51-Kopienanzahl in P. pachyrhizi
o zum Nachweis, ob Mutationen verknupft auf einem DNA-Strang auftreten und
somit Ruckschluss auf unterschiedliche CYP51-Haplotypen in P. pachyrhizi
e Untersuchung der CYP51-Uberexpression in Einsporisolaten
o Auswirkungen der unterschiedlichen CYP51-Haplotypen in P. pachyrhizi auf die
Sensitivitdt gegentber DMI

¢ Analyse der Kreuzresistenz zwischen unterschiedlichen DMI
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2 Material und Methoden

2.1 Technische Gerate

In Tabelle 1 sind die in der vorliegenden Studie verwendeten technischen Geréate aufgefthrt. In
Laboren Ublicherweise verwendete Gerate wie Zentrifugen, Inkubatoren, Thermomixer, Pipetten,

Kuhl- und Gefrierschranke sind nicht enthalten.

Tabelle 1: Verwendete technische Ausriistung und elektrische Geréte.

Gerat

Hersteller

Airbrush, 0,3 mm Diise

Analysenwaage, Cubis®

Blaulicht Transilluminator, UVT-28 L

Drigalskispatel

Dunkelhaube, RH-5
Elektrophorese-Netzgerat, PowerPac™
Exsikkator

Gel-Dokumentationssystem, EasyDoc plus
Gelelektrophorese, Peglab, Perfect Blue Midi S
Glaszerstauber

Inkubationshaube, CERTOMAT®H
Inokulationstunnel

Kamera, Canon EOS 600D

Kleinschttler, Vortex 4 Basic
Laminarbank, Herasafe KS

Laminarbank, Holten LaminAir
Laminarbank, Holten PCR Mini
Magnetrihrer, IKA-RO 15

Mikroplattenschdittler, Variomag

Efbe Friedrich Boldt GmbH, Laatzen, Deutschland

(DE)
Sartorius AG, Goéttingen, DE
Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, DE

RSG Rostfrei-Schneidwerkzeuge GmbH,
Solingen, DE

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, DE
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Duran Group GmbH, Mainz, DE

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, DE
VWR International GmbH, Darmstadt, DE

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Sartorius AG, Goéttingen, DE

Schachtner, Ludwigsburg, DE

Canon Deutschland GmbH, Krefeld, DE

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Heto-Holten A/S, Allergd, Danemark (DK)
Heto-Holten A/S, Allergd, DK

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
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Gerat

Hersteller

Mikroskop, Leica DMLB

Mikroskop, Rebel

Mikrowelle, R-941 INW

PCR Maschine, Mastercycler X50a
PCR Maschine, MJ Research PTC-200

PCR Maschine, peqSTAR 96X Universal

Gradient

Pyrosequencer, PyroMark® Q96

Qubit Flex Fluorometer, Invitrogen

Real-Time PCR Thermocycler, g-Tower?
Reinstwasser-Entnahmeeinheit, Q-POD® Milli-Q
Schwingmiihle, Mixer Mill MM200
Spektralphotometer, NanoDrop™ 2000
Spritzkabine, SK06 (1000 I/ha)
Stereomikroskop

Tisch-Plattformschiittler, New Brunswick™
Innova® 2000

Vakuumpumpe, KNF Laboport®

Vakuumregulator und -verteiler, Macherey-
Nagel™ NucleoVac 96

Vakuumstation, PyroMark® Q96

Wasserbad, Typ WB10

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE
Echo, San Diego, USA

Sharp Electronics GmbH, Hamburg, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Qiagen, Hilden, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Analytik Jena AG, Jena, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Retsch GmbH, Haan, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
BASF SE, Limburgerhof, DE

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, DE

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, DE

Qiagen, Hilden, DE

P-D Industriegesellschaft GmbH, Dresden, DE

2.2 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Die zur Erstellung dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sind in

Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien.

Chemikalien/Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Aceton

Ampicillin Natriumsalz

Biozym LE Agarose

D-(+)-Glucose
Deionisiertes Wasser, Milli-Q

DEPC-behandeltes Wasser

Difco™ Agar, granuliert

DNA/RNA-Farbstoff, peqGREEN
Ethanol

Flachendesinfektionsmittel, Meliseptol®
Hefeextrakt

Kaliumchlorid

Kryordhrchen

LB Bouillon, Miller

Low-Plate, 96-Well

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

O'GeneRuler, 1 kb DNA-Leiter

Orange DNA-Ladefarbstoff (6x)
Parafilm

PCR-Gefalistreifen, mit Deckeln (0,2 ml)

PCR-Platte, 96-Well

Bernd Kraft GmbH, Duisburg, DE
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Biozym Biotech Trading GmbH, Wien, Osterreich
(AT)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Ambion Inc., Austin, USA

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
USA

VWR, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Merk KGaA, Darmstadt, DE

Merk KGaA, Darmstadt, DE

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE
VWR, Darmstadt, DE

Qiagen, Hilden, DE

Merk KGaA, Darmstadt, DE

Merk KGaA, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Merk KGaA, Darmstadt, DE

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, DE
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, DE
Bemis Company, Inc., Neenah, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

4titude® Ltd., Wotton, Vereinigtes Konigreich (GB)
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Chemikalien/Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Petrischale, 94 mm

Pflanztopf, 8 cm

Pipettenspitzen, Combitips Advanced™
Pipettenspitzen, TipOne®

Polypropylen Réhrchen

PyroMark, Annealingpuffer

PyroMark, Bindepuffer
ReaktionsgefalRe, Eppendorf Safe-Lock
RNase Away®

Schraubrohre, Falcon

Streptavidin Sepharose™, High Performance
Streptomycin-sulfat (Salz)

Tris Base, Molekularbiologie

Trypton

Tween® 80

UltraPure™ TAE-Puffer, 50x
Versiegelungsfolie, PCR-Platten

Zahlkammer, C-Chip

Greiner Bio-One International GmbH,
Frickenhausen, DE

Pdppelmann GmbH und Co. KG, Lohe, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Starlab GmbH, Ahrensburg, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Molecular Bio-Products Inc., San Diego, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, DE

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
4titude® Ltd., Wotton, GB

NanoEnTek Inc., Seoul, Sudkorea (KR)

2.3 Bakterien, Enzyme und Kits

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Bakterien, Enzyme und Kits sind in Tabelle 3

aufgefiuhrt.

Tabelle 3: Verwendete Bakterien, Enzyme und Kits.

Bakterien, Enzyme und Kits

Hersteller

CloneJET PCR Klonierungskit

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
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Bakterien, Enzyme und Kits

Hersteller

DreamTag™ Hot Start, 2x PCR Master Mix
Kompetente Zellen, XL1 Blue

NucleoSpin Plasmid

NucleoSpin® 96 Plant Il

NucleoSpin® Plant Il

On-Column DNase Digest Set

Phusion™ Hot Start, High-Fidelity DNA
Polymerase Master Mix

PyroMark Gold Q96 Reagenzien

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit

Qubit™ RNA HS Assay Kit

RNase A

RNeasy Plant Mini

Takyon™ No ROX Probe, 2x MasterMix dTTP

Verso cDNA Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, DE
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, DE
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, DE

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Qiagen, Hilden, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, DE
Qiagen, Hilden, DE

Eurogentec, Seraing, Belgien (BE)

Thermo Scientific Inc, Waltham, USA

2.4 Puffer, L6sungen, Medien

In Tabelle 4 werden die in dieser Studie verwendeten Puffer, Losungen und Medien aufgelistet.

Neben der Zusammensetzung gibt die Tabelle Auskunft iber den Herstellungsprozess.

Tabelle 4: Verwendete Puffer, LOsungen und Medien.

Puffer, Losungen, Medien Zusammensetzung Anmerkung

Wasser und Agar autoklavieren
bei 121 °C und 2 bar fur 15 min

Abkuhlen auf 43 °C

4 g Agar

0,4 % Leitungswasseragar 30 mg Streptomycin Sulfat

(LWA) 0,2 ml Kinetin .
) Zugabe von Streptomycin und
1000 ml Leitungswasser Kinetin

700 ml Ethanol
70 % Ethanol o
300 ml deionisiertes Wasser
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Puffer, L6sungen, Medien

Zusammensetzung

Anmerkung

Inokulationsmedium,

0,02 g Tween 80

Tweenwasser 100 ml Leitungswasser, steril
25 g LB Bouillon nach Miller élﬁgﬂﬁ\r’fge;i?,el 121°Cund
LB-Agar 20 g Agar Abkiihlen auf 60 °C
1000 ml deionisiertes Wasser Zugabe von 100 mg/l Ampicillin
Autoklavieren bei 121 °C und
_ 25 g LB Bouillon nach Miller 2 bar fur 15 min
LB-Medium

1000 ml deionisiertes Wasser

Abkuhlen auf 60 °C
Zugabe von 100 mg/l Ampicillin

Natriumhydroxid (2 M)

80 g/L NaOH

1000 ml deionisiertes Wasser

Verdinnung der 10x Losung um
1:10 mit deionisiertem Wasser
auf eine 1x Endkonzentration
(0,2 M)

SOC-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt
0,58 g NaCl
0,18 g KClI
0,95 g MgCl2
1,2 g MgSOa4
3,6 g Glukose

1000 ml deionisiertes Wasser

pH 7,0 einstellen mit NaOH

Autoklavieren bei 121 °C und
2 bar fur 15 min

TAE-Puffer (1x)

UltraPure™ TAE-Puffer (50x)

Verdinnung der Stocklésung auf
1x Arbeitslésung mit
demineralisiertem Wasser (VE)

Waschpuffer (10x)

12,1 g Tris Base

1000 ml deionisiertes Wasser

pH 7,6 einstellen mit 4 M
Eisessig

Verdinnung der Stocklésung auf
1x Arbeitslésung mit
deionisiertem Wasser

2.5 Oligonukleotide

In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide gelistet, die als Primer fir PCR-
Reaktionen und zur Sanger-Sequenzierung verwendet wurden. Neben der Sequenz ist die

Annealingtemperatur (Tm), das Zielgen und die spezifische Verwendung angegeben. Die
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Oligonukleotide wurden intern bei der BASF SE synthetisiert und die Sonde Pp-sdhc-86 wurde

bei Eurogentec hergestellt.

Tabelle 5: Verwendete Oligonukleotide. Die Sequenz ist in 5° > 3' Orientierung angegeben und sowohl

die Annealingtemperatur (Tm), das Zielgen als auch der Verwendungszweck wurden aufgelistet.

Bezeichnung Sequenz (5° > 3Y) Tm (°C) (GI\/TStation) Anmerkung
KES 1008 (w): ATGTCTTCCAGCGTTATA 55 —
ATCG (Phusion: 65)
Amplifikation
KES 1133 (v):  TCGAGGGAAAGGAGTTG 57 J—
ATC (Phusion: 63)
KES 1595 (fw)! AGGAAGCATGGAAATGT 55 CYP51
GTTTAC PCR Primer fur
5 Biotin- (PFylrg?)i()quenmerung
KES 1596 (rv)!  TCCTTACCAAAGACAGG 59 CYP51
TGTAGC
KES 1594 (fw)! CAAGAAGCTTACACCCA 51 CYpPsl Sequenzierungsprimer
T (F120L)
KES 2544 (fw) (';'T'G'AAAjAC' TTTTGATGGC 50 CYP51
PCR Primer fur
5 Biotin- R}/{ggi?uenmerung
KES 2545 (rv) GCATTAGGATCGAGTTG 60 CYP51
GGTACA
TGTCTTTGGTAAGGATGT CYP51 . .
KES 2546 (fw) AG 52 (V130A) Sequenzierungsprimer
KES 1493 (1v)! CTGCTGCATTAGGATCG 59 CYP51
AGTTG PCR Primer fur
o i Pyrosequenzierung
5 Biotin- (Y131F/H)
KES 1496 (fw)! GTTTTAACTTTTTGATGG 53 CYP51
CCTGAA
CYP51 . .
KES 1494 (rv)! CGAGTTGGGTACATCR 50 (Y131F/H) Sequenzierungsprimer
KES 1755 (fw) GCAGCGGAGCCAATTCG 60 CYP51
PCR Primer fur
5'Biotin- Pyrosequenzierung
KES 1757 (rv) CCAACTGGATGTACGCA 59 CYP51 (1475T)
AACTG
CYP51 . .
KES 1764 (fw) CTGGTCGACATCGGT 53 (1475T) Sequenzierungsprimer
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i ‘ ‘ o Gen
Bezeichnung Sequenz (5° 2> 39) Tm (°C) (Mutation) Anmerkung
5'Biotin-
KES 2373 (fw) ACACCTGTCTTTGGTAAG 61 CYP51 PCR Pri fi
GATGTAGTCTA fimer tur
Pyrosequenzierung
(K142R)
TCCCCACATATTTCTTAA
KES 2374 (rv) ATTTCTCAGTA 55 CYP51
KES 2375 (rv) CAGCCTTGATGAACTTT 47 (CKYlZglR) Sequenzierungsprimer
KES 2370 (fw) gﬂﬁggCAACTCGATC 59 CYP51
PCR Primer fur
e
KES 2371 (rv) GAATAAATGATCTTCCAG 57 CYP51 ’
GTAACTTGTTGT
CTAATGCAGCAGAAAAA CYP51 . .
KES 2372 (fw) G 48 (1145F1V) Sequenzierungsprimer
KES 2540 (fw) GCTGGCCTTACTACTGA 53 El::\gi\l() Sequenzierungsprimer
KES 498 ()t~ JORCACTAGTATEGECE 59 CYTh
PCR Primer fur
5 Biotin- (PFylrg;i()quenmerung
KES 499 (rv)! CATGTGAGGCGGTCTCA 57 CYTh
TT
TTGTAATAATAGCGACAG CYThb . .
1
KES 500 (fw) c 49 (F1291) Sequenzierungsprimer
AAACCACCGTAGATCAC
2
KES 2153 (rv) TGATGT 57 SDHc
AACAGCTAACTTGGTATT .
2
KES 2155 (fw) CCAGGA 57 SDHc (186) qPCR Primer (186F)
AACAGCTAACTTGGTATT
2
KES 2156 (fw) CCAGGT 57 SDHc (86F)
5"FAM-
Pp-sdhc-862 AACGGGTTGCGCTCTTA 69 SDHc Sonde gPCR (186F)
CAGGAGGTATTC
TGATAGACTGAGGCGTG
1
KES 1216 (W)! A rcaGe 62 CYP51
Genexpression (qPCR)
AATAGAGGTGTTTGGAG
1
KES 1178 (rv) TCGATCOTAATC 61 CYP51
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i ‘ ‘ o Gen
Bezeichnung Sequenz (5° 2> 39) Tm (°C) (Mutation) Anmerkung
KES 1416 (fw)! é(ééGTTTCACCACAACC 59 AKTIN
Genexpression (QPCR)
KES 1462 (rv)! -IG-GACCGTCGGGAAGTTC 60 AKTIN
KES 1465 (fw)! _IG_SC'I:':TGGCTTTCCGAGT 59 GAPDH
Genexpression (qPCR)
KES 1466 (rv)! ¥gé$g;gATACC TCA 57 GAPDH
KES 1463 (fw)? gg?gGAACAACTATGCT 59 a-TUBULIN
Genexpression (qPCR)
KES 1464 (rv)! gﬁ‘ggAAGAAGCCTTGGA 62 a-TUBULIN
CCGACTCACTATAGGGA
3
pJetl.2 (fw) GAGCGGC 74 _ _
Sequenzierungsprimer
JetL.2 ()? CAAGGAACATCGATTTTC - (Klonierung)
pJetL. CATGGCAG

1 Schmitz (2013).
2 Simdes et al. (2017)
3 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA.

2.6 Fungizide

Zur Durchfiihrung der Sensitivitatsstudien wurden handelsiibliche Wirkstoffformulierungen aus

der Klasse der DMI verwendet. Diese sind in Tabelle 6 gelistet.

Tabelle 6: Verwendete Fungizide. Es wurden ausschlieBlich Fungizide der Klasse der
Demethylierungsinhibitoren (DMI) getestet.

Wirkstoff Unternehmen
. Strukturformel?
(Handelsname) (Markteinfuhrung)
Syngenta Agro GmbH, '
Cyproconazol ) 0 N
Basel, Schweiz (CH) | N
(Alto®) N/
(1989)
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Wirkstoff Unternehmen
) Strukturformel*
(Handelsname) (Markteinfiihrung)

) Syngenta Agro GmbH,
Difenoconazol

Basel, CH
(Score®)
(2011)
i BASF SE,
Epoxiconazol ]
Ludwigshafen, DE
(Opus®)
(1993)
BASF SE,
Metconazol ]
Ludwigshafen, DE
(Caramba®)
(1994)
N
™
) Bayer Crop Science AG, N/
Prothioconazol _ _
) Monheim, DE 0-H
(Proline®)
(2004)
00—
Bayer Crop Science AG, H N
Tebuconazol _ ’\'
) Monheim, DE N
(Folicur®) N
(1988)
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Wirkstoff Unternehmen
) Strukturformel*
(Handelsname) (Markteinfiihrung)
F
r '/‘W
r ».
0 N7
Isagro, f H
Tetraconazol )
) Mailand, IT
(Eminent®)
(2008)

1PubChem (2022).

2.7 Versuchsorganismen

Sojabohnen (Glycine max (L.) MERR.) der Sorte ES Mentor (Saatbau Linz, Leonding, AT) wurden
sowohl fUr die Sensitivitatsversuche als auch fir die Vermehrung und Haltung der Isolate von

P. pachyrhizi verwendet.

Weiterhin wurden Einsporisolate des obligat biotrophen Basidiomyceten Phakopsora pachyrhizi
Syd. & P. Syd. isoliert, der als Erreger des Asiatischen Sojabohnenrostes gilt. Die Grundlage ftr
die Isolierung dieser Einsporisolate bildeten infizierte Blattproben aus Sitdamerika (u. a.
Paraguay) aus dem Jahr 2018. Die auf den Blattproben vorhandenen Pilzpopulationen hatten
bereits eine Evolution in der Fungizidanpassung gegeniiber SDHI, Qol und insbesondere DMI
durchlaufen, sodass mit hoher Wahrscheinlichkeit hoch angepasste Einsporisolate mit
entsprechenden Resistenzmutationen gewonnen werden konnten. Dartiber hinaus dienten 1400
mit P. pachyrhizi befallene Blattproben von verschiedenen Standorten in Sudamerika von 2017-
2021 als Basis fur ein Monitoringprogramm zur Bestimmung des Vorkommens unterschiedlicher
CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi.

2.8 Kultivierung der Sojapflanzen

Die Samen der Sojasorte ES Mentor wurden 7 Tage zur Auskeimung bei 22 °C und 14 h
Belichtungszeit in einer Aussaatkiste gelagert. Im Anschluss wurde je ein Keimling in einen
Pflanztopf gesetzt und fur weitere 7 Tagen bei 22 °C im Gewéchshaus kultiviert. Nach
vollstandiger Entfaltung des ersten Laubblattpaares (BBCH 11), wurden die Pflanzen sowohl fir

die Sensitivitatstests als auch zur Isolatvermehrung verwendet.
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2.9 Herstellung und Vermehrung von Einsporisolaten von P. pachyrhizi

Die auf infizierten, getrockneten Blattern befindlichen Sporen von P. pachyrhizi wurden mithilfe
einer Pipette in einen Tweenwassertropfen (0,03 % und 20 pl) Gberfihrt, indem der Tropfen auf
einer Uredie auf- und abpipettiert wurde. Im Anschluss wurde der Tropfen mit den darin
enthaltenen Sporen auf zwei Wochen alte, unbehandelte Sojablatter Uberfuhrt (Anzucht
Sojapflanzen, Kapitel 2.8). Dieser Vorgang erfolgte mithilfe eines Stereomikroskops und wurde so
oft wiederholt, bis sich mehrere Tropfen auf der abaxialen Seite der Blatter, die auf 0,4 %igen
Wasseragar mit 30 mg/l Streptomycin und 0,0002 ml/I Kinetinlésung lagen, befanden. Nach
diesem Schritt wurden die inokulierten Blatter ca. 24 h in einer feuchten Box gelagert, bevor sie
im Anschluss fir 14 Tage in einem Klimaschrank (22 °C) mit 12/12 h Licht/Dunkelheit gelagert
wurden. Die Tropfchenubertragung wurde wiederholt, bis die Sporenbildung stark genug war
(Abbildung 4), um eine Sporensuspension (ca. 1x10* Sporen/ml) fur die Isolierung der

Einsporisolate von P. pachyrhizi zu erzeugen.

Abbildung 4: Sojablatt in Petrischale auf 0,4 %igen Wasseragar mit punktuellen Infektionsstellen
von Phakopsora pachyrhizi. Die vorhandene Infektion wurde durch Trépfchenlibertragung generiert und
ist somit nicht homogen, sondern punktuell. Diese Art der Ubertragung wurde verwendet, wenn wenig
Sporen zur Verfigung standen.

Fur die Gewinnung der Einsporisolate wurde zunéchst eine Sporensuspension aus den zuvor
erzeugten Populationen hergestellt. Hierzu wurde vorerst eine getffnete Petrischale mit einem
infizierten Blatt (Abbildung 4) auf ein DIN-A4-Blatt gestulpt und durch leichtes Klopfen auf die
Ruckseite der Petrischale wurden die Sporen abgel6st und fielen auf das DIN-A4-Blatt. Die
Sporen wurden im Anschluss in ein Reaktionsgefald gegeben, mit Wasser versetzt und mit einem
Drigalskispatel auf mehrere Wasseragarplatten verteilt (0,5 ml Suspension/Platte). Nach 2—4 h
waren die ersten Sporen gekeimt und konnten auf Sojabohnenblatter Gibertragen werden. Mit Hilfe

eines Stereomikroskops und einer Inokulationsnadel wurde eine einzelne, gekeimte Spore aus
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dem Wasseragar entnommen und in einen 10 pl Tweenwassertropfen gegeben, welcher zuvor
auf die abaxiale Oberflache eines Sojabohnenblattes pipettiert wurde. Um Kontaminationen oder
Vermischungen der entstehenden Einsporisolate zu vermeiden, wurde jeweils nur eine Spore pro
Blatt eingesetzt. Die Inkubation erfolgte wie oben beschrieben. Nach zwei Wochen war ein
Uredium unter dem Stereomikroskop erkennbar, welches die Entstehung eines Einsporisolates
reprasentiert. Die Ubertragung auf ein neues Sojabohnenblatt konnte mit einer Pipette
vorgenommen werden. Hierflr wurde, wie bereits zuvor im Kapitel beschrieben, ein Tropfen
Tweenwasser (10-20 pl) auf den Uredien auf- und abpipettiert und auf einem neuen Blatt auf
mehrere Stellen verteilt. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis alle erkennbaren Sporen der
einzelnen Uredie aufgenommen werden konnten. Zusatzlich wurde das erhaltenen Einsporisolat
mit der Abkirzung MS1 (monosporic isolat 1) vor der spezifischen Isolathnummer gekennzeichnet.
Wenn aus einer Population mehrere Einsporisolate generiert werden konnten, wurde die Nummer
entsprechend MS2-, MS3- usw. erweitert (z. B. MS1-259/18P, MS2-259/18P...).

Nach mehreren Transferzyklen konnten ausreichend Sporen erzeugt werden, um die
Inokulationsmethode anzupassen und so eine homogene Infektion zu erzeugen. Zu diesem
Zweck wurden vorerst Sojabohnenblatter auf einer Petrischale mit Hilfe eines Glaszerstauber mit
sterilem Wasser leicht angefeuchtet. AnschlieBend wurde eine geotffnete Platte mit
angefeuchtetem Blatt unter einen Inokulationstunnel gestellt, der bis auf eine kleine Offnung an
der Oberseite vollstandig geschlossen war (Abbildung 5, A). Die Sporen, der 14 Tage zuvor mit
der Tropfchenmethode inokulierten Blattern (Abbildung 4), wurden mit einer M4-Repetierpipette
(5 ml Spitze) aufgesammelt, indem von einer sporulierenden Uredie zur anderen die Pipette
langsam nach oben gezogen und somit die Sporen aufgesaugt wurden. AnschlieRend wurde die
Pipettenspitze in die kleine Offnung des Inokulationstunnels eingefiihrt und mit einer ruckartigen
Bewegung wurden die Sporen freigesetzt und verteilten sich gleichméaRig auf dem angefeuchteten
Sojablatt (Abbildung 5, B). Mit dieser Methode konnte eine gleichmafige Infektion erzeugt und
mogliche Kontaminationen durch die selektive Aufnahme der Sporen reduziert werden. Im
Vergleich zur Tropfchenmethode wurden allerdings mehr Sporen bendtigt, um eine flachige
Infektion zu erhalten. Die Ubertragung der Sporen erfolgte in einem zweiwdchigen Rhythmus.
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Abbildung 5: Ubertragung der Sporen von Phakopsora pachyrhizi mit Hilfe eines
Inokulationstunnels. Nachdem ein angefeuchtetes Sojabohnenblatt unter den Turm gelegt wurde (A),
wurden die zuvor gesammelten Sporen mit einer ruckartigen Bewegung aus der Pipette freigesetzt und
somit gleichméRig auf dem Blatt verteilt (B). Im Gegensatz zur Trépfchenibertragung wurde ein homogenes
Befallsbild generiert und zusétzlich durch die selektierte Aufnahme der Sporen durch die Pipette
Kontaminationen geringgehalten.

2.9.1 Haltung der Isolate von P. pachyrhizi
Wie bereits durch Schmitz und Stammler (2012) beschrieben, besteht die Mdglichkeit einer

langerfristigen Lagerung der Sporen von P. pachyrhizi. Hierzu wurden die gewonnenen Sporen
der Einsporisolate von den infizierten Blattern abgeklopft (Kapitel 2.9) und in ein Kryoréhrchen
gegeben (max. 0,5 ml Sporen/Kryordhrchen). Im Anschluss wurden sie flir 24 h in einem
Exsikkator dehydriert, bevor sie bei -80 °C eingefroren werden konnten. Fir die Rekultivierung
wurden die Sporen in Tweenwasser (0,03 %) Uberfiihrt und mit einer Airbrush (0,3 mm Diise) auf
die abaxiale Seite der Sojablatter gespriiht, die wie bereits beschrieben, auf 0,4 %igen
Wasseragar mit 30 mg/l Streptomycin und 0,0002 ml/l Kinetinlésung aufgelegt wurden. Aus
eigenen Untersuchungen ging hervor, dass die Sporen ihre Infektiositat fiir mindestens zwei Jahre
behalten. Somit ist diese Methode fir die langerfristige Lagerung der Einsporisolate geeignet und
neue Fragestellungen kénnen jederzeit untersucht werden, ohne eine durchgehende Haltung der

Isolate gewéhrleisten zu missen.
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2.10 Molekularbiologische Methoden zur genetischen Charakterisierung
von P. pachyrhizi

2.10.1 Isolierung der genomischen DNA

Fur die Extraktion der gDNA wurden die durch P. pachyrhizi verursachten Befallsstellen (ca. 15
Stiick) aus den Sojablattern herausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefal3 gegeben. Nach
der Zugabe eines sterilen Metallktgelchens (3 mm) wurden die Proben fur 30 min auf Trockeneis
gefroren, bevor sie im Anschluss mithilfe einer Schwingmuhle fir 1 min bei 20 Hz homogenisiert
wurden. Die DNA-Extraktion erfolgte, je nach Probenanzahl, mit dem NucleoSpin® Plant Il Kit
(Einzelsaulenextraktion) oder dem NucleoSpin® 96 Plant Il Kit (96-Well Vakuum Extraktion)
gemal dem Herstellerprotokoll fir die Extraktion aus Pflanzenmaterial unter Verwendung des
Lysepuffers PL1. Falls erforderlich, wurde die Konzentrationsmessung der DNA mit dem Qubit
Flex Fluorometer unter Anwendung des Qubit™ dsDNA HS Assay Kits gemaR der
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Lagerung der DNA erfolgte kurzfristig bei 4 °C und langfristig
bei -20 °C.

2.10.2 Isolierung der RNA

Die durch P.pachyrhizi verursachten Befallsstellen wurden aus den Sojablattern
herausgeschnitten und in ein steriles 2 ml Reaktionsgefal3 mit Metallkiigelchen (3 mm) gegeben,
welches unverziglich auf Trockeneis gestellt wurde. Nach 30 min auf Trockeneis wurden die
Proben mithilfe einer Schwingmuhle fur 1 min bei 20 Hz homogenisiert. Zusatzlich wurden vor
Beginn der Extraktion alle Arbeitsflachen und Pipetten mit dem RNase Away® Spray gereinigt. Im
Anschluss wurde die RNA gemaf den Herstellerangaben mit dem RNeasy Plant Mini, inklusive
DNase-Verdau mit dem On-Column DNase Digest Set, extrahiert. Die Konzentrationsmessung
der RNA erfolgte mit dem Qubit Flex Fluorometer unter Anwendung des Qubit™ RNA HS Assay
Kits gemalf der Herstellerangaben. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -20 °C.

Fir die Extraktion der RNA wurden in dieser Arbeit die Befallsstellen verwendet, die nach einem
Sensitivitatstest in den jeweils hdchsten Konzentrationen vorhanden waren. Fir den Test wurden
die in Tabelle 6 gelisteten Fungizide in sieben Konzentrationen (0/0,03/1/3/10/30/100 mg/l)
appliziert und mit den Einsporisolaten inokuliert. Der Test wurde in Form eines Detached Leaf
Tests (DLTs) wie in Kapitel 2.11 beschrieben durchgefiihrt. Je Wirkstoff und Isolat wurden die
Befallsstellen aus 0 mg/l (Kontrolle) und der héchstmdglichen Konzentration, in welcher noch
ausreichend Befall fir die Extraktion vorhanden war, verwendet. Je nach Wirksamkeit des
Wirkstoffs und Isolat konnte dies bedeuten, dass die infizierten Bereiche aus unterschiedlichen

Konzentrationen herausgeschnitten wurden. Durch dieses Vorgehen wurde gewéhrleistet, dass
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die fur die Analyse verwendeten Sporen diejenigen waren, die den hdchsten Selektionsdruck

Uberwunden hatten.

2.10.2.1 Reverse Transkription der RNA in cDNA

Die Reverse Transkription der RNA in cDNA wurde mit dem Verso cDNA Kit nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Template dienten jeweils 50 ng RNA. Die kurzzeitige
Lagerung erfolgte bei 4 °C, die langfristige Lagerung bei -20 °C.

2.10.3 Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation gewinschter DNA-Sequenzen wurde eine Polymerasenkettenreaktion (PCR)
durchgefuhrt. Die Bestandteile einer PCR-Reaktion mit einem Endvolumen von 25 pl sind in
Tabelle 7 aufgelistet und die pathogenspezifischen Oligonukleotide (Primer) sind in Tabelle 5
genannt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde der PCR-Ansatz unter einer Laminarbank
(Holten PCR Mini) angesetzt und eine Probe mit DEPC-Wasser anstelle des DNA-Template als
Negativkontrolle (NTC) mitgefuhrt. Nach dem Ansatz wurden die Reaktionsansatze mit einer

Tischzentrifuge abzentrifugiert.

Tabelle 7: Bestandteile einer PCR-Reaktion.

Bestandteile Volumen (ul)
2x Mastermix (DreamTaq/Phusion) 12,50
DEPC-H20 7,50

Primer (fw) (10 pmol/pl) 1,25

Primer (rv) (10 pmol/ul) 1,25

DNA 2,50

Der schematische Ablauf einer PCR-Reaktion zur Amplifikation von DNA-Fragmenten ist
Tabelle 8 zu entnehmen. Je nach Zweck des Experiments wurden unterschiedliche Polymerasen
verwendet. Die Phusion™ HighFidelity-Polymerase, welche zusatzlich eine Proofreading-Aktivitat
aufweist, wurde zur Amplifikation des CYP51 verwendet, wohingegen die DreamTaq™ Hot Start
Taqg-Polymerase fur die Amplifikation von Inserts in CYP51 und CYTb, unter anderem fir die

Pyrosequenzierung, verwendet wurde.
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Tabelle 8: Schematischer Ablauf einer PCR-Reaktion. Die Pyrosequenzierung wurde mit DreamTaq™
Hot Start Polymerase durchgefuhrt und die Genamplifikation mit der Phusion™ Hot Start High-Fidelity
Polymerase. Annealing Temperatur und Elongationszeit wurden je nach Oligonukleotidpaar und
gewiinschtem DNA-Fragment angepasst.

Temperatur (°C) Zeit (s)

Funktion Zyklen (n)
DreamTag/Phusion DreamTag/Phusion

Initiale Denaturierung 95/98 240/15 1

Denaturierung 95/98 15/5

Annealing 50-72 30/5 35-39

Elongation 72 60 per kb/15 per kb

Finale Elongation 72 300 1

Kihlung 8 bis zur Entnahme 1

2.10.4 Quantitative Real-time PCR (qPCR)

Die Methode der gPCR ermdglicht die Quantifizierung von PCR-Produkten in Echtzeit. In dieser
Forschung wurde diese Methode sowohl zum Nachweis der I86F Mutation im SDHc als auch zu
Expressionsanalysen des CYP51 von P. pachyrhizi verwendet. Alle gPCR-Reaktionen wurden an
einer Laminarbank, bei Raumtemperatur und unter reduzierten Lichtbedingungen durchgefiihrt.
Die Lichtreduzierung erfolgte sowohl aufgrund der lichtempfindlichen Sonde als auch des
lichtempfindlichen SYBR® Green Farbstoffs im Mastermix, welcher flr die Expressionsmessung

verwendet wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine allelspezifische qPCR durchgefiihrt, um die relative
Haufigkeit der Mutation 186F im SDHc Gen der Einsporisolate von P. pachyrhizi zu bestimmen.
Die Bestandteile eines 25 ul Reaktionsansatzes mit TagMan-Sonde sind in Tabelle 9
(Quantitativer Nachweis der I186F) aufgelistet. Fiir den Reaktionsansatz zur Quantifizierung des
sensitiven Allels (186) wurden die Oligonukleotide KES 2153 und KES 2155 verwendet,
wohingegen die Oligonukleotide KES 2153 und KES 2156 im Reaktionsansatz zur Quantifizierung
des resistenten Allels (86F) genutzt wurde (Oligonukleotide, Tabelle 5) (Simdes et al., 2017).

Jeder Ansatz wurde als Duplikat mitgefiihrt und je gPCR-Durchlauf wurden sowohl eine NTC, eine
Positivkontrolle (100 % Mutation), eine Negativkontrolle (0 % Mutation) und eine 50:50 Kontrolle
(50 9% Mutation bzw. keine Mutation) verwendet. Alle gPCR-L&aufe wurden mit dem g-Tower?® von

Qiagen mit dem jeweiligen schematischen Ablauf (Tabelle 10, Quantitativer Nachweis der I86F)
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durchgefuhrt. Der sogenannte ,threshold cycle (Ct) beschreibt den gPCR-Zyklus, ab dem die
Fluoreszenz den Schwellenwert des Hintergrundrauschens Uberschreitet. Die Fluoreszenz wurde
am Ende der Elongation nach jedem Zyklus gemessen und die Ct-Werte mit der Software
gPCRsoft® 3.4 bestimmt. Die Berechnung der Haufigkeiten des resistenten und sensitiven Allels

erfolgte nach Germer et al. (2000):

Haufigkeit Allel; = 1/ (22¢t + 1), ACt = (Ct Allel; — spezifische PCR) — (Ct Allel, — spezifische
PCR)
Tabelle 9: Bestandteile einer gPCR-Reaktion. Es wird sowohl der Reaktionsansatz mit dem TakyonTM

No ROX Probe MasterMix dTTP (2x) mit einer TagMan Sonde als auch der Reaktionsansatz mit dem
TakyonTM No ROX SYBR MasterMix dTTP (2x) aufgezeigt.

Volumen (ul) in 25 pl

Bestandteile Reaktionsansatz

Anmerkung

Takyon™ No ROX Probe

MasterMix dTTP (2x) 12,50

DEPC-H:20 6,75

Primer (fw) (10 pmol/pl) 150

(KES 2155 + 2156) Quantitativer Nachweis der I86F
Primer (rv) (10 pmol/ul) 150 (SDHc)

(KES 2153) '

TagMan-Sonde (10 pmol/ul) 0.95

(Pp-sdhc-86) '

DNA-Template 2,50

Takyon™ No ROX SYBR 1250

MasterMix dTTP (2x) '

DEPC-H20 7,50

Primer (fw) (10 pmol/pl) 1,25 Expressionsmessung
Primer (rv) (10 pmol/ul) 1,25

cDNA-Template 2,50
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Tabelle 10: gPCR-Programme.

Funktion Temperatur (°C) Zeit (s) Zyklen (n) Anmerkung
Initiale Denaturierung 95 300 1

. Quantitativer Nachweis
Denaturierung 95 10 40 der I86F (SDHc)
Annealing & Elongation 60 45
Initiale Denaturierung 95 300 1
Denaturierung 95 15

. Expressionsmessung
Annealing 60 20 40
Elongation 72 20

Schmelzkurve 15

2.10.4.1 Expressionsmessung des CYP51

Durch Schmitz et al. (2014) konnte bestatigt werden, dass neben den SNPs eine Uberexpression
des CYP51 in P. pachyrhizi vorliegen kann. Diese Forschung diente als Grundlage, um die
Expressionsmessungen des CYP51 mit den in dieser Arbeit gewonnenen Einsporisolaten von
P. pachyrhizi durchzufthren. Hierbei wurde sowohl ermittelt, ob die Einsporisolate eine
Uberexpression des CYP51 aufzeigen und zum anderen, ob eine DMI-Applikation eine direkte

Auswirkung auf die relative Expression des CYP51 der jeweiligen Isolate hat.

Fur die Expressionsanalysen wurde die cDNA der Einsporisolate von P. pachyrhizi verwendet.
Zur Klarung, ob eine DMI-Applikation eine direkte Auswirkung auf die relative Expression des
CYP51 hat, wurde die RNA jedes Isolates nach einem durchgefiihrten DLT (Fungizide, Tabelle 6)
extrahiert (Kapitel 2.10.2). Die Durchfuihrung eines DLTs wird in Kapitel 2.11 naher erlautert. Je
Wirkstoff und Einsporisolat wurden die Befallsstellen aus 0 mg/l (Kontrolle) und der
hdchstmoglichen Konzentration, in der noch ausreichend Befall fur die Extraktion vorhanden war,
verwendet. Durch dieses Vorgehen wurde sichergestellt, dass die fir die Analyse verwendeten
Sporen den hochsten Selektionsdruck tberwunden hatten. Nach der RNA-Extraktion erfolgte die
reverse Transkription der RNA in cDNA (Kapitel 2.10.2.1). Alle Bestandteile des 25 pl

Reaktionsansatzes der gPCR sind in Tabelle 9 (Expressionsmessung) aufgelistet.

Der Vergleich des Ct-Wertes des CYP51 mit Referenzgenen fihrt zu einem ACt-Wert mit dem
relativ quantifiziert werden kann, wie héufig das CYP51 im Vergleich zu einem Referenzgen in

der DNA vorkommt. Als Referenzgen wurden a-Tubulin (Haushaltsgen) genutzt, da hier die
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Schmelzkurve in den Evaluierungsversuchen nahezu identisch verlief mit der des CYP51. Des
Weiteren wurde die cDNA eines sensitives Referenzisolates verwendet, welches im Rahmen der
Dissertation von Schmitz (2013) durch eine geringe Expression des CYP51 auffiel. Die relativen
Expressionswerte einzelner Isolate aus dieser Arbeit konnten erneut bestatigt werden (sensitive
und Uberexprimierte) und das sensitive Isolat 8 wurde in der hier vorliegenden Arbeit in jedem

gPCR-Lauf als Referenzisolat einbezogen (relative Expression = 1).

Je gPCR-Durchlauf wurden eine Doppelbestimmung fir sowohl den Nachweis des CYP51 als
auch des a-Tubulin angesetzt. Die entsprechenden Oligonukleotide sind in Tabelle 5 gelistet.
Zusatzlich wurde zur Normalisierung das Referenzisolat 8 in jedem Durchlauf mitgefuhrt. Alle
Durchlaufe wurden mindestens zweimal wiederholt. Das entsprechende gPCR-Programm ist in
Tabelle 10 (Expressionsmessung) aufgefihrt. Die Fluoreszenz wurde in jedem Zyklus wahrend
des Elongationsschrittes bei 72 °C gemessen und die Ct-Werte wurden mit der Software
qPCRsoft® 3.4 bestimmt. Nach der letzten Elongation wurde eine Schmelzkurve durchgefihrt, um
die spezifische Amplifikation der PCR-Produkte zu kontrollieren. Dabei wurde, ausgehend von
72 °C, die Temperatur in 1 °C Schritten Giber 15 s auf 95 °C erhoht. Die Berechnung der relativen
Expression erfolgte durch die AACt Methode:

Expressionsunterschied = 2 ACtB-ACK
Wobei bei den unbehandelten Einsporisolaten galt:

ACtK = Ct Referenzisolat (CYP51) — Ct Referenzisolat (a-Tubulin)

ACtB = Ct Kontrolle (unbehandelt) (CYP51) — Ct Kontrolle (unbehandelt) (a-Tubulin)
Wobei bei den behandelten Einsporisolaten galt:

ACtK = Ct Kontrolle (unbehandelt) (CYP51) — Ct Kontrolle (unbehandelt) (a-Tubulin)

ACtB = Ct Behandlung (CYP51) — Ct Behandlung (a-Tubulin)

2.10.5 Klonierung von PCR-Produkten

Aufgrund der Annahme, dass P. pachyrhizi mehrere CYP51-Allele besitzt, wurde in dieser
Forschung mit Hilfe der Einsporisolate die exakte Anzahl der Allele ermittelt. Zur Klarung dieser
Fragestellung, wurde das CYP51 jedes Einsporisolates in einer hohen Anzahl von Klonen (100
Klone) sequenziert. Die Sequenzen sollten zum einen Auskunft dartiber geben, ob die Mutationen
gepaart auf einem Stang vorliegen und somit Mutationskombinationen bestehen und zum
anderen, wie viele CYP51-Allele existieren. Zusatzlich konnten mit den Klonsequenzen neue

Mutationen bzw. Mutationskombinationen im CYP51 von P. pachyrhizi detektiert werden.
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Aufgrund der Tatsache, dass P. pachyrhizi zwei Zellkerne und mehrere CYP51-Allele besitzt,
konnte die Sequenzierung des CYP51 der Einsporisolate nicht wie U0Ublich durch die
Sequenzierung von PCR-Produkten erfolgen. Somit musste vor der Sequenzierung des CYP51
eine Transformation eines einzelnen CYP51-Strangs in E. coli erfolgen. Die Vorgehensweise der

Klonierung wird in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben.

2.10.5.1 Ligation

Nach einer Amplifikation des CYP51 mit den Oligonukleotiden KES 1098 und KES 1133 gemal
den in Kapitel 2.10.3 beschriebenen PCR-Bedingungen (Tw = 65 °C und Elongationszeit = 40 s),
wurden die erhaltenen PCR-Produkte entsprechend den Angaben des CloneJET PCR-
Klonierungskits in den pJet 1.2/blunt Klonierungsvektor ligiert. In dieser Arbeit wurde die
Phusion™ Hot Start High-Fidelity Polymerase zur Amplifikation und somit das Blunt-End
Klonierungsprotokoll verwendet. Die Bestandteile der Ligation mit einem Endvolumen von 20 pl
sind in Tabelle 11 aufgefuhrt. Der Reaktionsansatz wurde im Anschluss abzentrifugiert und 30 min

bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 11: Reaktionsansatz einer Ligation.

Bestandteile Volumen (ul)
2x Reaktionspuffer 10
PCR-Produkt 8

pJet 1.2/blunt Klonierungsvektor 1

T4 DNA-Ligase (in Kélteblock) 1

2.10.5.2 Transformation in Escherichia coli

Der Ligationsansatz wurde in kompetente Zellen von E. coli (XL1 Blue) transformiert. Hierzu
wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und je 50 pl in vorgekihlte 1,5 ml
Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Nach der Hinzugabe von 0,85 ul p-Mercaptoethanol wurden die
Zellen unter mehrmaligem Schwenken fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach der anschliel3enden
Hinzugabe von 2 ul des jeweiligen Ligationsansatzes, wurden die Zellen fur weitere 30 min auf
Eis inkubiert. Fir den folgenden Hitzeschock wurde die Suspension im Wasserbad fir 45 s bei
42 °C erhitzt und nachfolgend fur 2 min auf Eis abgekihlt. Im Anschluss wurden 450 pl
vorgewarmtes SOC-Medium (42 °C) je Reaktionsgefal3 hinzugeflgt. Der Transformationsansatz

wurde bei 37 °C fur 1 h bei 250 rpm auf einem Thermoblock inkubiert. AnschlieRend wurden je
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100 pl der Suspension auf einer LB-Agarplatte, welche zusatzlich 100 mg/l Ampicillin enthielt,

ausplattiert. Die Platten wurden ca. 16—20 h bei 37 °C unter einer Inkubationshaube inkubiert.

2.10.5.3 Uberprufung der Transformation und Plasmidpraparation

Die auf der Agarplatte entstandenen Kolonien der transformierten Zellen wurden einzeln mit je
einer sterilen Pipettenspitze unter der Laminarbank entnommen und vorerst in einen Kontroll-PCR
Ansatz getaucht (Tabelle 5, KES 1098 und KES 1133). Die Pipettenspitze wurde im Anschluss in
einem 15 ml Polypropylenréhrchen mit 2 ml LB-Medium mit 100 mg/l Ampicillin platziert. Der
PCR-Ansatz diente der Uberprifung, ob das gewlinschte DNA-Fragment (CYP51) in die Plasmid-
DNA transformiert wurde. Nach der PCR-Reaktion, die entsprechend Tabelle 8 (DreamTaq™
Polymerase) durchgefiihrt wurde, erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung in einem
1 %igen TAE-Agarosegel (Kapitel 2.10.6). Zeigte sich eine Bande bei ca. 2 kb, wurde das DNA-
Fragment erfolgreich eingebaut und die Klone wurden fur die Ubernachtkultur und die
anschlieRende Sequenzierung verwendet. Die Polypropylenréhrchen (inkl. Pipettenspitze), die
Kolonien mit dem CYP51-Fragment enthielten, wurden auf einem Tisch-Plattformschuittler bei
37 °C mit 250 rpm Uber Nacht (ca. 16—20 h) inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA wurde mit
dem NucleoSpin Plasmid Kit nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Lagerung der
Plasmid-DNA erfolgte kurzfristig bei 4 °C und langfristig bei -20 °C.

2.10.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese wurde zur Auftrennung amplifizierter DNA-Fragmente verwendet,
um beispielsweise die Transformation bei der Klonierung zu tberprufen (Kapitel 2.10.5.3). Zur
Herstellung eines einprozentigen Agarosegels wurden 2 g Agarose in 200 ml TAE-Puffer geldst,
indem es in einem Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle erhitzt wurde. Nach kurzem Abkuhlen und
vor dem GielRen des Gels, wurden 15 ul DNA-Farbstoff (peqGREEN) hinzugefiigt. Nach dem
GieRen musste das Gel ca. 30 min ausharten, bevor es in die Peglab-Gelkammer gelegt wurde.
Je Probe bzw. PCR-Ansatz wurden 5 pl Orange DNA-Ladefarbstoff (6x) (Endkonzentration 1x)
hinzugefigt und mit dem Ansatz vermischt, bevor die Geltasche beladen wurde. Die
anschlieRende Auftrennung der Amplifikate lief bei 120 V fiir ca. 60 min. Als Grol3enstandard
wurde der 1kb O'GeneRuler verwendet. Die Ergebnisse wurden mit dem Gel-

Dokumentationssystem EasyDoc plus dokumentiert.

2.10.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde extern durch die Firma Microsynth Seqglab (Goéttingen, DE) mit dem

Kettenabbruchverfahren nach Sanger durchgefuhrt. Die Ergebnisse dienten sowohl der
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Mutationsanalyse im CYP51 als auch der Bestimmung der Allel-Anzahl des CYP51 in
P. pachyrhizi. Hierfir wurde die aufgereinigte Plasmid-DNA, welche die gesuchte CYP51-
Sequenz enthielt (Kapitel 2.10.5), mit den Oligonukleotiden pJetl.2 (fw), pJetl.2 (rv) und einem
zusatzlichen Sequenzierprimer (KES 1178) sequenziert (Oligonukleotide, Tabelle 5). Es wurden
drei Sequenzierprimer verwendet, da die CYP51-Sequenz 2100 bp beinhaltet und somit eine
einwandfreie Abdeckung der vollstindigen Sequenz gewahrleistet werden konnte. Die
Sequenzanalyse wurde mit den Programm Geneious Prime® von Biomatters durchgefuihrt. Je
Einsporisolat wurden 100 einwandfreie Contigs (bestehend aus drei Sequenzen) erstellt und an
die Wildytpsequenz von P. pachyrhizi angeglichen. Somit konnten SNPs im CYP51 und folglich
unterschiedliche CYP51-Haplotypen identifiziert werden und zusétzlich wurde durch die
Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen Sequenzen ein Rickschluss auf die CYP51-
Allelanzahl in P. pachyrhizi moglich.

2.10.8 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ermdglicht eine Echtzeitsequenzierung von bis zu 30 bp wéahrend der
DNA-Synthese und dient somit dem Nachweis bekannter Mutationen (SNPs) in einer Zielsequenz.
Das System beruht darauf, dass neben einem Enzymmix (DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase,
Luciferase, Apyrase) und einem Substratmix (Adenosinphosphosulfat (APS) und D-Luciferin),
nacheinander eines der vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP (A, T, C, G)) zur Template-
DNA hinzugegeben wird. Ein individueller Sequenzierprimer dient als Startpunkt flr die DNA-
Polymerase. Nacheinander wird eines der dNTPs dem System zugefihrt. Erfolgt hierbei der
Einbau eines zum DNA-Template komplementaren dNTPs in den neu synthetisierten DNA-
Strang, wird infolgedessen Pyrophosphat (PPi) abgespalten. Das freigewordene Pyrophosphat
wird durch die ATP-Sulfurylase und des im System enthaltenen APS zu Adenosintriphosphat
(ATP) umgebaut. Das ATP wird von der Luciferase als Substrat fur die Erzeugung eines
Lichtsignals verwendet, welches quantifizierbar ist, da es sich proportional zu den eingebauten
dNTPs verhélt. Nicht-eingebaute Nukleotide und Uberschiissiges ATP werden durch die Apyrase
abgebaut (Ahmadian et al., 2000; Ahmadian et al., 2006).

Die Pyrosequenzierungsmethode wurde in dieser Arbeit verwendet, um sowohl die CYP51-
Mutationen als auch die Mutation im CYTb (F129L) von P. pachyrhizi zu quantifizieren. Hierzu
wurde zunéchst eine PCR mit einem 5 Biotin-Oligonukletid, einem weiteren Oligonukleotid ohne
Biotin, der zu untersuchenden gDNA/cDNA und der DreamTaq™ Polymerase durchgefiihrt
(Oligonukleotide, Tabelle 5 und PCR-Reaktion, Tabelle 8). Im Anschluss wurden die PCR-
Produkte an Streptavidin Sepharose Beads immobilisiert, indem diese mit Bindepuffer und

Streptavidin Sepharose mindestens 15 min bei Raumtemperatur unter Schitteln (1400 rpm) auf
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einem Mikroplatten-Schittler inkubiert wurden. Der entsprechende Reaktionsansatz ist in
Tabelle 12 unter ,Immobilisierung des DNA-Templates bei der Pyrosequenzierung“ aufgefihrt.
Nachfolgend wurde die gDNA/cDNA mithilfe der PyroMark® Q96 Vakuumstation angesaugt, in
Ethanol (70 %ig) gewaschen, mit NaOH (0,2 M) denaturiert und in Waschpuffer (1x) neutralisiert,
sodass lediglich die einzelstrangigen DNA an den Streptavidin Sepharose Beads verblieb. Diese
DNA wurde im Anschluss durch Abstellen des Vakuums in Low-Plates (96-Well) mit vorgelegtem
Annealingpuffer und Sequenzierprimer (Tabelle 12 (Vorbereitung des DNA-Templates fir die
Pyrosequenzierung) und Oligonukleotide, Tabelle 5) tberfuhrt und zur Denaturierung fir 3 min
bei 80 °C auf einem Thermoblock inkubiert.

Tabelle 12: Reaktionsansatze fur Pyrosequenzierung.

Volumen (ul) pro

Bestandieile Reaktionsansatz

Anmerkung

PCR-Ansatz 25
Immobilisierung des DNA-
Bindepuffer 37 Templates bei der
Pyrosequenzierung

Streptavidin Sepharose 3

Annealingpuffer 38,75 Vorbereitung des DNA-
Templates fir die

Sequenzierprimer 1,25 Pyrosequenzierung

Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurden die Templates im Pyrosequenzer sequenziert.
Das Beflillen der Reagenzkartusche erfolgte mit den durch die PyroMark Q96 MA Software
errechneten Volumina der Reagenzien (Enzymmix, Substratmix und dNTPs) nach Angaben des
Herstellers. Die verschiedenen Assays zur Quantifizierung der CYP51-Mutationen wurden mit der
Pyrosequencing Assay Design entwickelt. Zur Validierung der anlasslich fiir diese Arbeit neu
entwickelten Assays wurden DNA-Mischungen hergestellt. Hierzu wurde Plasmid-DNA eines WT-
Klons (100 % sensitiv) und eines mutierten Klons von P. pachyrhizi (100 % gefragte Mutation) auf
eine Konzentration von 1 ng/pl mit DEPC-H.O eingestellt. Anschlielend wurde diese DNA in
unterschiedlichen Verhaltnissen (90/10, 75/25, 50/50, 25/75, 10/90) gemischt. Zusétzlich wurden
zwei Positivkontrollen (100 % und 0% Mutation) und eine NTC mitgefihrt. Die
Plasmidmischungen wurden lediglich zur Assay-Validierung, wohingegen die NTC und eine
Positivkontrolle in jedem Durchlauf mitgeftihrt wurden. Sowohl fiir die Validierung als auch fur die
Messung der Isolate wurden alle Reaktionen als Duplikate angesetzt. Da die
Nachweisgenauigkeit der Pyrosequenzierung ca. 5 % betragt wurden alle Werte <5 % unterhalb

der Nachweisgrenze gesehen und alle Werte tber 95 % konnen als 100 % interpretiert werden.
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2.11 Detached Leaf Tests zum Nachweis der Sensitivitat der Einsporisolate
von P. pachyrhizi gegentber DMI

Fungizidsensitivitdtsversuche wurden durchgefiihrt, um die Wirksamkeit verschiedener DMI fir
die Einsporisolate von P. pachyrhizi und demzufolge fur unterschiedliche CYP51-Haplotypen zu
bewerten. Da es sich um einen biotrophen Erreger handelt und eine Vermischung der Isolate im
Gewachshaus vermieden werden sollte, wurden diese Studien in vivo mit Detached Leaf Tests
(DLTs) durchgefuhrt. In jedem DLT wurde zusatzlich zu drei Wiederholungen je Wirkstoff und
Isolat sowohl der Wirkstoff Prothioconazol als auch das sensitive Einsporisolat MS2-256/18P

(WT) einbezogen, um die Validitat der Tests zu gewahrleisten.

2.11.1 Fungizidapplikation

Die Fungizide wurden einen Tag vor Inokulation (ein Tag praventiv) in sieben Konzentrationen
(0/0,03/1/3/10/30/100 mg/l) in Leitungswasser verdiinnt und auf zwei Wochen alte Sojapflanzen
(Sorte MS Mentor) in einer Spritzkammer (SK6) der BASF SE mit einem Volumen von 1000 I/ha
appliziert. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte, wie in Kapitel 2.8 beschrieben und die Fungizide
lagen in handelsiblichen Soloformulierungen vor (Fungizide, Tabelle 6). Verwendet wurden die
DMI Prothioconazol (250 g/l), Epoxiconazol (125 g/l), Cyproconazol (240 g/l), Tetraconazol
(100 g/l), Difenoconazol (250 g/l), Tebuconazol (250 g/l) und Metconazol (60 g/l). Insgesamt
wurden 50 ml Fungizidlésung auf maximal sechs Pflanzentdpfe gleichzeitig ausgebracht und pro
Behandlung/Konzentration und Isolat wurden drei Wiederholungen verwendet. Fir jeden
durchgefuhrten DLT wurde Prothioconazol als Referenz-Wirkstoff mitgefuhrt. Nach der
Applikation wurden die behandelten Pflanzen in eine Gewachshauskammer (22 °C) gestellt, bevor
die Blatter am Folgetag geerntet und auf 0,4 %igen Wasseragar, welcher 30 mg/l Streptomycin
und 0,0002 ml/l Kinetinldsung beinhaltet, gelegt wurden.

2.11.2 Inokulation

Fur die Inokulation wurde je verwendetem Einsporisolat von P. pachyrhizi eine Sporensuspension
(8 x 10* Sporen/ml) hergestellt. Hierzu wurden die Sporen infizierter Blatter gesammelt, indem
eine gedffnete Petrischale mit einem infizierten Blatt auf ein DIN-A4-Blatt gestilpt wurde. Durch
leichtes Klopfen auf die Riickseite der Petrischale 16sten sich die Sporen und fielen auf das DIN-
A4-Blatt. Der Vorteil dieser Methode gegeniber dem Abwaschen der Blatter besteht darin, dass
die infizierten Blatter mehrmals verwendet werden kdnnen, da sich erneut Sporen bilden. Im
Anschluss wurden die Sporen in ein 50 ml-Falkenréhrchen oder eine Laborgewindeflasche in
steriles Tweenwasser (0,03 %) Uberfuhrt und die Sporendichte entsprechend angepasst. Mit einer
Airbrush (0,3 mm Duse) wurden drei Blatter pro Wirkstoff und Konzentration mit ca. 0,5 ml
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Sporensuspension pro Blatt inokuliert. Zwischen den Isolaten wurde sowohl die Airbrush als auch
die Arbeitsflache entsprechend desinfiziert, damit eine Vermischung der Isolate ausgeschlossen
wurde. Fir jeden durchgefihrten DLT wurde das sensitive Einsporisolat MS2-256/18P (WT) als
Referenzisolat mitgefihrt. Nach der Inokulation wurde die Inkubation, wie zuvor in Kapitel 2.9

beschrieben, durchgefiihrt.

2.11.3 Evaluierung

Die befallene Blattflache (%) wurde 14 Tage nach Inokulation visuell erfasst bzw. geschéatzt. Ein
Beispiel zur Auswertung eines DLT mit P. pachyrhizi ist in Tabelle 13 aufgefuhrt. Im Anschluss
wurden mit der Software E-WorkBook Suite/Labbooq die EDso-Werte ermittelt und zur
Berechnung der Wirksamkeit der Fungizide wurde folgende Formel bericksichtigt:

Wirksamkeit (%) = 1 — (MW (Befall behandelt (%)) / MW (Befall unbehandelt (%))) x 100

Tabelle 13: Boniturschema eines Detached Leaf Tests mit Phakopsora pachyrhizi. Die hier
aufgefiihrte prozentuale Abstufung dient lediglich als Beispiel und wurde frei gewahlt.

Befall mit Phakopsora pachyrhizi (%)

0% 10 % 25% 50 % 75 % 85 % 95%

2.11.4 Mutationsselektion durch Fungizidanwendung

Neben der Evaluierung der Wirksamkeit von unterschiedlichen DMI gegenliber P. pachyrhizi,
diente ebenso der Nachweis der spezifischen Mutationsselektionen zur weiteren Beurteilung der
Fungizide. Durch eine Einschatzung der durch unterschiedliche Wirkstoffe hervorgerufene
Mutationsselektionen konnen Rickschlisse fir ein entsprechendes Resistenzmanagement

gezogen werden.

2.11.4.1 Uberprufung der Einsporisolate auf genetische Identitat

Mithilfe von DLTs konnte neben einer Sensitivitatseinschatzung der CYP51-Haplotypen

gegenuber DMI zusétzlich Gberprift werden, ob es sich bei den gewonnenen Isolaten tatsachlich

um Einsporisolate handelt, die aus einer Spore entstanden und somit genetisch identisch sind.

Fur diese Uberpriifung wurde ein DLT mit den in Tabelle 6 gelisteten Fungiziden in sieben

Konzentrationen (0/0,03/1/3/10/30/100 mg/l) durchgeftihrt (Applikation, Kapitel 2.11.1). Der DLT

wurde neben den Einsporisolaten zusétzlich mit einer Referenzpopulation von P. pachyrhizi
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inokuliert (Inokulation, Kapitel 2.11.2). Anhand dieser Population sollte verdeutlicht werden, dass
die quantitativen Anteile der Mutationen im CYP51 nach Behandlungen mit unterschiedlichen DMI
variieren. Nach der Inokulation des DLT wurde das verwendete Inokulum hinsichtlich der
vorhandenen Mutationen analysiert. Dieser Wert diente als Ausgangswert und veranschaulicht,
wie sich durch die unterschiedlichen Behandlungen der quantitative Anteil der Mutationen
verandert. Zu diesem Zweck wurde die zuvor verwendete Sporensuspension zentrifugiert, der
Uberstand entnommen und die verbliebenen Sporen zur DNA-Extraktion verwendet. Zwei
Wochen nach der Inokulation wurde ebenfalls die DNA der Befallsstellen extrahiert (DNA-
Extraktion, Kapitel 2.10.1). Im Anschluss erfolgte eine Uberprifung der Mutationen mittels
Pyrosequenzierung und gPCR (Kapitel 2.10.4 und 2.10.8). Fur diesen Vorgang wurden das
Inokulum, die Befallsstellen der unbehandelten Kontrolle (0 mg/l) und die Befallsstellen die in den
hochsten Konzentrationen der jeweiligen Behandlung vorzufinden waren, analysiert. Konnten bei
den analysierten Befallsstellen keine Unterschiede hinsichtlich ihrer jeweiligen Mutationsanteile
im Vergleich zum Ausgangsmaterial (Inokulum) ermittelt werden, handelte es sich um
Einsporisolate. Hierbei musste ein Augenmerk auf die jeweiligen Mutationen im Zielgen gelegt
werden, d. h. bei den in dieser Arbeit verwendeten DMI wurde somit auf Veranderungen im CYP51

geprift.

2.11.4.2 Mutationsselektion durch Demethylierungsinhibitoren

In dieser Studie sollte zusatzlich Uberprift werden, inwieweit unterschiedliche DMI
unterschiedliche Mutationen im Zielgen (CYP51) selektieren. Da Einsporisolate keine
Mutationsselektion aufweisen (Kapitel 3.1), wurde eine Population (Isolatmix) bestehend aus
Sporen von funf Einsporisolaten hergestellt. Die gewahlten Einsporisolate zeigten
unterschiedliche CYP51-Haplotypen auf (Tabelle 14). Es wurde, wie in Kapitel 2.11 beschrieben,
ein DLT mit sieben DMI (Tabelle 6) in sieben Konzentrationen (0/0,03/1/3/10/30/100 mg/l)
durchgefuhrt. Die Sporen der funf Einsporisolate wurden im gleichen Verhdltnis zu einer
Sporensuspension angesetzt (8 x 10* Sporen/ml) und der Test wurde einen Tag nach der
Applikation inokuliert (Kapitel 2.11.2). Nach 14-tagiger Inkubationszeit erfolgte die Auswertung
(Kapitel 2.11.3). Im Anschluss wurde die gDNA der Befallsstellen jedes DMIs aus allen
Konzentrationen extrahiert (Kapitel 2.10.1) und hinsichtlich ihrer Mutationen im CYP51 mittels
Pyrosequenzierung uberprift (Kapitel 2.10.8). Durch diesen Versuch wurde verdeutlicht, welche
hier gelisteten CYP51-Mutationen (Tabelle 14) durch die jeweilige DMI-Behandlung innerhalb der
unterschiedlichen Konzentrationen selektiert wurden. Die Mutationen K142R, 1145F und 1475T
konnten in diesem Versuchsaufbau nicht berlicksichtigt werden, da keine Isolate mit diesen
Mutationen vorhanden waren.
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Tabelle 14: Verwendete Einsporisolate fur den Isolatmix zum Nachweis der Mutationsselektionen
durch Demethylierungsinhibitoren. Der Mix bestand aus Sporen von finf Einsporisolaten von
Phakopsora pachyrhizi, welche unterschiedliche Mutationskombinationen aufweisen. In der Tabelle sind die
entsprechenden Mutationen im CYP51 gelistet, sowie die resultierenden Haplotypen. Der Isolatmix wurde
zur Untersuchung, der durch Demethylierungsinhibitoren (DMI) verursachten Mutationsselektion
verwendet. Hierzu wurde ein Detached Leaf Test mit DMI durchgefuhrt, mit dem Isolatmix inokuliert und
nach 14 Tagen mittels Pyrosequenzierung der quantitative Mutationsanteil im CYP51 der Befallsstellen
analysiert.

Mutationen im CYP51 (%)
Isolat CYP51-Haplotypen
F120L V130A Y131F  Y131H 1145V F154Y

MS2-256/18P 0 0 0 0 0 0 WT

MS1-261/18P 30 30 30 0 0 0 F120L + V130A + Y131F
MS5-259/18P 50 0 50 0 0 0 F120L + Y131H
MS3-259/18P 35 0 0 35 35 0 F120L + Y131H + 1145V
MS4-259/18P 32 0 0 32 0 32 F120L + Y131H + F154Y

2.12 Proteinmodellierung des CYP51

Die Homologiemodellierung des CYP51-Proteins von P. pachyrhizi wurde mithilfe der Software
Molecular Operating Environment (MOE) mit Standardeinstellungen fir Homologiemodellierung
durchgefuhrt. Da bisher keine Kristallstruktur des CYP51 von P. pachyrhizi verfigbar ist, basiert
das Modell auf einer experimentellen Struktur des CYP51-Proteins von Aspergillus fumigatus
(PDB ID: 6CR2). Zur Veranschaulichung des aktiven Zentrums wurde eine DMI-Struktur in das
Modell eingefugt, welche analog zu dem in Pharmazie-Studien verwendeten VNI ((N-1-(2,4-

dichlorophenyl) 2-(1H-imidazol-1-yl)ethyl)-4-(5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)benzamide) ist.

2.13 Software und bioinformatische Analysen

Die in dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle 15 aufgefuhrt. Fir das Design und die
Uberprifung von PCR-Oligonukleotide wurde Geneious Prime® und fir das Design der
Pyrosequenzierung-Oligonukleotide wurde zuséatzlich die Software Pyrosequencing Assay Design
genutzt. Geneious Prime® wurde auBerdem fiir den Vergleich mehrerer Nukleotid- und
Aminosauresequenzen verwendet. Die gPCR wurde mit der Software gPCR Soft® 3.4
ausgewertet. Die in dieser Arbeit aufgelisteten EDso-Werte wurden mithilfe der elektronischen
Versuchsdokumentation Labbooq ermittelt und die Software RStudio wurde fiir die statistische
Analyse und die Grafikgestaltung verwendet. Zur Ermittlung der CYP51-Sequenzen
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unterschiedlicher Pathogene wurde die Datenbank National Center for Biotechnology Information

(NCBI) hinzugezogen.

Tabelle 15: Verwendete Software.

Name Hersteller

E-WorkBook Suite/Labbooq IDBS, Guildford, UK

Geneious Prime®, Version: 2021.1.1 Biomatters, Auckland, Neuseeland (NZ)
Microsoft 365 Office Microsoft, Redmond, US

Molecular Operating Environment (MOE) Chemical Computing Group Inc., Montreal,

Kanada (CA)
Pyrosequencing Assay Design, Version: 2.5.10 Qiagen, Hilden, DE
gPCRsoft® 3.4 Analytik Jena AG, Jena, DE
RStudio, Version: 4.1.2 RStudio Inc., Boston, US
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3 Ergebnisse

Fur ein wirkungsvolles Resistenzmanagement bei P. pachyrhizi ist es von besonderer Bedeutung,
Isolate naher zu charakterisieren, welche einen Sensitivitdtsverlust gegentber Fungiziden
aufzeigen. Hierzu gehort die Aufklarung der Resistenzmechanismen, das Ausmall der
erworbenen Resistenz und die Kenntnis Uber womoglich auftretende Fitnessnachteile, die mit
einem resistenten Haplotypen verbunden sind. Diese Informationen sind hilfreich, um der
Geschwindigkeit des Auftretens und der Ausbreitung resistenter Populationen von P. pachyrhizi
im Feld mit einem entsprechenden Resistenzmanagement entgegenzuwirken. Eine
Charakterisierung von Isolaten erfolgt im Labor haufig unter Verwendung von Einsporisolaten. Da
diese Isolate aus einer Spore entstanden und somit genetisch identisch sind, kénnen die
Resistenzmechanismen unter konstanten Bedingungen (genetisches Ausgangsmaterial) mit
unterschiedlichen Rahmenbedingungen Uberprift werden.

In dieser Studie wurden erstmals Einsporisolate von P. pachyrhizi isoliert, welche einen
elementaren Baustein fir weitere Untersuchungen hinsichtlich der Resistenzforschung darstellen.
Im Zuge der molekularen Analysen wurde das CYP51-Gen der neun generierten Einsporisolate
kloniert und im Anschluss 100 Klone je Einsporisolat sequenziert. Diese Vorgehensweise diente
zum einen der Identifikation neuer Mutationen und zum anderen konnte somit die Allelanzahl des
CYP51 in P. pachyrhizi ermittelt werden. Durch diese Information kdnnen Riickschlisse gezogen
werden, wie viele unterschiedliche CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi existieren. Die in den
Einsporisolaten auftretenden CYP51-Haplotypen wurden zusatzlich in Form von DLTs auf ihre
Sensitivitdt gegentber DMI untersucht. Zusatzlich wurde ermittelt, welche CYP51-Mutationen
bzw. CYP51-Haplotypen durch die Anwendung unterschiedlicher DMI selektiert werden. Des
Weiteren wurde ein Protein-Homologiemodell des CYP51 verwendet, um die Auswirkungen der
unterschiedlichen SNPs zu bewerten, die zu Aminoséaureveranderungen im CYP51-Enzym
fihren. Durch diese Informationen konnten Vermutungen in Hinblick auf die DMI-Bindung im
aktiven Zentrum des CYP51-Enzyms geaul3ert werden. AulBerdem wurden die Einsporisolate
hinsichtlich einer CYP51-Uberexpression Uberprift. Hierbei wurden sowohl allgemeine
Uberexpressionsunterschiede in Bezug auf die unterschiedlichen Einzelsporenisolate ermittelt als
auch Uberprtft, ob die DMI-Anwendung einen direkten Einfluss auf die relative Expression des
CYP51 hat.
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3.1 Uberprufung und Nachweis der genetischen Identitat der
verschiedenen Einsporisolate von P. pachyrhizi

Damit weitere Studien mit den gewonnenen Einsporisolaten durchgefiihrt werden konnten,
musste bestétigt werden, dass diese Isolate genetisch identisch sind. Aus diesem Grund wurde
ein DLT durchgefihrt und im Anschluss die Mutationswerte der Einsporisolate analysiert. Konnten
bei den analysierten Befallsstellen keine Unterschiede hinsichtlich ihrer jeweiligen
Mutationsanteile im Vergleich zum Ausgangsmaterial (Inokulum) und zur unbehandelten Kontrolle

festgestellt werden, handelte es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um Einsporisolate.

Nach der Applikation von sieben DMI und anschlieBender Mutationsanalyse mittels
Pyrosequenzierung und gPCR konnten die in Tabelle 16 aufgefihrten Mutationshaufigkeiten
ermittelt werden. Zusatzlich zu den mit P. pachyrhizi infizierten Blattern (behandelt und
unbehandelt) wurde das Inokulum (Sporensuspension) analysiert. In der Tabelle 16 sind zur
Veranschaulichung lediglich zwei der sieben verwendeten DMI (Prothioconazol und Metconazol)
sowie die Mutationen F120L, F131F/H (CYP51), F129L (CYTb) und die 186F (SDHc) gelistet.
Zusatzlich sind lediglich vier der neun gewonnenen Einsporisolate aufgefiihrt. Die Daten zu den
weiteren Fungiziden, Mutationen und Einsporisolaten sind im Anhang unter Tabelle A23 zu finden.
Eine weitere Tabelle mit allen bekannten Mutationen der jeweiligen Einsporisolate ist in
Kapitel 3.2.1.1 aufgefuhrt.

In der Tabelle 16 wird deutlich, dass die als Referenz getestete Population von P. pachyrhizi (P-
18) Unterschiede in der CYP51-Mutationshaufigkeit nach den DMI-Behandlungen zeigt. Sowohl
das analysierte Inokulum als auch die unbehandelte Kontrolle enthielten vor der Applikation
keinen nachweisbaren Anteil der hier gelisteten CYP51-Mutationen. Nach der DMI-Anwendung
stiegen die Werte deutlich an. Somit lag der Anteil der Mutation F120L nach beiden DMI-
Behandlungen bei ca. 30 %. Nach der Anwendung von Prothioconazol stieg der Anteil der
Mutation Y131F auf 16 % und der Anteil der Mutation Y131H auf 6 % an. Im Gegensatz dazu
stieg der Anteil der Mutation Y131H nach der Anwendung von Metconazol auf 32 %, wohingegen

der Anteil der Mutation Y131F weiterhin unterhalb der Nachweisgrenze von 5 % lag.

Im Vergleich zur Referenzpopulation (P-18) zeigen die vier gelisteten Einsporisolate sowie die
weiteren funf (Tabelle A23), keine Veranderungen in den Mutationshaufigkeiten nach der DMI-
Anwendung. Hierbei ist hervorzuheben, dass das Einsporisolat MS2-256/18P keine der hier
genannten Mutationen aufweist. Die weiteren drei Einsporisolate zeigen eine konstante
Mutationshaufigkeit in der unbehandelten Kontrolle und nach den jeweiligen DMI-Anwendungen.

Mit Ausnahme des Einsporisolates MS2-256/18P, weisen die weiteren Einsporisolate
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Mutationshaufigkeiten von ca. 30-50 % auf. Hierbei ist zu vermerken, dass die Mutation F120L
im CYP51 in allen Einsporisolaten entweder in Kombination mit der Mutation Y131F oder der
Mutation Y131H nachgewiesen werden konnte. Neben den CYP51-Mutationen wurden zur
Vervollstandigung ebenfalls die bekannten Mutationen im SDHc- und CYTb-Gen analysiert. Hier
konnten weder in der Population noch in den Einsporisolaten Unterschiede in den

Mutationshaufigkeiten festgestellt werden.

Tabelle 16: Nachweis der genetischen Identitat der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi durch
Bestimmung der quantitativen Mutationsanteile (%) nach Anwendung unterschiedlicher
Demethylierungsinhibitoren im Detached Leaf Test. gDNA aus mit P. pachyrhizi infizierten Bereichen
von unbehandelten und behandelten Blattern wurde extrahiert und anschlieend mittels Pyrosequenzierung
und gPCR hinsichtlich ihrer Mutationswerte quantifiziert. Fir die Analyse wurden die infizierten Bereiche
verwendet, die in den hdchsten Konzentrationen vorhanden waren (0,3/1/3/10/30/100 mg/l) sowie die
Befallsstellen aus den Kontrollen (0 mg/l). Eine zusatzliche Analyse der fiir die Inokulation verwendeten
Sporensuspension (Inokulum) wurde durchgefihrt. Es wurden Prothioconazol, Expoxiconazol,
Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol und Metconazol Uberprift. In dieser Tabelle sind
stellvertretend die Werte von Prothioconazol und Metconazol aufgefuhrt. Zusatzlich sind neben der
Referenzpopulation (P-18) zur Veranschaulichung vier der neun Einsporisolate aufgezeigt sowie drei der
neun CYP51-Mutationen. Ferner sind die Konzentrationen gelistet, aus der die jeweiligen Befallsstellen
analysiert wurden.

Mutationen (%) in gDNA
Konzentration
Isolat Behandlung CYP51 SDHc | CYTb
(mg/l)
F120L Y131F Y131H I86F F129L
Inokulum -b udNd udN udN 0 98
Population Kontrolle 0 udN udN udN 0 96
p-18° Prothioconazol 30 26 16 6 0 97
Metconazol 100 31 udN 32 0 96
Inokulum -b udN udN udN 0 udN
Kontrolle 0 udN udN udN 0 udN
MS2-256/18P°¢
Prothioconazol 1 udN udN udN 0 udN
Metconazol 1 udN udN udN 0 udN
Inokulum -b 30 udN 30 0 98
Kontrolle 0 28 udN 28 0 96
MS1-259/18P¢
Prothioconazol 10 28 udN 28 0 96
Metconazol 100 29 udN 30 0 96
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Mutationen (%) in gDNA
Konzentration
Isolat Behandlung CYP51 SDHc | CYTb
(mgfl)
F120L Y131F Y131H I86F F129L
Inokulum -b 47 udN 47 46 97
Kontrolle 0 48 udN 48 46 96
MS5-259/18pP¢
Prothioconazol 10 47 udN 46 46 98
Metconazol 100 50 udN 47 50 96
Inokulum -b 28 32 udN 0 96
Kontrolle 0 31 31 udN 0 96
MS1-261/18P°
Prothioconazol 30 28 28 udN 0 96
Metconazol 30 29 28 udN 0 99
a Referenzpopulation = zeigt auf, wie die Mutationswerte nach einer Behandlung mit unterschiedlichen

Demethylierungsinhibitoren variieren.
b Keine Werte bei Konzentration, da es sich um das verwendete Inokulum handelt.
¢ MS = Einsporisolat (monosporic isolate)

dDa die Nachweisgenauigkeit der Pyrosequenzierung 5 % betragt, wurden alle Werte < 5 % ,unterhalb der
Nachweisgrenze® (udN) gesehen und alle Werte Giber 95 % (F129L) kénnen als 100 % interpretiert werden.

3.2 Sequenzanalysen des CYP51 der Einsporisolate von P. pachyrhizi

3.2.1 Detektion neuer Mutationen im CYP51

Zur Charakterisierung der Einsporisolate wurde zunachst eine Klonierung des CYP51
vorgenommen und im Anschluss je Isolat 20 Klone sequenziert. Die enthaltenen Sequenzen
wurden an die Wildtypsequenz des Hausstamms angeglichen und somit konnten drei neue,
bislang fur P. pachyrhizi nicht beschriebene, Mutationen im CYP51 identifiziert werden. Alle
derzeit bekannten Mutationen im CYP51 von P. pachyrhizi sind in Tabelle 17 gelistet. Hierbei ist
sowohl das Wildtypcodon bzw. die codierte Aminosaure als auch das Codon bzw. die Aminoséaure
des Mutanten gelistet. Zusatzlich wurde vermerkt, welche Mutationen in dieser Arbeit neu
identifiziert wurden (V130A, 1145V, F154Y).

Es ist zu erkennen, dass neben den bereits bekannten Mutationen Y131F und Y131H, ebenso
auf dem Codon 145 zwei SNPs entstehen kdnnen, die jeweils zu einem unterschiedlichen
Aminoséaureaustausch fuhren. Die Mutation 1145F wurde bereits in vorherigen Arbeiten

beschrieben (Schmitz et al., 2014), wohingegen die Mutation 1145V in der hier vorliegenden Arbeit
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erstmals bei P. pachyrhizi detektiert wurde. Des Weiteren wurden im Zuge dieser Arbeit die
Mutation V130A und F154Y neu identifiziert.

Tabelle 17: Mutationen im CYP51 von Phakopsora pachyrhizi. Es sind alle derzeit bekannten
Mutationen im CYP51 gelistet. Des Weiteren ist das jeweilige Wildtypcodon mit entsprechender Aminoséaure
aufgefiihrt, ebenso wie das verdnderte Codon bzw. die Aminoséure des Mutanten. Mutationen, die bereits
fur P. pachyrhizi beschrieben wurden, sind als ,vorhanden® kategorisiert, wohingegen Mutationen, die im
Rahmen dieser Arbeit erstmals beschrieben wurden, als ,neu” gekennzeichnet sind.

Wildtyp Mutant Anmerkung
Mutationen
Codon Aminoséaure Codon Aminoséaure (vorhanden/neu)
F120L TTC Phenylalanin TTA Leucin vorhanden
V130A GTC Valin GCC Alanin neu
Y131F TAC/TAT Tyrosin TTT Phenylalanin vorhanden
Y131H TAC/TAT Tyrosin CAT Histidin vorhanden
K142R AAA Lysin AGA Arginin vorhanden
1145F ATC Isoleucin TTC Phenylalanin vorhanden
1145V ATC Isoleucin GTC Valin neu
F154Y TTT Phenylalanin TAT Tyrosin neu
1475T ATC Isoleucin ACC Threonin vorhanden

In der nachfolgenden Abbildung 6 ist die DNA-Sequenz des WT-Einsporisolates MS2-256/18 zu
erkennen. Hierbei wurden sowohl die fUnf Introns als auch alle bekannten Mutationsstellen
(Tabelle 17) farblich markiert. Die Grafik kennzeichnet, an welcher Stelle der CYP51-Sequenz die
potenziellen Mutationsstellen vorliegen. Es lasst sich erkennen, dass sieben der neun derzeit
bekannten Mutationen zwischen dem Abschnitt 584—658 bp auftreten. Dieser Bereich befindet
sich zwischen dem zweiten und dritten Intron der DNA-Sequenz. Die Mutationsstelle der F120L
liegt unmittelbar vor dem zweiten Intron, wohingegen die Mutation 1475T (1851-1853 bp)

zwischen dem vierten und fiinften Intron lokalisiert ist.
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Abbildung 6: DNA-Sequenz des CYP51-Gens von Phakopsora pachyrhizi
Wildtypeinsporisolates. Die funf Intronsequenzen wurden farblich markiert und die derzeit bekannten
Mutationsstellen hervorgehoben und entsprechend beschriftet. Die DNA-Sequenz des CYP51 entspricht
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einer Lange von 2107 Basenpaaren (bp) und die Lange der mRNA-Sequenz 1587 bp.

3.2.1.1 Mutationshaufigkeiten in der gDNA der Einsporisolate

Fur die im vorherigen Kapitel 3.2.1 genannten, neuen Mutationen im CYP51 von P. pachyrhizi
wurden Pyrosequenzierungsassays erstellt. Diese Methode bietet eine effiziente Moglichkeit
einen quantitativen Nachweis der Mutationen in Populationen von P. pachyrhizi zu erbringen. In
Tabelle 18 sind alle neun generierten und geprtften (Kapitel 3.1) Einsporisolate von P. pachyrhizi

aufgelistet. Der Tabelle lassen sich alle identifizierten Mutationen der jeweiligen Isolate mit ihrem
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entsprechenden Mutationsanteil im CYP51-, SDHc- und CYTb-Gen entnehmen. Hierbei wurde
der quantitative Anteil der CYP51-Mutationen vorerst durch Pyrosequenzierung ermittelt und im
Anschluss durch die Sequenzierung von 100 Klonen je Einsporisolat (Kapitel 3.2.2) bestéatigt. Die
F129L-Werte wurden mittels Pyrosequenzierung erfasst und die I86F-Werte konnten mithilfe einer
gPCR identifiziert werden. Die CYP51-Mutationen K142R, I1145F und 1475T kamen in keinem der
Einsporisolate vor und wurden somit nicht in der Tabelle aufgefuhrt. Aufgrund der 5 %igen
Abweichung der Pyrosequenzierungsmethode wurden alle Werte > 95 % der F129L auf 100 %
angepasst.

Tabelle 18: Mutationshaufigkeiten (%) in der gDNA der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi.
In der Tabelle sind alle Mutationen aufgelistet, die in den Einsporisolaten vorhanden sind. Die Mutationen
K142R, 1145F und 1475T (CYP51) sind aus diesem Grund nicht aufgezeigt. Die Werte der CYP51-
Mutationen wurden, neben einer Pyrosequenzierung, durch die Sequenzierung von jeweils 100 Klonen
bestimmt. Die 186F-Werte wurden mittels gPCR und die F129L-Werte durch Pyrosequenzierung ermittelt.

Aufgrund der 5 %igen Abweichung der Pyrosequenzierungsmethode wurden alle Werte > 95 % auf 100 %
angepasst.

Mutationen (%) in gDNA
Isolat CYP51 SDHc CYTb
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L
MS2-256/18P 0 0 0 0 0 0 0 0
MS1-256/18P 19 19 19 0 0 0 0 100
MS1-261/18P 31 31 31 0 0 0 0 100
MS2-261/18P 30 30 30 0 0 0 0 100
MS3-261/18P 32 32 32 0 0 0 0 100
MS5-259/18P 50 0 0 50 0 0 50 100
MS1-259/18P 33 0 0 33 33 0 0 100
MS3-259/18P 35 0 0 35 35 0 0 100
MS4-259/18P 32 0 0 32 0 32 0 100

Der Tabelle 18 ist zu entnehmen, dass es sich bei dem Einsporisolat MS2-256/18P um ein
sensitives WT-Einsporisolat handelt, welches weder Mutationen im CYP51 noch im SDHc oder
CYTb aufweist. Dieses Isolat diente im weiteren Verlauf der Arbeit (Sensitivitdtsversuche) als

Referenzisolat.
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Des Weiteren ist zu vermerken, dass alle acht weiteren Einsporisolate die F129L im CYThb-Gen
aufweisen. Im Hinblick auf die CYP51-Mutationen zeigen sich unterschiedliche
Mutationskombinationen. MS1-256/18P und die drei Einsporisolate MS1-, MS2- und MS3-
261/18P zeigen eine Kombination der Mutationen F120L + V130A + Y131F. Hier ergibt sich
allerdings ein Unterschied in der Haufigkeit des Mutationsvorkommens. Wahrend bei dem Isolat
MS1-256/18P die Mutationen lediglich zu 19 % vorliegen, ist ein Anteil von ca. 30 % bei den
weiteren drei Isolaten zu vermerken. Das Isolat MS5-259/18P, welches als einziges die SDHc-
Mutation 186F (50 %) vorzuweisen hat, zeigt im CYP51 die Mutationskombination
F120L + Y131H, ebenfalls zu 50 %. Die Isolate MS1- und MS3-259/18P sind beide mit der
Mutationskombination F120L + Y131H + 1145V ausgestattet. Diese Kombination liegt in den
Isolaten zu 33 % bzw. 35 % vor. Das Einsporisolat MS4-259/18P ist ebenfalls mit einer
Mutationskombination, bestehend aus den drei Mutationen F120L + Y131H + F154Y,
ausgestattet.

3.2.1.2 Mutationshaufigkeiten in der cDNA der Einsporisolate

Zusatzlich zu den Mutationshaufigkeiten in der gDNA wurde der quantitative Anteil, der in den
Einsporisolaten von P. pachyrhizi auftretenden Mutationen, in der cDNA bestimmt. Hierzu wurde
die RNA der Einsporisolate extrahiert und in cDNA transkribiert. Im Anschluss wurde eine
Pyrosequenzierung durchgefihrt und die cDNA hinsichtlich der bekannten Mutationen tberprift.
In Tabelle 19 sind alle Mutationshaufigkeiten sowohl der gDNA als auch der cDNA aufgefihrt.
Hierbei sind lediglich die CYP51-Mutationen gelistet, die in den Einsporisolaten vorkommen. Die
Mutationen K142R, 1145F und 1475T sind somit nicht in der Tabelle aufgefiihrt.

Der Tabelle 19 lasst sich entnehmen, dass das WT-Einsporisolat in der cDNA ebenfalls keine
Mutationen vorzuweisen hat. Bei den verbleibenden acht Einsporisolaten lasst sich grundsatzlich
ein deutlich héherer Mutationsanteil in der cDNA als in der gDNA feststellen. Die Einsporisolate,
die ca. 30 % Mutationshaufigkeiten in der gDNA aufzeigen, zeigen in der cDNA, unter
Berlcksichtigung der Schwankung bedingt durch die Pyrosequenzierungsmethode,
Mutationshéaufigkeiten von ca. 80 % auf. Auch das Einsporisolat MS5-259/18P, welches in der
gDNA 50 % Mutationshaufigkeit aufzeigt, liegt in der cDNA bei 80 %. Lediglich das Einsporisolat
MS1-256/18, welches 19 % Mutationshaufigkeit in der gDNA aufzeigt, hat ebenfalls geringere
Werte in der cDNA. Hier liegt die Mutationshaufigkeit bei ca. 65 %.
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Tabelle 19: Haufigkeit der Mutationen F120L, V130A, Y131F/H, 1145V und F154Y im CYP51 der
Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi in gDNA und cDNA. Die quantitative Ermittlung der
Mutationshé&ufigkeiten in der gDNA erfolgte durch die Sequenzierung von 100 Klonen des CYP51 jedes
Einsporisolates. Die Mutationshaufigkeiten der cDNA wurden mittels Pyrosequenzierung erfasst. Hierbei
liegt die Nachweisgenauigkeit bei ca. 5 %. Folglich missen bei den Werten der cDNA Abweichungen von
* 5 % berucksichtigt werden.

Mutationen (%) in gDNA und cDNA (CYP51)

F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y
Isolat
< < < < < < < < < < < <
pd b Pz b Pz =z Pz b P b Pz b
a [a) [a)] [a) [a)] [a) [a)] [a) o o [a] o
(@) o o o o (8] o o (@) [&] (@)} (8]

MS2-256/18P

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o

MS1-256/18P | 19 65 19 64 19 65 0 0 0 0 0 0

MS1-261/18P | 31 79 31 86 31 86 0 0 0 0 0 0

MS2-261/18P | 30 80 30 78 30 83 0 0 0 0 0 0

MS3-261/18P | 32 81 32 75 32 80 0 0 0 0 0 0

MS5-259/18P | 50 79 0 0 0 0 50 83 0 0 0 0

MS1-259/18P | 33 79 0 0 0 0 33 86 33 79 0 0

MS3-259/18P | 35 79 0 0 0 0 35 83 35 84 0 0

MS4-259/18P | 32 78 0 0 0 0 32 85 0 0 32 84

3.2.2 Bestimmung der CYP51-Allelanzahl
Zur Ermittlung der Allelanzahl des CYP51 in P. pachyrhizi wurde das CYP51-Gen jedes

Einsporisolates amplifiziert, in E. coli transformiert und kloniert. Je 100 Klone pro Einsporisolat
wurden im Anschluss sequenziert und die Sequenzen in Geneious an die Wildtypsequenz von

P. pachyrhizi angeglichen.

In Abbildung 7 wurden die CYP51-Sequenzen von 100 Klonen am Beispiel des Einsporisolates
MS1-261/18P dargestellt. Der hier aufgezeigte Sequenzausschnitt zeigt den Bereich der mRNA
(Introns wurden entfernt), welcher Unterschiede zu der Wildtypsequenz vorzuweisen hatte. Dieser
Bereich erstreckt sich von bp 350—-400 (mRNA). Ubereinstimmungen mit der Wildtypsequenz
wurden mit Punkten dargestellt. Bei Abweichungen wurden die entsprechenden Nukleotide

aufgelistet. Die Sequenzen wurden von 1-100 durchnummeriert und zusatzlich befindet sich
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hinter der Isolatbezeichnung die jeweilige spezifische Nummer des sequenzierten Klons (MS1-
261/18P-(1-100)).

P. pachyrhizi (CYP51), Isolat M51-261/18P

Mutation F120L V130A + Y131F
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGETAA GGATGTACGTC TACGATGTAC 400 Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGETAR GGATGTAGTC TACGATGTAC 400
Aminosdure F v oY Aminoséure F VoY

1 MS1-26118P-5 ......... U SR . JH 400 51 MS1-261/18P-61 400

I A F

2 MS1-2611M18P-8 .........B .. ... ciiiiiiiel .. CeC. JTT....... 400 52 MS1-26118P-84 ...

3 OMST-261/M18P-22 .. ... .. .5 .. ... i e R & S 400 53 MS1-261/18P-72

4  MS1-261/18P-24 400 54 MS1-261/18P-73

5 MS1-261/18P-25 400 55 MS1-26118P-77

6  MS1-261/18P-27 400 56 MS1-261/18P-82

7 MS1-261/18P-28 400 | 57 MS1-261/18P-83

8 MS1-261/18P-29 400 58 MS1-261/18P-87

9 MS1-261/18P-32 .. 400 59 MS1-261/18P-91 ...

10 MS1-261/118P-33 ..
11 MS1-261/18P-356 ..
12 MS1-261/18P-41 ..

400 | 60 MS1-261/18P-95 . ..
400 61 MS1-261/18P-97 . ..
400 62 MS1-261/18P-98 ... R
400 63 MST-2B1MBP-100. ... ... .0 ... ...... iiiiiiii. cieiiiiiie

13 M31-261/18P-42 :
14 MS1-261/18P-43 400 64 MS1-261/18P-1
15 MS1-261/18P-44 400 65 MS1-261/18P-2

16 MS1-261/118P-47
17 MS1-261/18P-48 ..
18 MS1-261/18P-58
19 MS1-261/118P-63
20 MS1-261/18P-65
21 MS1-261/18P-66 ..
22 MS1-261/18P-68
23 MS1-261/18P-69
24 MS1-261/18P-T1
25 MS1-261/18P-76
26 MS1-261/18P-80 ..
27 MS81-261/18P-84 ..
28 MS1-261/18P-85 ..
29 MS1-261/18P-86 ..
30 MS1-261/18P-89
31 MS1-261/18P-96
32 MS1-261/18P-4
33 MS1-26118P-7
34 MS1-261/18P-13 ..
35 MS1-261/18P-16 ..
36 MS1-26118P-17 ..
37 MS1-261/18P-18 ..
38 MS1-261/18P-19
39 MS1-261/18P-20
40 MS1-261/18P-21
41 MS1-261/18P-31
42 MS1-261/18P-34 ..
43 MS1-261/18P-36
44 MS1-261/18P-39
45 MS1-261/18P-50
46 MS1-261/18P-54 .. PN -
47 MS1-2611M18P-55 .. ... ... .LLilLl. Lol il L.
48 MS1-261/18P-56 .. ........ ... .iii. e e .
49 MS1-261M8P-57 ......ciit tiiiiianis sattasaiis siseisiacs oa
50 MS1-261M8P-B0 .. .. ... ... Lliiiiii ool

400 | 66 MS1-261/18P-3
400 67 MS1-261/18P-6 ...
400 68 MS1-261/18P-9 .
400 69 MS1-261/18P-10 .
400 70 MS1-261118P-11 .
400 71 MS1-26118P-12 ...
400 72 MS1-26118P-14
400 73 MS1-26118P-15
400 74 MS1-261118P-23
400 75 MS1-26118P-26
400 76 MS1-261M18P-30 ...
400 7T MS1-26118P-37 ...
400 76 MS1-26118P-38 ...
400 79 MS1-26118P-40 ...
400 80 MS1-261/18P-45
400 81 MS1-261/18P-46
400 82 MS1-261/18P-49
400 83 MS1-26118P-51
400 84 MS1-261/18P-52 ...
400 |, 85 MS1-26118P-53 ...
400 | 86 MS1-261118P-50 ...
400 | 87 MS1-26118P-62 ...
400 88 MS1-261/18P-67
400 | 89 MS1-26118P-70
400 | 90 MS1-261/18P-74
400 | 91 MS1-26118P-75
400 | 92 MS1-261/18P-78 ...
400 93 MS1-261/18P-79 .
400 94 MS1-261/18P-81 .
400 95 MS1-261/18P-88 .
. .. 400 96 MS1-261/18P-90 ...
,,,,,,, 400 a7 MS1-261/18P-92
....... 400 96 MS1-261/18P-93
....... 400 99 MS1-261/18P-94
,,,,,,, 400 100 MS1-26118P-99

HoH oA A

Abbildung 7: 100 CYP51-Sequenzen des Einsporisolates MS1-261/18P von Phakopsora pachyrhizi.
Das CYP51-Gen wurde amplifiziert, in Escherichia coli transformiert, kloniert und 100 Sequenzen
ausgewertet. In dieser Abbildung ist ein Ausschnitt der CYP51-Sequenz (350—400 bp) mit den fur dieses
Einsporisolat relevanten Mutationsstellen aufgefiihrt. Ubereinstimmungen mit der Wildtypsequenz werden
mit Punkten dargestellt und bei Abweichungen sind die entsprechenden Nukleotide aufgelistet. Die
Mutationskombination (F120L + V130A + Y131F) ist in diesem Isolat in 31 Klonen und somit zu 31 %
vorhanden. Die Klone 32—63 enthalten an der Stelle 131 ein TAT wohingegen die Klone 64—-100 an dieser
Stelle ein TAC enthalten. In beiden Fallen wird die Aminoséure Tyrosin codiert.

Im Vergleich zur Referenzwildtypsequenz Iasst sich erkennen, dass Isolat MS1-261/18P mit den
Mutationen F120L + V130A + Y131F ausgestattet ist. Diese Mutationskombination lasst sich in
31 der 100 Sequenzen und somit zu 31 % nachweisen. In diesen Sequenzen liegen die
Mutationen immer verknupft auf einem DNA- bzw. mRNA-Strang vor. An Sequenz 1 wird
beispielhaft  verdeutlicht, zu welchen Aminoséaureverédnderungen die  Mutationen
F120L + V130A + Y131F jeweils fuhren. Eine detaillierte Auflistung der derzeit bekannten

Mutationen im CYP51 von P. pachyrhizi ist zusétzlich in Tabelle 17 aufgefiihrt. In den Sequenzen
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32-63 ist in Codon 131 ein weiterer Nukleotidaustausch zu vermerken. Hierbei handelt es sich
um ein TAT und nicht, wie in der Referenzsequenz, um ein TAC. Diese stille Mutation an der
dritten Stelle im Codon bewirkt allerdings keine Veranderung der codierten Aminosaure. Wie an
Sequenz 51 stellvertretend aufgezeigt, wird in beiden Fallen die Aminosaure Tyrosin codiert. Die
Sequenzen 64-100 zeigen keinerlei Unterschiede zu der Referenzsequenz und sind somit mit
dem WT gleichzusetzen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird zwischen Wildtyp 1 (WT1) und
Wildtyp 2 (WT2) unterschieden. WT2 entspricht somit der Sequenz der Klone 32—63 mit der stillen
Mutation in Codon 131. Da es hier lediglich zu einem Nukleotidaustausch (TAC - TAT) und nicht
zu einer Veradnderung der Aminosaureabfolge kommt, kann auch in diesem Fall von einer WT-
Sequenz gesprochen werden. WT1 repréasentiert weiterhin die bereits zuvor als WT identifizierte
Sequenz.

Wie an dem Einsporisolat MS1-261/18P beispielhaft aufgefiihrt, wurden auch die verbliebenen
acht Einsporisolate sequenziert und ausgewertet. Mit Ausnahme des WT-Einsporisolates (MS2-
256/18P), welches in allen 100 Sequenzen den WT1 aufzeigte, sind die Ergebnisse der
verbleibenden sieben Einsporisolate sowohl in Abbildung 8 als auch Abbildung 9 in verkrzter
Form dargestellt. Hierbei wurden die in Abbildung 7 beispielhaft aufgefiihrten, 100 Sequenzen
hinsichtlich ihrer Nukleotidaustausche (Mutant, WT1, WT2) des jeweiligen Einsporisolates von
P. pachyrhizi zusammengefasst. Somit lasst sich den Grafiken zum einen die Information
entnehmen, welche die jeweils flr dieses Einsporisolat relevanten Mutationsstellen sind und zum

anderen ist der quantitative Anteil der jeweiligen Sequenzen (Mutant, WT1, WT2) verdeutlicht.

Das Einsporisolat MS1-259/18P  (Abbildung 8, A) weist die  Mutationskombination
F120L + Y131H + 1145V in 33 der 100 Sequenzen auf (33 %). Die drei Mutationen liegen hierbei
immer verknlpft auf einem DNA-Strang vor. Die Sequenzen 34-76 entsprechen der WT2-
Sequenzabfolge mit einer stummen Mutation in Codon 131 (TAT). Dies entspricht einem Anteil
des WT2 von 34 %. Die Sequenzen 68—100 reprasentieren in diesem Isolat den WT1 und stellen
einen Anteil von 33 % der Gesamtsequenzen dar. Einsporisolat MS3-259/18P (Abbildung 8, B)
unterscheidet sich  gering von  Einsporisolat  (A). Die  Mutationskombination
(F120L + Y131H + 1145V) ist identisch und lediglich die Anzahl der einzelnen Sequenztypen
unterscheidet sich. Somit liegt die Mutationshaufigkeit in diesem Isolat bei 35 % (Sequenz 1-35),
der Anteil des WT2 bei 33 % (Sequenz 36—68) und der Anteil des WT1 bei 32 % (Sequenz 96—
100). Das Einsporisolat MS4-259/18P (Abbildung 8, C) zeigt im Gegensatz hierzu eine andere
Mutationskombination. Hier liegen die Mutationen F120L + Y131H + F154Y zu 32 % verknupft auf
einem DNA-Strang vor (Sequenz 1-32). Allerdings lasst sich auch hier sowohl WT2 (Sequenz
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33-67 2 35 %) als auch WT1 (Sequenz 68-100 2 33 %) in einem nahezu gleichen Verhaltnis

identifizieren.

A P. pachyrhizi (CYP51)
Isolat M$1-259/18P
Mutation F120L Y131H 1145V
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGGTAR GGATGTAGTC TACGATGTAC CCAACTCGAT CCTAATGCAG CAGRARAAGT TCATCAAGGC 440
Aminosaure F b4 I
Sequenz 1-33  MS1-258/18P  ......... B i i e o [ P 440
L H v
Sequenz 34 - 67 MST-259/18P ... ... .. Lol i i Tateanns aeerannens aameeaaees seeeaaaees seareaaaes 440
F Y I
Sequenz 68 - 100 MST-259/18P L. . i i i i i iiee feeieeaas e eaeeeaen feeaaeeaas eeaaeeaaae eaeaaeaaas 440
F Y I
B P. pachyrhizi (CYP51)
Isolat MS$3-259/18P
Mutation F120L Y131H 1145V
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGGTAR GGATGTAGTC TACGATGTAC CCAACTCGAT CCTAATGCAG CAGRARAAGT TCATCAAGGC 440
Aminosaure F b4 I
Sequenz 1-35  MS3-259/18P  ......... B i i e o [ P 440
L H v
Sequenz 36 - 68 MS3I-259/18P ... .. Lol i i Tateanns aeerannens aameeaaees seeeaaaees seareaaaes 440
F Y I
Sequenz 69 - 100 MS3I-259/18P L. . i i i i iiee et eiieaas e eaeeeaen feeaaeeaas eeaaeeaaae eaeaaeaaas 440
F Y I
c P. pachyrhizi (CYP51)
Isolat MS4-259/18P
Mutation F120L Y131H F154Y
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGGTAR GGATGTAGTC TACGATGTAC CCAACTCGAT CCTAATGCAG CAGARAAAGT TCATCAAGGC TGGCCTTACT ACTGAGAAAT TTAAGARATA 470
Aminosaure F b4 F
Sequenz 1-32  MS4-259/18P ettt e e e eeeaaaaas o S 470
L H Y
Sequenz 33 - 67 MS4-280/18P Lottt i i e e s 0 470
F Y F
Sequenz B8 - 100 MS4-253/18P L. iuiitet ittt heeaeaeeae eeeeaeeae eaeaeeaes eeaeaaeaae eeeaeeaeeh eaeaeeaeea emeeaeeas eeaeeaeeae heeaeaeean aaeeaeeaes 470
F Y F

Abbildung 8: Verkirzte Darstellung von 100 CYP51-Sequenzen der Einsporisolate MS1-259/18P (A),
MS3-259/18P (B) und MS4-259/18P (C) von Phakopsora pachyrhizi. Das CYP51-Gen wurde amplifiziert,
in Escherichia coli transformiert, kloniert und 100 Sequenzen je Isolat sequenziert. In dieser Abbildung ist
jeweils der Ausschnitt der CYP51-Sequenz (350-400/470 bp) mit den fir jedes der drei Einsporisolate
relevanten Mutationsstellen aufgefiihrt. Ubereinstimmungen mit der Wildtypsequenz werden mit Punkten
dargestellt und bei Abweichungen werden die entsprechenden Nukleotide aufgelistet. In den Isolaten
(A) + (B) ist jeweils die Mutationskombination F120L + Y131H + 1145V vorhanden. Isolat (C) weist hingegen
die Mutationskombination F120L + Y131H + F154Y auf. Der quantitative Anteil der jeweiligen Sequenzen
(Mutant (Mutationskombination), WT1 (TAC an Codon 131), WT2 (TAT an Codon131)) lasst sich ebenfalls
der Abbildung enthehmen.

In der nachfolgenden Abbildung 9 sind die verbleibenden vier Einsporisolate gelistet. Auch hier
wurden die 100 einzeln aufgelisteten Sequenzen hinsichtlich ihrer Nukleotidaustausche (Mutant,
WT1, WT2) zur besseren Ubersicht zusammengefasst. Es ist der Bereich der mRNA von bp 350-
400 abgebildet.

Sowohl die Einsporisolate MS1-256/18P (Abbildung 9, A) und MS2-261/18P (Abbildung 9, B) als
auch das Einsporisolat MS3-261/18P (Abbildung 9, C) weisen die Mutationskombination
F120L + V130A + Y131F auf, welche immer verknipft auf einem DNA-Strang vorliegt. Lediglich
in der jeweiligen Anzahl der mutierten Sequenzen unterscheiden sich die Einsporisolate. Wahrend
bei Isolat (B) und (C) je 30 % und 32 % der Sequenzen die Mutationskombination aufzeigt, sind
es bei Isolat (A) lediglich 19 %. Dementsprechend ist in diesem Isolat ein hoherer Anteil der WT-

Sequenzen zu vermerken. WT2 ist mit einem Anteil von 32 % (Sequenz 20-51) vertreten,
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wohingegen W1 einen Anteil von 49 % (Sequenz 52-100) der Sequenzen reprasentiert. Im
direkten Vergleich zwischen (B) und (C) ist zu erkennen, dass zwar der Anteil der mutierten
Sequenzen gleich ist, sich allerdings der jeweilige Anteil der WT1 und WT2 Sequenzen
unterscheiden. Wahrend in Isolat (B) 33 % WT2 und 37 % WT1 vorliegen, sind es bei Isolat (C)
48 % WT2 und lediglich 20 % WTL1. Das Einsporisolat MS5-259/18P (Abbildung 9, D) enthélt die
Mutationskombination (F120L + Y131H). Hierbei sind 50 % der sequenzierten DNA-Strange mit
dieser Mutationskombination ausgestattet. Erneut liegen die Mutationen gepaart auf einem Strang
vor (Sequenz 1-50). Auch in diesem Isolat existiert sowohl der WT2 (Sequenz 51-69 2 19 %) als
auch WT1 (Sequenz 70-100 2 31 %).

P. pachyrhizi (CYP51)

A Isolat MS1-256/18P
Mutation F120L
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGGTAA GGATGTAGT AC 400
Aminosaure F
Sequenz 1- 19 MS1-256/18P el Ssesviviaw ShevaneTes wekniwly W vvives 400
L A F
Sequenz 20 - 51  MS1-256/18P  ....vvvene sovevennns sessancens sesssnaeas os . 400
F v X
SAQIEZ BRI IRSTIBMIR:  cvsasemmie: wvsneve s eei B sEAE S RSV AR (§TN A 400
F B
B P. pachyrhizi (CYP51)
Isolat MS2.261/18P
Mutation F120L V130A + Y131F
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGGTAA GGATGTAGTC TACGATGTAC 400
Aminosaure F N X
Sequenz 1-30  MS2-261/18P . S S I ¢ ST 400
L A F
Sequenz 31-63 MS2-261/1BP  .....cceee wecseensiae siessnsess ssecssases ae oieases 400
r v Y
Sequenz B4-=100 'MS2Z2B1MBP"  sussnnes, SERBRse SHRESTANES Ginive e, eRsas TR 400
F v i
c P. pachyrhizi (CYP51)
Isolat MS3-261/18P
Mutation F120L V130A + Y131F
Wildtypsequenz CACCCATTTC ACTACACCTG TCTTTGGTAA GGATGTAGTC TACGATGTAC 400
Aminosaure F Vi Y
Sequenz 1- 32 MS3-261/18P cescccaceh tetecasaes coceccsces cnassans T, o T 400
L A F
SequenZ33-IF " MSTIBUIP" | wounmsmsisn: amuenmenne: aniassnsmme: saeniseesere i ; T 400
F Y Y
Soqimz 8T8 MIIZBIBP. sscinvansn aneanvesve seseesssee T sus iveedemrnes 400
F v X
D P. pachyrhizi (CYP51)
Isolat MS5-259/18P
Mutation F120L Y131H
Wildtypsequenz CACCCATTITC ACTACACCTG TCTTTGGTAA GGATGTAGTC TACGATGTAC 400
Aminosaure F Y
Sequenz 1-50  MS5-259/18P . C.TPivuians 400
L H
Sequenz 8t -08" MSEBWIIP ssviniisss siderveyey seREeENs ByRsETERE W SR ) 400
F Y
Soquenz TU-T0 MSE2BWIBP  c.iiniasae sasenssass snnssasnas Pasacesaes maessssess 400
F X

Abbildung 9: Verkurzte Darstellung von 100 CYP51-Sequenzen der Einsporisolate MS1-256/18P (A),
MS2-261/18P (B), MS3-261/18P (C) und MS5-259/18P (D) von Phakopsora pachyrhizi. Das CYP51-Gen
wurde amplifiziert, in Escherichia coli transformiert, kloniert und 100 Sequenzen je Einsporisolat
sequenziert. In dieser Abbildung ist jeweils der Ausschnitt der CYP51-Sequenz (350-400/470 bp) mit den
relevanten Mutationsstellen aufgefiihrt. Ubereinstimmungen mit der Wildtypsequenz werden mit Punkten
dargestellt und bei Abweichungen werden die entsprechenden Nukleotide aufgelistet. In den Isolaten
(A) + (B) + (C) ist jeweils die Mutationskombination F120L + V130A + Y131F vorhanden. Isolat (D) weist
hingegen die Mutationskombination F120L + Y131H auf. Der quantitative Anteil der jeweiligen Sequenzen
(Mutant (Mutationskombination), WT1 (TAC an Codon 131), WT2 (TAT an Codon131)) lasst sich ebenfalls
der Abbildung entnehmen.
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3.2.3 Vergleich von CYP51-Sequenzen unterschiedlicher Pilze

Die CYP51-Sequenzen verschiedener Pilze wurden hinsichtlich ihrer Unterschiede sowohl im
Hinblick auf die Nukleotid- als auch Aminosdure-Sequenz bewertet. Hierzu wurde die WT-
Sequenz (MRNA) von P. pachyrhizi mit den CYP51-Sequenzen zwdlf weiterer Pilze in Geneious
Prime® unter Verwendung des Muscle-Alignment angeglichen. Die CYP51-Sequenz von
P. pachyrhizi diente als Referenzsequenz und anhand dieser wurde sich im folgenden Kapitel,
z. B. im Hinblick auf die Aminosauren-Nummerierung, gerichtet. Das entstandene Alignment ist
Abbildung 10 zu enthehmen. Neben der vollstdandigen Benennung der Pathogene wurde in der
Abbildung ebenfalls der EPPO-Code aufgefiihrt, welcher im weiteren Verlauf dieses Kapitels
stellvertretend genannt wird. Alle Unterschiede in den Sequenzen der Pathogene im Vergleich zur
PHAKPA-Sequenz wurden farblich hervorgehoben. Jedes Nukleotid und jede Aminosaure
erhielten hierbei eine spezifische Farbe. Der in Abbildung 10 aufgezeigte Bereich der mRNA-
Sequenz erstreckt sich von bp 350-470 sowie bp 1415-1435. Da PHAKPA als Referenz
verwendet wurde, sind zusatzlich alle bekannten Mutationen von PHAKPA mit der jeweiligen
Veranderung in der Nukleotidsequenz an der entsprechenden Position der Sequenz

gekennzeichnet.

Bei den verwendeten Pathogensequenzen handelt es sich, mit Ausnahme von CANDAL, um
phytopathogene Pilze. Hierbei zeigen PHAKPA und PUCCR, aufgrund ihrer gemeinsamen
Ordnung der Rostpilze (Pucciniales) innerhalb des Stamms der Basidiomycota, den engsten
Verwandtschaftsgrad auf. Die verbleibenden Pilze sind dem Stamm der Ascomycota zuzuordnen.
SEPTTR, CERCBE, RAMUCC, PYRNTR, LEPTBG, PLEOAL und VENTIN sind hierbei in der
Klasse der Dothideomycetes zu finden, wahrend UNCINE, ERYSGT und BOTRCI der Klasse der
Leotiomycetes zugeordnet werden. CANDAL ist der Klasse der Saccharomycotina zugehdrig und
zahlt somit zu den Hefepilzen (EPPO, 2022).
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Abbildung 10: Vergleich eines Ausschnitts der CYP51-Nukleotid- und Aminosdurensequenz von
Phakopsora pachyrhizi und weiteren Pilzen. Hierbei wurde die Wildtypsequenz der mRNA der
unterschiedlichen Pilze verwendet. Die Nukleotide bzw. Aminosduren, welche von der Wildtypsequenz von
P. pachyrhizi abweichen, sind farblich hervorgehoben. Das Alignment wurden mit Geneious Prime® unter
Verwendung des Muscle-Alignment erstellt. Zusétzlich wurden alle bekannten Mutationen in P. pachyrhizi
mit der jeweiligen Veranderung in der Nukleotidsequenz an der entsprechenden Position der Sequenz
markiert.

Der Abbildung 10 lasst sich entnehmen, dass an der Aminosaureposition 120, der PHAKPA WT-
Sequenz, Phenylalanin (F) codiert wird, wohingegen in allen weiteren Pathogenen Leucin (L)
vorliegt. Die weit verbreitete Mutation F120L (F - L) in PHAKPA codiert somit eine Aminosaure,

welche in anderen Pilzen bereits im WT vorhanden ist.

Zwischen Aminoséure 120 und 133 liegt ein weitgehend konservierter Bereich vor. Nur in
einzelnen Fallen (z. B. Position 127) werden unterschiedliche Aminoséuren codiert. In diesem
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konservierten Bereich befinden sich die Positionen der Mutationen V130A, Y131F und Y131H von
PHAKPA. Es lasst sich erkennen, dass in fast allen aufgefiihrten Pathogenen an Stelle 130 ein
Valin (V) und an Stelle 131 ein Tyrosin (Y) gebildet wird (einzige Ausnahme ist CANDAL). An
Position 131 kommt es in einigen Pathogenen, ebenso wie bei PHAKPA, durch eine Mutation zu
einer Veranderung der codierten Aminosaure (Tyrosin - Phenylalanin). Hierbei handelt es sich
Z. B. um ERYSGT und ERYSGH (Blumeria graminis f. sp. hordei), welche beide die homologe
Mutation Y136F ausbilden kdnnen (Frenkel et al., 2015; Price et al., 2015). Zusatzlich wurde die
Mutation bei UNCINE (Y136F) (Price et al., 2015), VENTIN (Y133F) (Hoffmeister et al., 2021) und
bei P. triticina (PUCCRT) (Y134F) identifiziert (Stammler et al., 2009; Price et al., 2015). Sowohl
RAMUCC (V136A + Y137F) (Rehfus et al., 2019) als auch SEPTTR (V136A/C/G + Y137F)
(Stammler et al., 2008; Price et al., 2015; Wieczorek et al., 2015; Huf et al., 2018) weisen an
Position 130 und 131 homologe Mutationen zu PHAKPA auf. Des Weiteren lasst sich der
Abbildung 10 entnehmen, dass bei allen gelisteten Pathogenen an Position 131 an der dritten
Stelle im Triplet entweder ein C oder ein T vorzufinden ist. In beiden Fallen wird Tyrosin codiert.
Wie in Kapitel 3.2.2 néaher erlautert wurde, konnten in den PHAKPA Einsporisolaten, innerhalb
eines Isolates beide Falle, d. h. sowohl C als auch T, identifiziert werden (WT1 und WT2). Einzige
Ausnahme bildet hierbei das sensitive WT-Einsporisolat, welches in 100 Klonsequenzen an dieser
Position ausschlieBlich ein C (WT1) aufwies.

An Position 145 der Aminosauresequenz ist in der PHAKPA WT-Sequenz ein Isoleucin (1)
vorhanden, welches durch zwei unterschiedliche SNPs entweder zu einem Phenylalanin (F) oder
zu einem Valin (V) codiert werden kann. In keinem anderen, hier aufgefihrten Pathogen, befindet
sich an dieser Position ein Isoleucin in der WT-Sequenz. Auffallend ist, dass in der WT-Sequenz
von PUCCR, SEPTTR, CERCBE, RAMUCC, PYRNTR, LEPTBG, PLEOAL und VENTIN ein Valin
mit derselben Nukleotidsequenz (GTC) wie bei der Mutation 1145V in PHAKPA codiert wird.

Eine weitere, in dieser Arbeit neu identifizierte, Mutationsstelle ist an Position 154 vorzufinden.
Hier wird im Falle des SNPs aus Phenylalanin (F) ein Tyrosin (Y). Ein Phenylalanin ist an dieser
Position ebenso bei PUCCR, UNCINE, ERYSGT, BOTRCI und CANDAL in der WT-Sequenz zu

finden. In allen weiteren hier aufgezeigten Pathogenen wird ein Leucin (L) codiert.

Die letzte in PHAKPA bekannte Mutation befindet sich an Position 475. Auch hier handelt es sich,
wie bereits an Aminosaureposition 130 und 131, um einen konservierten Bereich. Somit wird

neben PHAKPA in allen hier gelisteten Pathogenen an der Stelle 475 ein Isoleucin (I) codiert.

Grundsatzlich lasst sich der, zuvor in diesem Kapitel erwéhnte, Verwandtschaftsgrad der

Pathogene anhand ihrer Sequenzunterschiede in dem hier aufgezeigten Abschnitt ableiten. Somit
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zeigen PHAKPA und PUCCR aufgrund ihrer gemeinsamen Ordnung der Rostpilze die meisten
Ahnlichkeiten in dem hier gezeigten CYP51-Abschnitt auf. Eine weitere Gruppe bilden SEPTTR,
CERCBE, RAMUCC, PYRNTR, LEPTBG, PLEOAL und VENTIN, die der Klasse der
Dothideomycetes (Ascomycota) zuzuordnen sind. Auch UNCINE, ERYSGT und BOTRCI zeigen
Gemeinsamkeiten (z. B. Position 145). CANDAL zeigt die meisten Unterschiede im Vergleich zur
PHAKPA WT-Sequenz auf.

3.2.4 Proteinmodellierung des CYP51 unter Beriicksichtigung der bekannten Mutationen
in P. pachyrhizi

Zur besseren Einschatzung der Positionen, der in dieser Arbeit neu identifizierten,
Resistenzmutationen V130A, 1145V und F154Y in der CYP51-Proteinstruktur von P. pachyrhizi,
wurde ein Homologiemodell mit Hilfe der Software Molecular Operating Environment (MOE)
erstellt (Abbildung 11). Da bisher keine Kristallstruktur des CYP51 von P. pachyrhizi verfugbar ist,
basiert das Modell auf einer experimentellen Struktur des CYP51-Proteins von Aspergillus
fumigatus (PDB ID: 6CR2). Das CYP51-Protein (WT) wurde mithilfe von Dr. lan Craig (BASF SE)
modelliert und die Aminosauren, die als Positionen der in P. pachyrhizi vorkommenden
Mutationen identifiziert wurden, farblich (gelb) hervorgehoben und entsprechend gekennzeichnet.
Zur Veranschaulichung des aktiven Zentrums wurde in das Modell eine DMI-Struktur (pink)
hinzugefugt, welche analog zu dem in Pharmaziestudien verwendeten VNI ((N-1-(2,4-
dichlorophenyl)  2-(1H-imidazol-1-yl)ethyl)-4-(5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)benzamide)  ist.
Abbildung 11 (A) zeigt das CYP51-Protein mit allen Positionen bereits bekannter und neu
identifizierter Mutationen in P. pachyrhizi. Des Weiteren wird die Lage der Ham-Gruppe (tirkis),
des DMI (pink) und somit die Lage des aktiven Zentrums des Proteins verdeutlicht. In
Abbildung 11 (B) wird das aktive Zentrum mit Ham-Gruppe, DMI und anliegenden Mutationen in

einer vergroRerten Version dargestellt.
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Y131F/H

9

A

Abbildung 11: Homologiemodell des Sterol-14-a-Demethylase-Enzyms (CYP51) von Phakopsora
pachyrhizi mit Darstellung der Lage der Aminosauren des Wildtyps (gelb), die als Position der
bekannten Mutationsstellen identifiziert wurden. Das Homologiemodell basiert auf der Réntgenstruktur
des CYP51-Enzyms von Aspergillus fumigatus (PDB ID: 6CR2). Die Struktur des Enzyms ist in blau und
die HAM-Gruppe in turkis (Strichmodell) dargestellt. Innerhalb des aktiven Zentrums des Enzyms, ist die
Struktur eines DMI (VNI) (pink) abgebildet. (A) zeigt einen Uberblick des kompletten Enzyms wohingegen
(B) eine Nahaufnahme des aktiven Zentrums mit Him-Gruppe und DMI darstellt.
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Der Abbildung 11 (A) lasst sich entnehmen, dass sich die jeweiligen Mutationsstellen in
P. pachyrhizi an unterschiedlichen Positionen befinden: Wahrend die Aminosauren an Position
120, 130 und 131 im aktiven Zentrum und somit in engerem Kontakt zum DMI liegen
(Abbildung 11, B), befinden sich die Aminosauren an Position 142, 145, 154 und 475 nicht in
direkter Verbindung zum aktiven Zentrum des Enzyms. Die Aminosauren K142, 1145 und 1475
stehen hingegen in engem Kontakt zu der Ham-Gruppe, wohingegen die Aminosaure F154 die
weiteste Entfernung sowohl zu der Him-Gruppe als auch zu der DMI-Bindungsstelle aufweist. Bei
der neuen Mutation V130A ist durch die Lage innerhalb des aktiven Zentrums ein direkter Einfluss
mittels Van-der-Waals-Kréfte auf die Bindung des DMI wahrscheinlich. Die neue Mutation 1145V
hingegen, bt moglicherweise einen indirekten Einfluss auf die Bindung des DMI aus, indem
ungerichtete Van-der-Waals-Kréfte die Lage der HAm-Gruppe und somit die Bindung des DMIs
beeinflussen kénnten. Durch die exponierte Lage der neuen Mutation F154Y ist kein direkter oder
indirekter Einfluss sowohl auf die Bindung des DMIs als auf die Lage des Hams ersichtlich. Wie
bereits durch Schmitz et al. (2014) beschrieben, ist neben der Aminosaureposition 1145 auch die
Position 1475 nah genug am Ha&m gelegen, um ungerichtete Van-der-Waals-Krafte und damit
einen Einfluss auf die Lage des Hams auszullben. Die Position K142 hingegen ist durch ihre
Position in der Lage, eine Salzbriicke mit einer der Carboxylgruppen des Hams zu bilden und
somit einen direkten Einfluss auf die Bindung des Hams zu nehmen. Somit kann auch die Mutation

K142R einen indirekten Einfluss auf die Bindung des DMIs austiben.

3.3 Uberexpressionsanalysen des CYP51 der Einsporisolate von
P. pachyrhizi

In bereits vorangegangenen Studien konnte durch Schmitz et al. (2014) bestatigt werden, dass
neben SNPs eine Uberexpression des CYP51 in einzelnen Isolaten vorliegen kann. Aus diesem
Grund wurde eine Expressionsmessung des CYP51, mit den in dieser Arbeit gewonnenen
Einsporisolaten von P. pachyrhizi, durchgefihrt. Hierbei wurde zum einen ermittelt, ob die
Einsporisolate eine grundsétzliche Uberexpression des CYP51 aufzeigen und zum anderen, ob
eine DMI-Applikation eine direkte Auswirkung auf die relative Expression des CYP51 der
Einsporisolate hat. Als Referenzgen wurden a-Tubulin genutzt und als sensitives Referenzisolat
das Isolat 8 verwendet, welches im Rahmen der Dissertation von Schmitz (2013) durch seine
geringe Expression des CYP51 auffiel. Fir die Analysen wurde die cDNA der Einsporisolate von
P. pachyrhizi verwendet. Zur Ermittlung, ob eine DMI-Behandlung eine direkte Auswirkung auf die
relative Expression des CYP51 der jeweiligen Isolate hat, wurde die RNA jedes Einsporisolates

aus einem DLT extrahiert und in cDNA transkribiert (Fungizide, Tabelle 6). Je Wirkstoff und Isolat

71



Ergebnisse

wurden die Befallsstellen aus 0 mg/l (Kontrolle) und der hdchstmdéglichen Konzentration, in
welcher noch ausreichend Befall fiir die Extraktion vorhanden war, verwendet. In jedem gPCR-
Durchlauf wurden Doppelbestimmungen sowohl fiir den Nachweis des CYP51 als auch des a-
Tubulin angesetzt. Alle Durchlaufe wurden mindestens zweimal wiederholt. Die Ct-Werte wurden
mit der Software gPCRsoft® 3.4 bestimmt und die Berechnung der relativen Expression erfolgte
durch die AACt-Methode. Die Ergebnisse der relativen Expression des CYP51 der unbehandelten
Einsporisolate sind Abbildung 12 zu entnehmen. Neben der relativen Expression wurde zusétzlich
der Standardfehler (SE) zwischen den Wiederholungen berechnet und in der Grafik in Form von
Fehlerbalken aufgefuhrt.

801
P. pachyrhizi Isolate
B s Reterenzisolat)

MS2-256/18P (Wildtyp)
MS1-256/18P (F120L + V130A + Y131F (17 %))

60

MS1-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 %))
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MS3-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 %))
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Abbildung 12: Relative Expression des CYP51 der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi. RNA
wurde aus einem DLT aus den unbehandelten Kontrollen (0 mg/l) isoliert und in cDNA transkribiert. Zur
Normalisierung wurde das Referenzgen a-Tubulin und als Referenzisolat das sensitive Isolat 8 aus Schmitz
(2013) verwendet. Die Ct-Werte wurden mit der Software gPCRsoft® bestimmt und die Berechnung der
relativen Expression erfolgte durch die AACt-Methode. Zusétzlich wurde der Standardfehler (SE) zwischen
den Wiederholungen berechnet und in der Grafik in Form von Fehlerbalken aufgefihrt.

In Tabelle 20 wurde aufgefiihrt, inwiefern eine DMI-Applikation direkte Auswirkung auf die relative
Expression des CYP51 der jeweiligen Einsporisolate aufzeigt. Es wurden die Wirkstoffe
Prothioconazol, Tebuconazol, Epoxiconazol, Difenoconazol, Cyproconazol, Metconazol und
Tetraconazol in Form eines DLT appliziert und wie zuvor beschrieben, die RNA extrahiert, in cDNA
transkribiert und eine qPCR durchgefuhrt. Als Referenzgen diente erneut a-Tubulin und als
Referenzisolat wurde die cDNA der unbehandelten Kontrolle jedes Isolates verwendet. In der
Tabelle 20 sind zwei der neun Einsporisolate aufgefiihrt. Eine Tabelle, welche die Daten der

weiteren Einsporisolate auflistet, ist im Anhang gelistet (Tabelle A24).

72



Ergebnisse

Tabelle 20: Relative Expression des CYP51 der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi nach
Anwendung unterschiedlicher Demethylierungsinhibitoren im Detached Leaf Test. RNA wurde aus
mit P. pachyrhizi infizierten Befallsstellen von unbehandelten und behandelten Blattern extrahiert und in
cDNA transkribiert. Es wurden die infizierten Bereiche verwendet, die in den hdchsten Konzentrationen
vorhanden waren (0,3/1/3/10/30/100 mg/l) sowie die Befallsstellen aus den Kontrollen (0 mg/l). Die
Wirkstoffe Prothioconazol, Tebuconazol, Epoxiconazol, Difenoconazol, Cyproconazol, Metconazol und
Tetraconazol wurden appliziert. In dieser Tabelle wurde der relative Expressionsunterschied zur jeweils
unbehandelten Kontrolle, stellvertretend flir zwei der neun Einsporisolate, aufgefiihrt. Zur Normalisierung
wurde das Referenzgen a-Tubulin und als Referenzisolat wurde die unbehandelte Kontrolle jedes
Einsporisolates verwendet. Die Ct-Werte wurden mit der Software gPCRsoft® bestimmt und die Berechnung
der relativen Expression erfolgte durch die AACt-Methode. Zusatzlich wurde der Standardfehler (SE)
zwischen den Wiederholungen und die fiir die RNA-Extraktion verwendeten Konzentrationen gelistet.

. Expressions-
Konzentration unterschied zur  Standardfehler
Isolat Behandlung
(mg/l)2 unbehandelten (SE)
Kontrolle (0 mg/)

Kontrolle 0 1,0 0,0

Prothioconazol 3 1,3 0,3

Tebuconazol 3 11 0,2

MS2-256/18 Epoxiconazol 1 0,9 0,0
(Wildtyp) Difenoconazol 30 0,9 0,1
Cyproconazol 1 1,0 0,1

Metconazol 1 11 0,2

Tetraconazol 3 11 0,1

Kontrolle 0 1,0 0,0

Prothioconazol 10 11 0,3

Tebuconazol 100 1,2 0,3

Epoxiconazol 30 1,2 0,1

MS1-259/18

Difenoconazol 100 0,8 0,1

Cyproconazol 30 0,7 0,0

Metconazol 100 0,7 0,1

Tetraconazol 30 11 0,3

a Unterschiedliche Konzentrationen je nach Wirksamkeit des Wirkstoffs. Fur die Analyse wurden die RNA aus den
infizierten Bereichen isoliert, die in den héchsten Konzentrationen vorhanden waren (0,3/1/3/10/30/100 mg/l). Ebenfalls
wurde als Referenz die RNA aus den Befallsstellen der unbehandelten Kontrollen (0 mg/l) extrahiert.
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Der Tabelle 20 lasst sich entnehmen, dass eine Applikation unterschiedlicher DMI keine direkte
Auswirkung auf die relative Expression des CYP51 in den Einsporisolaten aufweist. Sowohl die
zwei hier gelisteten Einsporisolate (Tabelle 20) als auch die weiteren sieben (Tabelle A24), zeigen
nach der Applikation keine Unterschiede in der Expression des CYP51 im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle auf.

3.4 DMI-Sensitivitat der Einsporisolate von P. pachyrhizi

Nach einer molekularbiologischen Analyse der fur diese Arbeit generierten Einsporisolate von
P. pachyrhizi, wurden die unterschiedlichen CYP51-Haplotypen hinsichtlich ihrer Sensitivitat
gegenuber DMI Uberprift. Diese Studien mussten aufgrund der biotrophen Lebensweise von
P. pachyrhizi an lebendem Pflanzenmaterial durchgefuhrt werden. Da in Gewachshausversuchen
eine Vermischung der unterschiedlichen Einsporisolate nicht ausgeschlossen werden konnte,

wurden die Sensitivitatsuntersuchungen in Form von DLTs durchgefiihrt.

Fur die Sensitivitatsstudien wurden die DMI Prothioconazol (Proline®, 250 g/l), Epoxiconazol
(Opus®, 125 g/l), Cyproconazol (Alto®, 240 g/l), Tetraconazol (Eminent®, 100 g/I), Difenoconazol
(Score®, 250 g/l), Tebuconazol (Folicur®, 250 g/l) und Metconazol (Caramba®, 60 g/l) als
Soloformulierungen in sieben Konzentrationen (0,3/1/3/10/30/100 mg/l) ein Tag praventiv
appliziert. Zur Inokulation wurden neun Einsporisolate von P. pachyrhizi mit unterschiedlichen
CYP51-Haplotypen verwendet (Tabelle 3.2.1.1). Die Auswertung erfolgte 14 Tage nach der
Inokulation, indem die befallene Blattflache (%) visuell erfasst bzw. geschatzt wurde. In jedem
Test wurden je Konzentration und Wirkstoff, fiir jedes Isolat drei Wiederholungen mitgefiihrt.
Zuséatzlich wurde das sensitive Einsporisolat MS2-256/18P (WT) als Referenzisolat und
Prothioconazol als Referenzwirkstoff in jedem Test als zusatzliche Kontrolle verwendet. Jeder

Haplotyp wurde mindestens in zwei unabhangigen Versuchen getestet.

In Tabelle 21 ist ein Auszug eines DLTs aufgefiihrt. Hierbei sind drei (Prothioconazol,
Epoxiconazol, Tebuconazol) der sieben verwendeten DMI sowie zwei der neun Einsporisolate
beispielhaft aufgelistet. Es wurde das WT-Einsporisolat gewahlt, welches keine Mutationen im
CYP51 aufweist sowie das Isolat MS1-261/18P, welches unter anderem, mit der neu identifizierten
Mutation V130A im CYP51, ausgestattet ist. Im Beispiel ist eine der insgesamt drei

Wiederholungen je Wirkstoff und Konzentration aufgefihrt.
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Tabelle 21: Auszug eines Detached Leaf Tests mit Phakopsora pachyrhizi. Hierbei wurden drei der
insgesamt sieben getesteten DMI (Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol, Tetraconazol,
Difenoconazol, Tebuconazol, Metconazol) beispielhaft aufgefiihrt sowie zwei der neun Einsporisolate von
P. pachyrhizi. In der Darstellung wurde das sensitive Einsporisolat MS2-256/18P (WT) sowie das
Einsporisolat MS1-261/18P, welches die Mutationskombination F120L + V130A + Y131F im CYP51
aufweist, gewahlt. Je Konzentration wurde eine der drei Wiederholungen aufgefiihrt und die
Konzentrationen sind von links (0 mg/l, unbehandelte Kontrolle) nach rechts (100 mg/l, hdchste
Konzentration) aufsteigend angeordnet.

Konzentration (mg/l)

Isolat
(Mutationen im Wirkstoffe 0 0,3 1 3 10 30 100
CYP51)

Prothioconazol

MS2-256/18P

(WT, keine Epoxiconazol
Mutation)

Tebuconazol

MS1-261/18P Prothioconazol

(F120L +

V130A + Epoxiconazol
Y131F)

Tebuconazol

In der Tabelle 21 Iasst sich zum einen der Unterschied in der Wirksamkeit der verschiedenen DMI
bei einem Einsporisolat erkennen und zum anderen der Unterschied in der Wirksamkeit der DMI
zwischen den zwei gelisteten Einsporisolaten. Bei dem WT-Einsporisolat l&sst sich eine nahezu
vollstindige Hemmung bei bereits 3 mg/l beobachten, wohingegen das Wachstum des Isolates
MS1-261/18P erst bei einer Applikationsrate von 100 mg/l Prothioconazol bzw. Tebuconazol

vollstandig kontrolliert wurde. Epoxiconazol zeigt auch bei 100 mg/l keine vollstandige Inhibition.

Eine detaillierte Ubersicht der Wirksamkeit der getesteten DMI gegeniiber den unterschiedlichen
CYP51-Haplotypen der Einsporisolate von P. pachyrhizi ist den nachfolgenden Unterkapiteln zu

entnehmen.
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3.4.1 |Inhibitionskurven

In diesem Kapitel sind die Inhibitionskurven aufgefuhrt, welche sich durch die Ergebnisse der
durchgefuhrten DLTs ergaben. Die Graphen wurden mit RStudio erstellt, unter Berlicksichtigung

folgender Formel zur Berechnung der Wirksamkeit der Fungizide:
Inhibition (%) = 1 — (MW (Befall behandelt (%)) / MW (Befall unbehandelt (%))) x 100

Zusétzlich wurde der SE in Form von Fehlerbalken angegeben. Hier ist zu erwéhnen, dass die
Abweichungen zwischen den verschiedenen Versuchen lediglich gering waren, was
hochstwahrscheinlich auf die Verwendung von Einsporisolaten zurtickzufihren ist. Jedes
Einsporisolat ist mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet. Zusatzlich wurden sowohl
Farbbereiche als auch Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der unterschiedlichen
CYP51-Haplotypen ermdglicht. Somit entspricht der WT einem Kreissymbol (blau), die
Haplotypen, welche die Mutationskombination F120L + V130A + Y131F enthalten, einem Dreieck
(Rotténe) und die Haplotypen welche mit den Mutationskombinationen F120L + Y131H
(+ 1145V/F154Y) enthalten, einem Viereck (Griintdne). Bei der Beschreibung der Abbildungen in
diesem und in folgenden Kapiteln (Kapitel 3.4.2 und 3.4.3), wird zur Simplifikation teilweise von

grinen bzw. roten Haplotypen gesprochen.

In Abbildung 13 sind die Inhibitionskurven der Einsporisolate von Prothioconazol aufgezeigt und
in Abbildung 14 jene von Metconazol. Die Inhibitionskurven der verbleibenden Wirkstoffe sind im
Anhang (Abbildungen A22-A26) aufgefihrt, werden in diesem Kapitel dennoch

zusammengefasst.

Der nachfolgenden Abbildung 13 lasst sich entnehmen, dass das sensitive WT-Einsporisolat
durch Prothioconazol bereits bei 3 mg/l zu 90 % und somit fast vollstandig gehemmt wird. Die
Einsporisolate, welche Mutationskombinationen im CYP51 aufweisen, werden im Vergleich
deutlich spéater kontrolliert. Das Wachstum der Haplotypen F120L + Y131H (+ 1145V) wird durch
Prothioconazol bei 30mg/l vollstaindig gehemmt, wohingegen der  Haplotyp
F120L + Y131H + F154Y in dieser Konzentration zu 80 % kontrolliert werden konnte. Bei 100 mg/l
werden alle Haplotypen, welche sich aus der Mutationskombination F120L + Y131H
zusammensetzen, vollstdndig  kontrolliert. Die  Einsporisolate, welche Uber die
Mutationskombination F120L + V130A + Y131F verfligen, werden bei 100 mg/l zu 80-90 %
kontrolliert und somit konnte mit den hier verwendeten Konzentrationen keine vollstéandige

Hemmung dieses Haplotypen durch Prothioconazol erreicht werden.
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Abbildung 13: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi durch
Prothioconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fir neun Einsporisolate
aufgefiihrt. Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zuséatzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen
(Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rottdne), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) =
Viereck (Gruntone)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines
jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist
der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.

In der nachfolgenden Abbildung 14 wurden die Inhibitionskurven der Einsporisolate durch
Metconazol dargestellt. Das WT-Isolat wurde bereits bei 3 mg/l nahezu vollstandig kontrolliert. Der
durch Rotténe hervorgehobene Haplotyp F120L + V130A + Y131F wurden in der hdchsten
Konzentration zu 70-80 % gehemmt. Die durch Grunténe hervorgehobenen Haplotypen
(F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y)) hingegen, konnten in der hdchsten Konzentration durch
Metconazol lediglich zu 15-25 % kontrolliert wurden. Somit kann durch eine Applikation von
Metconazol, in einem Konzentrationsbereich von bis zu 100 mg/l, lediglich der WT vollstandig
kontrolliert werden und es zeigen sich zusatzlich deutliche Unterschiede im Hinblick auf die
unterschiedlichen CYP51-Haplotypen. Im Vergleich zu Abbildung 13 fallt auf, dass Prothioconazol
die Haplotypen, welche in Grinténen dargestellt sind (F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y)) besser
kontrollieren kann als den roten Haplotyp (F120L + V130A + Y131F). Bei Metconazol verhalten
sich die Inhibitionskurven entgegengesetzt. Hier wird der rote Haplotyp besser kontrolliert als die

Grunen.
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Abbildung 14: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi durch
Metconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fir neun Einsporisolate aufgefihrt.
Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusatzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen
(Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rotténe), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) =
Viereck (Gruntone)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines
jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist
der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.

Alle weiteren Inhibitionskurven werden im Anhang in den Abbildungen A22-A26 dargestellt.
Hierbei zeigen Epoxiconazol und Tetraconazol &hnliche Verlaufe der Inhibitionskurven
(Abbildung A22 und A24). Beiden Wirkstoffen gelingt es, das WT-Isolat im angegebenen
Konzentrationsbereich  vollstandig zu hemmen. Das Wachstum des Haplotypen
F120L + V130A + Y131F wurden mit beiden Wirkstoffen auch in der héchsten Konzentration (100
mg/l) lediglich zu 20 % reduziert. Die grinen Haplotypen (F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y))
konnten in Epoxiconazol in der hdchsten Konzentration zu 70-90 %, bei Tetraconazol je nach
Mutationskombination zu 50-90 % kontrolliert werden.

Cyproconazol (Abbildung A23) zeigt in der hdchsten Konzentration eine ausreichende Kontrolle
sowohl des Haplotypen F120L +V130A +Y131F als auch der grinen Haplotypen
(F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y)). Hierbei konnten die griinen Haplotypen zu 80-100 % und der
rote Haplotyp zu ca. 60 % kontrolliert werden. Der WT wird bereits bei 3 mg/l vollstandig gehemmit.
Cyproconazol zeigt somit, speziell im Hinblick auf den Haplotyp F120L + V130A + Y131F, eine
bessere Wirksamkeit als Epoxi- und Tetraconazol.
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Durch Tebuconazol gelingt eine nahezu vollstandige Hemmung (> 90 %) des Haplotypen
F120L + V130A + Y131F (100 mg/l). Die Haplotypen F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) werden in
der hochsten Konzentration lediglich zu ca. 15-40 % kontrolliert. Im Hinblick auf die Wirksamkeit
von Tebuconazol verhalt sich der Wirkstoff ahnlich wie Metconazol (Abbildung A26). Auch hier
werden, im Vergleich zu den anderen DMI, der rote Haplotyp (F120L + V130A + Y131F) in der

hochsten Konzentration deutlich besser kontrolliert als die Grlinen.

Difenoconazol (Abbildung A25) zeigt die geringste Wirksamkeit gegenuber allen getesteten
CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi. Ausschlie3lich das WT-Isolat wird in der hdchsten
Konzentration nahezu vollstandig gehemmit. Alle weiteren CYP51-Haplotypen kénnen mit den hier
verwendeten Konzentrationen nicht ausreichend kontrolliert werden. Hierbei zeigt Difenoconazol
eine gering starkere Wirksamkeit gegeniiber den Haplotypen F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y).

3.4.2 Inhibition bei 10/30/100 mg/I

In der nachfolgenden Abbildung 15 wurde die Inhibition (%) der Einsporisolate von P. pachyrhizi
durch unterschiedliche DMI in drei Konzentrationen dargestellt. Hierfir wurden die
Konzentrationen 10 mg/l (A), 30 mg/l (B) und 100 mg/l (C) gewahlt, da hier eine Differenzierung
der DMI-Sensitivitaten der unterschiedlichen CYP51-Haplotypen am deutlichsten herausgestellt
wurde. Die prozentuale Inhibition wurde in Form von Balkendiagrammen dargestellt, welche

zusatzlich den SE zwischen den Wiederholungen mittels Fehlerbalken beriicksichtigt.

Der Abbildung 15 (A) lasst sich auf einem Blick entnehmen, welcher Haplotyp von P. pachyrhizi
durch die unterschiedlichen DMI am besten kontrolliert werden kann. Es ist zu erkennen, dass in
der geringsten hier abgebildeten Konzentration von 10 mg/I sowohl Prothioconazol, Epoxiconazol,
Cyproconazol, Tebuconazol als auch Metconazol bereits eine vollstéandige Inhibition des WT-
Einsporisolates von P. pachyrhizi erreichen. Tetraconazol liegt mit einer Wirksamkeit von ca. 75 %
leicht und Difenoconazol mit 25 % deutlich darunter. Bei allen weiteren Haplotypen wird in einer
Konzentration von 10 mg/l (A) keine bzw. lediglich eine geringe Inhibition erreicht. Hier zeigen
Prothioconazol im Hinblick auf die grinen Haplotypen (F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y)) und
Tebuconazol auf den roten Haplotyp (F120L + V130A + Y131F) bereits eine geringe Wirksamkeit.

In der nachsthéheren Konzentration von 30 mg/l (Abbildung 15, B) wird der WT von Tetraconazol

vollsténdig und durch Difenoconazol zu 80 % gehemmt. Prothioconazol gelingt eine Inhibition der

Haplotypen F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) von 80-100 % und zeigt somit die beste

Wirksamkeit bei diesen Mutationskombinationen, gefolgt von Cyproconazol mit einer Inhibition

von ca. 35-65 % und Epoxiconazol (ca. 20—35 %). Alle weiteren hier getesteten Wirkstoffe zeigen

bei 30 mg/l eine unzureichende Wirksamkeit gegentber den grinen Haplotypen mit der
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Mutationskombination F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y). Der Haplotyp F120L + V130A + Y131F,
wurde in dieser Konzentration durch Tebuconazol und Metconazol am besten gehemmt. Hierbei
zeigt Tebuconazol mit 50-80 % eine bessere Wirkung als Metconazol mit 45-70 %. Durch

Prothioconazol wird eine Inhibition des roten Haplotypen von 27-45 % erreicht.

In der hochsten angewendeten Konzentration von 100 mg/l (Abbildung 15, C) zeigt
Prothioconazol die beste Wirkung im Hinblick auf alle getesteten CYP51-Haplotypen von
P. pachyrhizi. Hierbei werden, neben der vollstandigen Kontrolle der griinen, ebenfalls der rote
Haplotyp F120L + V130A + Y131F zu 80-90 % inhibiert. Auch Cyproconazol zeigt eine Kontrolle
des Haplotypen F120L + V130A + Y131F (55-70 %) und eine vollstandige Hemmung der
Haplotypen F120L + Y131H (+ I1145V/F154Y). Sowohl Epoxi- als auch Tetraconazol zeigen eine
Wirkung im Hinblick auf die grinen Haplotypen (F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y)). Bei
Epoxiconazol zeichnet sich eine Wirksamkeit von 70-90 % und bei Tetraconazol von 50-90 %
ab. Das Wachstum des Haplotypen F120L + V130A + Y131F wird durch beide Wirkstoffe
unzureichend gehemmt (max. 20 %). Difenoconazol gelingt in der héchsten Konzentration
lediglich eine Hemmung des WTs. Im Hinblick auf die weiteren Haplotypen wird die beste Kontrolle
bei der Mutationskombination F120L + Y131H + (1145V), mit ca. 20-30 % Inhibition erreicht.
Neben Prothioconazol, zeigen auch Tebuconazol und Metconazol eine Kontrolle des Haplotypen
F120L + V130A + Y131F. Wahrend Metconazol in der Wirkung mit Prothioconazol gleichzusetzen
ist (ca. 80 %), zeigt Tebuconazol mit 93—100 % Inhibition eine nahezu vollstandige Hemmung.
Sowohl Metconazol als auch Tebuconazol zeigen, im Gegensatz zur guten Wirkung gegentiber
des roten Haplotypen (F120L + V130A + Y131F), eine unzureichende Wirkung von bis zu 35 %
in den Haplotypen F120L + Y131H + (1145V/F154Y).
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Abbildung 15: Inhibition (%) der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi durch unterschiedliche
Demethylierungsinhibitoren, dargestellt bei 10 mg/l (A), 30 mg/l (B) und 100 mg/l (C). Es wurde die
Inhibition der Einsporisolate in drei Konzentrationen durch die Wirkstoffe Prothioconazol, Epoxiconazol,
Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol und Metconazol aufgefiuihrt. Jedes der
Einsporisolate ist mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusétzlich wurden Farbtone verwendet,
welche die Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen (Wildtyp = Blau, F120L + V130A + Y131F =
Rotténe, F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) = Grintdne). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige
Mutationsanteil (%) innerhalb eines Einsporisolates zu entnehmen. Neben der Inhibition (%) ist der
Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.

3.4.3 EDso-Werte, Resistenzfaktor und Kreuzresistenz

Im nachfolgenden Kapitel wurden sowohl die EDso-Werte, der Resistenzfaktor (RF) sowie die
Korrelationen der verwendeten DMI, hinsichtlich ihrer Wirksamkeit auf unterschiedliche CYP51-
Haplotypen von P. pachyrhizi, aufgefihrt. Die EDso-Werte wurden durch die Ergebnisse der
Sensitivitatsstudien unter zusatzlicher Verwendung der Software E-WorkBook Suite/Labbooq
ermittelt. Die EDso-Werte geben die Konzentration an, in der das jeweilige Einsporisolat von
P. pachyrhizi durch die Anwendung unterschiedlicher DMI zu 50 % inhibiert wurde. Der RF wurde
berechnet als das Verhaltnis der mittleren EDso-Werte eines angepassten CYP51-Haplotypen zu
den mittleren EDso-Werten des CYP51-WTs von P. pachyrhizi. Es wurden die DMI Prothioconazol,

81



Ergebnisse

Epoxiconazol, Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol und Metconazol im
Hinblick auf ihre Wirksamkeit gegeniber unterschiedlicher CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi
bertcksichtigt. Zur Bestimmung der Korrelation, wurden ebenfalls die durch den DLT ermittelten
EDso-Werte verwendet. Mittels dieser Korrelationen (R?2) kann eine Aussage Uber eine mdgliche

Kreuzresistenz getroffen werden.

In Abbildung 16 sind die EDso-Werte fiir Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol,
Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol und Metconazol bei den jeweiligen Einsporisolaten
von P. pachyrhizi aufgefuihrt. Es wurden die Mittelwerte der Versuchswiederholungen verwendet
und zusétzlich der SE in Form von Fehlerbalken angegeben. Jeder der Einsporisolate ist mit einer
spezifischen Farbe gekennzeichnet. Zusatzlich wurden sowohl Farbbereiche als auch Symbole
verwendet, welche die Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglicht. Wie bereits in den
vorherigen Kapiteln wird bei der Beschreibung der Abbildung zur Simplifikation teilweise von
griinen bzw. roten Haplotypen gesprochen.

Je nach CYP51-Haplotyp und angewendetem DMI, lassen sich der Abbildung 16 EDso-Werte von
0,8-100 mg/l entnehmen. Wahrend fir alle angewendeten DMI bei dem WT-Einsporisolat eine
geringe Bandbreite der EDso-Werte zu verzeichnen ist, sind fur die vier weiteren CYP51-
Haplotypen, welche mit Mutationskombinationen ausgestattet sind, EDso-Werte in einer grof3en

Bandbreite von 10—-100 mg/l zu entnehmen.

Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol, Tebuconazol und Metconazol verzeichnen fir das
WT-Einsporisolat EDso-Werte von 0,78-1,75 mg/l, wohingegen Tetraconazol mit 4 mg/l und
Difenoconazol mit 19 mg/l eine deutlich geringere Wirksamkeit gegeniiber dem WT von
P. pachyrhizi aufweisen. Die geringe Wirksamkeit von Difenoconazol wird auch im Hinblick auf
die weiteren CYP51-Haplotypen deutlich, da fiir keinen hier getesteten Haplotyp EDso-Werte
unterhalb der h6chsten Konzentration von 100 mg/l erreicht wurden. Tetraconazol konnte lediglich
fur den Haplotyp F120L + Y131H (EDso = 48 mg/l) eine Wirksamkeit aufweisen, wohingegen fur
die weiteren Haplotypen EDso-Werte von 82—100 mg/l ermittelt wurden.
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Abbildung 16: Sensitivitat der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi gegentber
Demethylierungsinhibitoren. Die mittleren EDso-Werte wurden in Detached Leaf Tests fir Prothioconazol,
Epoxiconazol, Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol und Metconazol fir die jeweiligen
Einsporisolate ermittelt. Jeder der Einsporisolate ist mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und
zusatzlich wurden Farbtone und Symbole verwendet, welche die Klassifizierung der CYP51-Haplotypen
ermoglichen  (Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A +Y131F = Dreieck (Rottone),
F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) = Viereck (Grunténe)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige
Mutationsanteil (%) innerhalb eines jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Neben den mittleren EDso-
Werten ist der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.
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Der Haplotyp F120L + V130A + Y131F (Rottone), wurde durch Tebuconazol am besten
kontrolliert (EDso = 11-27 mg/l). Auch Metconazol (EDso=23-39 mg/l) und Prothioconazol
(EDso = 27-29 mg/l) zeigten eine Wirkung gegentber diesem Haplotyp. Cyproconazol mit EDso-
Werten von 77-98 mg/l und Epoxiconazol (EDso > 100), ebenso wie Tetraconazol und

Difenoconazol (EDse > 100) konnten keine ausreichende Wirkung erzielen.

Fur die Haplotypen F120L + Y131H +1145V/F154Y, wurden neben Difenoconazol auch fir
Tebuconazol und Metconazol keine EDsp-Werte erreicht, die unterhalb der hochsten
Konzentration von 100 mg/l lagen. Prothioconazol zeigte die starkste Wirksamkeit gegeniber
diesen Haplotypen (EDso = 10-25 mg/l), gefolgt von Cyproconazol (EDso = 21-38 mg/l) und
Epoxiconazol (EDso = 35-57 mg/l).

In Tabelle 22 ist der aus den EDso-Werten resultierende Resistenzfaktor (RF) aufgefuhrt. Zur
Berechnung des RF wurde das Verhaltnis der mittleren EDso-Werte eines angepassten CYP51-
Haplotypen zu dem mittleren EDso-Wert des CYP51-Wildtypisolates verwendet. Da der RF
abhangig von der intrinsischen Aktivitat eines Wirkstoffs fir das WT-Isolat ist, wurden in der
Tabelle 22 zusétzlich die EDso-Werte des verwendeten sensitiven Einsporisolates MS2-256/18P
aufgefuihrt. Wirkstoffe mit einer hohen intrinsischen Aktivitat fihren haufiger zu héheren RF als
Wirkstoffe mit einer geringeren intrinsischen Aktivitat. Das sensitive Einsporisolat MS2-256/18P
weist keine Mutation im CYP51 auf und wurde somit als WT-Isolat zur Berechnung des RF
verwendet. Es ist allerdings zu bertcksichtigen, dass flr dieses Isolat eine deutliche
Uberexpression (70-fach) im Vergleich zu einem sensitiven Isolat aus dem Jahr 2010 festgestellt
wurde (Abbildung 12). Der RF wurde zur besseren Ubersicht in der nachfolgenden Tabelle 22
folgenden Abstufungen eingefarbt: geringer RF <25 =hellgelb, moderater RF 26—
50 = hellorange und 51-75 = orange, hoher RF > 76 = rot.

Die RF reichen von 5-128 fir alle CYP51-Haplotypen und verwendeten DMI. Es wurden hohe RF
(> 100) fur die Haplotypen F120L + Y131H (+ 145V/F154Y) fir Tebuconazol und Metconazol
ermittelt, wahrend fur Prothioconazol, Cyproconazol, Tetraconazol und Difenoconazol bei diesen
Haplotypen lediglich ein geringer RF < 25 festzustellen ist. Fir Epoxiconazol wurden fir diese
Haplotypen moderate RF von 44—73 ermittelt. Die RF die innerhalb der Haplotypen, welche die
F120L + Y131H beinhalten, ermittelt wurden unterscheiden sich lediglich gering.

Fur den Haplotypen F120L + V130A + Y131F liegen hohe RF (> 100) fur Epoxiconazol vor und
ein moderater RF (> 40) fiur Cyproconazol. Bei Prothioconazol und Metconazol liegen zusatzlich
moderate RF (> 30) vor. Der Unterschied der RF zwischen ca. 17 % Mutationsanteil und 33 %

Mutationsanteil innerhalb des Haplotypen ist gering, aber erkennbar. Fr Tebuconazol liegen die
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RF im niedrigen Bereich von 12—-24. Sowohl flir Tetraconazol als auch fir Difenoconazol lassen
sich niedrige RF, wie bereits fur die Haplotypen F120L + Y131H (+ 145V/F154Y), auch fir den
Haplotyp F120L + V130A + Y131F feststellen. Der RF liegt bei 5 fur Difenoconazol und bei 24 fur
Tetraconazol. Diese vergleichsweise geringen RF, insbesondere flr Difenoconazol, lassen sich

auf die geringe Wirksamkeit gegentiber dem WT-Einsporisolat zurtckfihren.

Tabelle 22: Resistenzfaktoren (RF) der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi far
unterschiedliche Demethylierungsinhibitoren. Zur Berechnung des RF wurde das Verhdltnis der
mittleren EDso-Werte eines angepassten CYP51-Haplotypen zu dem mittleren EDso-Wert des CYP51-
Wildtypisolat MS2-256/18P verwendet. Neben dem RF ist der Tabelle zuséatzlich der mittlere EDso-Wert des
sensitiven Einsporisolates fur jeden Wirkstoff zu entnehmen. Die Einsporisolate, welche denselben
Haplotyp aufzeigen und deren EDso-Werte entsprechend ahnlich waren, wurden zusammengefasst (n). Der
RF wurde in folgenden Abstufungen eingeférbt: geringer RF <25 = hellgelb, moderater RF 26—
50 = hellorange und 51-75 = orange, hoher RF > 76 = rot.

Resistenzfaktor (RF)
6 o o - B —
N (@] o o o 5 _
CYPS51-Haplotyp in © N N N § N %
P. pachyrhizi S 5 5 c 5 £ <
2 2 S g S S 3
5 g 2 5 5 3 g
ey =
a w @) et 3 2
F120L + V130A + Y131F
(17 %) (n = 1) 21 - 44 24 5 12 25
F120L + V130A + Y131F
(33%) (n=3) 30 - 53 24 5 24 36
F120L + Y131H
F120L + Y131H + 1145V
(33%) (n=2) 10 66 20 22 5 -
F120L + Y131H + F154Y
Mittelwert EDso WT
(MS2-256/18P) 1,26 0,78 1,75 4,17 19,38 0,94 0,93

In der nachfolgenden Abbildung 17 sind unterschiedliche Korrelationen aufgefihrt, welche eine
magliche Kreuzresistenz der DMI aufzeigen. Hierzu wurden die durch DLTs ermittelten EDso-
Werte (Abbildung 16) der Einsporisolate von P. pachyrhizi fir unterschiedliche DMI korreliert und
die lineare Korrelation analysiert. Die Korrelationen fir Prothioconazol und Epoxiconazol (A),
Prothioconazol und Cyproconazol (B), Prothioconazol und Tetraconazol (C), Prothioconazol und

Tebuconazol (D), Prothioconazol und Metconazol (E) ebenso wie fur Tebuconazol und
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Metconazol (F) wurden in Abbildung 17 aufgefihrt (weitere Korrelationen, Abbildung A27). Zur
Entscheidung, ob eine aussagekraftige Korrelation vorliegt, ist zusatzlich der p-Wert und das
Bestimmtheitsmald (R2) angegeben. Ist der p-Wert < 0,05 bedeutet dies, dass die Nullhypothese
verworfen und die Alternativhypothese angenommen wird. Somit ist die Korrelation
aussagekraftig. Liegt der Wert > 0,05 wird die Nullhypothese beibehalten und somit leistet die
Korrelation als gewéhltes Modell keinen Klarungsbedarf, d. h. es existiert keine Korrelation. Das
Bestimmtheitsmal3 (R?) gibt an, wie stark abhangig die Variablen zueinander sind und kann Werte
zwischen 0O (keine Abhangigkeit) und 1 (perfekte Abhéngigkeit) annehmen. R2 kann somit als Mal3
fur eine Kreuzresistenz zwischen zwei Wirkstoffen verwendet werden. Je naher der Wert an 1

liegt, desto hoher ist die Kreuzresistenz.

Aus der Abbildung 17 lasst sich ableiten, dass Prothioconazol und Epoxiconazol (A), ebenso wie
Prothioconazol und Cyproconazol (B), eine hohe Korrelation der jeweiligen EDso-Werte aufweisen
(R2>0,8). Zwischen Prothioconazol und Tetraconazol (C) besteht ebenfalls eine Korrelation,
welche allerdings eine geringere Abhangigkeit aufweist (R? = 0,56). Im Gegensatz hierzu besteht
keine Korrelation zwischen Prothioconazol und Tebuconazol (D) und Prothioconazol und
Metconazol (E). Es ist zu erkennen, dass in beiden Fallen die p-Werte > 0,05 liegen und somit
das Modell keinen Klarungsbedarf liefert, d. h. keine Korrelation besteht (R2-Werte < 0,14).
Zusatzlich wurden Tebuconazol und Metconazol (F) auf ihre Korrelation Gberprift. Hier liegt, von
allen getesteten DMI, die hdchste Korrelation und nahezu eine perfekte Abhéangigkeit vor
(R2=0,99). Diese Kreuzresistenz lie3 sich bereits durch die RF in Tabelle 22 vermuten, da beide
Wirkstoffe hohe RF fir die Haplotypen, welche mit der Mutationskombination
F120L + Y131H (+ 145V/F154Y) ausgestattet sind, aufweisen.

Eine starke Korrelation zeigt sich auch bei Epoxiconazol und Cyproconazol (R2=0,95)
(Abbildung A27). Bei Difenoconazol, im Vergleich zu den anderen DMI, ergeben sich aufgrund
der geringen intrinsischen Aktivitat des Wirkstoffs lediglich geringe bzw. keine Korrelationen.
Zwischen Prothioconazol und Difenoconazol besteht beispielsweise keine Korrelation (p-
Wert = 0,11 und R?=0,32) (Abbildung A27). Ebenso zeigt Tebuconazol, im Hinblick auf die
untersuchten CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi, sowohl im Vergleich zu Cyproconazol (p-
Wert = 0,21 und R2=0,21) als auch zu Epoxiconazol (p-Wert =0,37 und R2=0,12), keinerlei
Abhangigkeit zueinander (Abbildung A27).
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Abbildung 17: Korrelation der EDso-Werte fir Prothioconazol und Epoxiconazol (A), Cyproconazol
(B), Tetraconazol (C), Tebuconazol (D), Metconazol (E) ebenso wie fir Tebuconazol und Metconazol
(F) bei Einsporisolaten von Phakopsora pachyrhizi. Die EDso-Werte wurden zur Bestimmung der
linearen Regression ebenso wie fur die Berechnung von (R2?) verwendet. Jedes der Einsporisolate ist mit
einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusétzlich wurden Farbtdéne und Symbole verwendet, welche
die Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen (Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F =
Dreieck (Rottdne), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) = Viereck (Gruntone)). Des Weiteren ist der Legende
der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines Einsporisolates zu entnehmen.

3.5 Mutationsselektion im CYP51 von P. pachyrhizi nach Anwendung
unterschiedlicher DMI

Im folgenden Kapitel wurde Uberprift, welche Mutationen im CYP51 nach der Anwendung

unterschiedlicher DMI selektiert werden. Fir diesen Zweck wurde ein DLT mit den DMI

Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol,
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Metconazol und einem Isolatmix von P. pachyrhizi, bestehend aus Sporen von flnf
Einsporisolaten (Tabelle 14), durchgefihrt. Im Anschluss wurde die gDNA der Befallsstellen jedes
DMI aus sieben Konzentrationen extrahiert und hinsichtlich ihrer Mutationen im CYP51 mittels
Pyrosequenzierung tberprift. Durch diesen Versuch wurde verdeutlicht, welche der im Isolatmix
vorhandenen CYP51-Mutationen durch die jeweilige DMI Behandlung selektiert wurden. In
Abbildung 18 ist der jeweilige Mutationsanteil (%) fur jede im Isolatmix vorhandene CYP51-
Mutation nach der jeweiligen DMI-Anwendung aufgefihrt. Hierbei wurden die Befallsstellen sechs
unterschiedlicher Konzentrationen (0,3/1/3/10/30/100 mg/l) sowie der unbehandelten Kontrolle
(0 mg/l) analysiert. Es ist zu beachten, dass fir Prothioconazol keine Konzentration von 100 mg/l
berticksichtigt werden konnte, da fir eine DNA-Extraktion nicht ausreichend Befall von
P. pachyrhizi zur Verfigung stand. Des Weiteren ist der Mutationsanteil des Inokulums aufgefuhrt.
Die bericksichtigten CYP51-Mutationen sind F120L, V130A, Y131F, Y131H, 1145V und F154Y.
Die weiteren fur P. pachyrhizi bekannten Mutationen im CYP51-Gen (K142R, 1145F, 1475T)
konnten in diesem Versuchsaufbau nicht berticksichtigt werden, da keine Isolate mit diesen
Mutationen vorhanden waren.
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Abbildung 18: CYP51-Mutationswerte (%) von Phakopsora pachyrhizi nach Anwendung
unterschiedlicher Demethylierungsinhibitoren. Die Mutationswerte wurden nach Durchfiihrung eines
Detached Leaf Tests durch eine Analyse der Befallsstellen der jeweiligen Konzentrationen mittels
Pyrosequenzierung erhoben. Zusatzlich ist der Mutationsanteil des Inokulums aufgefiihrt. Zur Inokulation
wurde ein Isolatmix von P. pachyrhizi, bestehend aus Sporen von flunf Einsporisolaten, verwendet. Es sind
lediglich die CYP51-Mutationen aufgelistet, welche in den verwendeten CYP51-Haplotypen vorhanden
waren. Die Mutationen K142R, 1145F und 1475T konnten nicht berticksichtigt werden.
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Aus Abbildung 18 lasst sich entnehmen, dass das Inokulum einen Mutationsanteil von 10 %
F120L und 8 % Y131H vorzuweisen hat. Die unbehandelten Kontrollen des DLTs (0 mg/l)
unterschieden sich nicht von diesen Prozentwerten. Hier wurden im Durchschnitt 13 % F120L und
9 % Y131H detektiert. Da die Nachweisgenauigkeit der Pyrosequenzierungsmethode 5 % betragt
und somit Abweichungen von +5% berlcksichtigt werden muissen, sind diese Werte
gleichzusetzen. Grundsatzlich lasst sich festhalten, dass der Mutationsanteil nach einer DMI-
Anwendung fir alle hier gelisteten Mutationen steigt. Insbesondere die Mutation F120L, welche
in jedem fur die Sporensuspension verwendetem CYP51-Haplotyp vorzufinden ist (Ausnahme
WT), zeigt bereits in geringen Konzentrationen einen deutlichen Anstieg. Somit lasst sich
beispielsweise bei 0,3 mg/l ein Mutationsanteil von 14-24 %, je nach angewendetem DMI,

erkennen. In den hdchsten Konzentrationen liegen Prozentwerte von 32—39 % vor.

Auch der Anteil der Y131H steigt von 9 % in der unbehandelten Kontrolle, auf bis zu 30 % nach
den DMI-Anwendungen an. Hierbei lassen sich Unterschiede, je nach verwendetem Wirkstoff,
feststellen. Wéahrend bei Tebuconazol, Metconazol und Difenoconazol der prozentuale Anteil der
Y131H mit der Ho6he der angewendeten Konzentration zunimmt, ist fur Prothioconazol,
Epoxiconazol, Cyproconazol und Tetraconazol ein anderer Verlauf zu erkennen. Hierbei steigt,
z. B. nach der Anwendung von Prothioconazol, der Mutationsanteil der Y131H auf 24 % (3 mg/l)
und sinkt in den héheren Konzentrationen wieder. Bei 10 mg/l wurden Werte von 17 % Y131H
ermittelt und bei 30 mg/l konnte die Mutation nicht mehr nachgewiesen werden. Ein ahnliches
Verhalten lasst sich auch fuir Cyproconazol beobachten. Hier steigen die Werte auf 24 % (10 mg/l),
bevor sie in den héheren Konzentrationen ebenfalls auf 0 % Y131H abfallen (100 mg/l). Auch bei
Tetraconazol und Epoxiconazol ist ein solcher Verlauf sichtbar. Durch die Anwendung von
Tetraconazol ist nach einem Anstieg auf 20 % Y131H (10 mg/l) ein Riickgang auf 0 % Y131H
(100 mg/l) zu beobachten. Auch nach der Anwendung von Epoxiconazol wurde die Mutation
Y131H nach einem Hochstwert von 22 % (10 mg/l), nach der Anwendung von 100 mg/l, lediglich
zu 8 % detektiert.

Die Mutationen 1145V und F154Y, welche in Kombination mit dem Haplotyp F120L + Y131H
auftreten, zeigen das gleiche Verlaufsmuster, welches bereits zuvor fir die Mutation Y131H
beschrieben wurde. Auch hier steigen die Werte beider Mutationen nach der Anwendung von
Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol und Tetraconazol in den geringeren
Konzentrationen (bis max. 30 mg/l), bevor sie in der hochsten analysierten Konzentration wieder
an prozentualer Haufigkeit verlieren. Bei Tebuconazol und Metconazol hingegen ist erneut eine
Zunahme der Mutationen 1145V und F154Y bis hin zur hdchsten Konzentration von 100 mg/l zu

vermerken. Es werden Werte von maximal 12 % 1145V und 10 % F154Y durch eine Applikation
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von Tebuconazol erreicht. Ahnliche Maximalwerte sind ebenfalls durch die Applikation der
anderen DMI zu erkennen. Grundsatzlich lasst sich somit festhalten, dass die Haplotypen
F120L + Y131H + 1145V/F154Y deutlich weniger durch die Fungizidanwendung selektiert werden
als der Haplotyp F120L + Y131H.

Die Mutationen V130A und Y131F bilden zusammen mit der Mutation F120L einen CYP51-
Haplotyp in P. pachyrhizi (Kapitel 4.4). Somit lasst sich festhalten, dass die analysierten
Prozentwerte der beiden Mutationen V130A + Y131F in Abbildung 18 ann&hernd gleich verlaufen.
Lediglich in den geringen Prozentbereichen (bis 10 %) kommt es, bedingt durch die
Schwankungen von +5 % durch die Pyrosequenzierungsmethode, zu leicht abweichenden
Werten fur V130A und Y131F. Aus diesem Grund werden die Ergebnisse dieser zwei Mutationen
zusammengefasst. Fir Prothioconazol, Cyproconazol und Tetraconazol ist ein stetiger Anstieg
der Mutationen V130A + Y131F ab einer Konzentration von 3 mg/l zu erkennen. Durch
Epoxiconazol wird eine Selektion der beiden Mutationen ab einer Konzentration von 10 mg/l
hervorgerufen. Der prozentuale Anteil der V130A + Y131F nimmt somit durch eine Anwendung
dieser DMI mit der Hohe der angewendeten Konzentration zu. In den hdchsten analysierten
Konzentrationen sind Werte von jeweils bis zu 26 % Mutationsanteil erreicht worden
(V130A + Y131F). Im Vergleich hierzu finden durch die Wirkstoffe Tebuconazol und Metconazol
keine Selektionen dieser Mutationen statt. Mit geringen Ausnahmen von < 8 % Mutationsanteil
lieBen sich die Mutationen V130A + Y131F in keiner hier angewandten Konzentration
nachweisen. Die Ausnahmen sind mdoglicherweise bedingt durch die

Pyrosequenzierungsmethode und kénnen hier vernachlassigt werden.

Zusammenfassend lasst sich hervorheben, dass durch die Wirkstoffe Tebuconazol und
Metconazol die Haplotypen F120L + Y131H, F120L + Y131H + 1145V und
F120L + Y131H + F154Y selektiert werden. Hierbei steigt der Mutationsanteil, in Abhéngigkeit zu
den aufsteigenden Konzentrationen, fir beide Wirkstoffe auf 37 % F120L, 30 % Y131H, 12 %
1145V und 10 % F154Y an. Der Haplotyp F120L + Y131H wird somit am starksten selektiert. Der
Haplotyp F120L + V130A + Y131F wird durch diese zwei DMI nicht selektiert. Ein
entgegengesetztes Verhalten wird fur Prothioconazol, Cyproconazol, Epoxiconazol und
Tetraconazol beobachtet. Nachdem in den geringeren Konzentrationen (3—10 mg/l) vorerst die
Haplotypen F120L + Y131H + 1145V/F154Y selektiert werden, erhéht sich der Mutationsanteil des
Haplotypen F120L + V130A + Y131F in den hotchsten Konzentrationen auf bis zu 26 %.
Difenoconazol zeigt im Gegensatz zu den anderen DMI, bedingt durch die geringe Wirksamkeit
(Kapitel 3.4.3), kein eindeutiges Selektionsmuster auf. In der hdéchsten Konzentration sind sowohl
die Haplotypen F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) als auch F120L + V130A + Y131F vorhanden.
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4 Diskussion

Phakopsora pachyrhizi ist der Erreger des Asiatischen Sojabohnenrostes, welcher aufgrund
seiner biotrophen Lebensweise unter experimentellen Bedingungen im Labor schwieriger als
saprophytische Pilze zu handhaben ist, da Haltung und Vermehrung auf Kulturmedien (in vitro)
nicht méglich sind. Zur Gewinnung der Populationen von P. pachyrhizi werden zumeist infizierte
Blatter aus Regionen mit haufigem Auftreten des Pilzes (z. B. Stidamerika) vor Ort getrocknet und
an den jeweiligen Zielort versendet. In diesem Zeitraum nimmt die Vitalitat der Sporen, je nach
Dauer des Transportes, deutlich ab. Demzufolge ist die Isolatgewinnung und nachfolgende
Vermehrung auf Pflanzenmaterial mit einem groRen Zeitaufwand und mehreren
Ubertragungszyklen verbunden. Der erhéhte Arbeitsaufwand, welcher bereits bei der Erzeugung
vitaler Populationen anfallt, ist womdglich einer der Griinde, warum bislang keine Studien von
P. pachyrhizi verotffentlicht wurden, in denen die Sensitivitat von Einsporisolaten gegeniber
Fungiziden getestet und die Resistenzmechanismen dieser Pilzart in Einsporisolaten
charakterisiert wurden. Unter naturlichen Bedingungen auf dem Feld treten Populationen von
P. pachyrhizi auf, die sehr heterogen sind und aus einer Mischung von sensitiven und
angepassten Individuen bestehen (Akamatsu et al., 2013; Godoy et al., 2016; Garcia-Rodriguez
et al., 2021). Selbst Populationen, die von einem Blatt gewonnen werden, kdnnen aus eigener
Erfahrung eine hohe genetische Variabilitat aufweisen. Diese Variabilitdt der Populationen wird
zusatzlich durch zwei haploide Zellkerne in jeder Uredospore im Vergleich z. B. zu haploiden
Ascomycota erhdht. Einsporisolate von P. pachyrhizi bieten somit die bestmdgliche Alternative,

um die genetische Variabilitat des Pilzes auf ein Minimum zu reduzieren.

Zur Beurteilung der Auswirkungen einer Resistenz des Pilzes gegenluber Fungizide und des
Einflusses der beteiligten Resistenzmechanismen (z. B. Punktmutationen) ist es von Vorteil, mit
Einsporisolaten zu arbeiten, da diese Isolate aus einer Spore stammen und somit genetisch
identische Klone sind. Eigenen Studien zufolge sind Einsporisolate von P. pachyrhizi hinsichtlich
ihrer Genetik tber einen langeren Zeitraum stabil. Die Mdglichkeit die Uredosporen bei -80 °C zu
konservieren und bei Bedarf zu rekultivieren (Schmitz & Stammler, 2012) bietet die Option, die
genetisch identischen Isolaten Uber einen langeren Zeitraum fiir mehrere Forschungsansétze und
Fragestellungen zu nutzen. Somit konnen bspw. Sensitivitdtsuntersuchungen  mit
unterschiedlichen Haplotypen von P. pachyrhizi unter konstanten Voraussetzungen (Genetik) mit
unterschiedlichen Rahmenbedingungen (z. B. unterschiedliche Fungizide) wiederholt
durchgefuhrt werden. Die genetisch identischen Isolate erméglichen eine direkte Vergleichbarkeit

der aus den Sensitivitatsstudien resultierenden EDso-Werte zwischen mehreren Versuchen.
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Daruber hinaus kann eine Charakterisierung der unterschiedlichen Resistenzmechanismen und
deren Einfluss auf Fungizide individuell bewertet werden. Aufgrund ihrer genetischen Stabilitat
stellen die gewonnenen Einsporisolate von P. pachyrhizi somit auch fir zuklnftige Studien ein
wichtiges Hilfsmittel dar, um die Wirksamkeit der bereits bekannten und neuer Fungizide

untereinander zu vergleichen und entsprechend zu bewerten.

Eine Untersuchung der Einsporisolate und ihrer Resistenzmechanismen in Sensitivitatsstudien
ergibt ein Worst-Case-Szenario fur die Wirksamkeit der Fungizide, da die vorherrschenden
Bedingungen in dieser Form in der freien Natur nicht anzutreffen sind. Es wurden unter anderem
hoch adaptierte Einsporisolate verwendet und zudem die Bedingungen fir die Pilzentwicklung
optimal gewahlt (z. B. Temperatur und Luftfeuchtigkeit). Dennoch bieten diese Sensitivitatsstudien
mit hochadaptierten Einsporisolaten die ideale Mdglichkeit, den Einfluss unterschiedlicher
Resistenzmechanismen auf die Wirksamkeit von Fungiziden zu bewerten. Die Ergebnisse kénnen
genutzt werden, um zu beurteilen, wie sich die Populationen von P. pachyrhizi im Feld unter
kontinuierlicher Fungizidanwendung entwickeln kdnnten und welche Auswirkungen eine
selektierte, angepasste Population auf die Fungizidwirksamkeit hat. Diese Informationen sind
hilfreich, um die Geschwindigkeit des Auftretens und der Ausbreitung resistenter Individuen von
P. pachyrhizi im Feld zu bewerten und mit einem geeigneten Resistenzmanagement

entgegenzuwirken.

In dieser Studie wurden Einsporisolate von P. pachyrhizi gewonnen, welche zur Charakterisierung
der Resistenzmechanismen gegeniber Fungiziden dienten (Stilgenbauer et al., 2022). Der
besondere Schwerpunkt der mit diesen Einsporisolaten durchgefiihrten Studien lag auf der
verminderten Sensitivitat gegentiber den DMI sowie auf deren Zielgen CYP51. Zur Beurteilung
der Sensitivitdt der Einsporisolate gegeniber DMI wurde das Detached Leaf Testsystem
verwendet, da diese Methode die Mdglichkeit bietet, mehrere Isolate in einem Versuchsaufbau zu
testen, ohne das Risiko einer Vermischung und Kontamination der Einsporisolate. Frihere
Studien konnten bereits aufzeigen, dass mehrere Resistenzmechanismen an der Anpassung von
P. pachyrhizi gegentber DMI beteiligt sind (Schmitz et al., 2014). In diesem Zusammenhang
wiesen Schmitz et al. (2014) darauf hin, dass neben mehreren SNPs und einer Uberexpression
des CYP51 zusétzlich mehrere Kopien des CYP51 im Genom von P. pachyrhizi vorhanden sind.
Diese Vielzahl von Resistenzmechanismen, die in unterschiedlichen Anteilen in Populationen
vorhanden sind, sowie der dikaryotische Zustand der Uredosporen des Pilzes, geben einen

Hinweis auf die Komplexitat der Resistenzentwicklung von P. pachyrhizi gegentber DMI.

In den folgenden Abschnitten werden Sequenzanalysen des CYP51 der Einsporisolate sowie

deren Sensitivitatsunterschiede gegenuber DMI diskutiert und neben Punktmutationen und der
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Uberexpression auch die Kopienzahl des CYP51 in P. pachyrhizi analysiert. Dariiber hinaus
werden Kreuzresistenzmuster verschiedener DMI im Hinblick auf den zukinftigen Fungizideinsatz
bewertet und zuséatzlich erlautert, welche Mutationen im CYP51 durch die Anwendung

unterschiedlicher DMI selektiert werden.

4.1 Bestatigung der genetischen Identitat der Einsporisolate von
P. pachyrhizi durch konsistente Mutationswerte nach DMI-Behandlung

Vor allem in Regionen mit einem intensiven Sojaanbau und mit geeigneten
Witterungsbedingungen fiir eine Ausbreitung von P. pachyrhizi, stellt der starke Befallsdruck mit
hohen Ertragsausféllen eine grol3e 6konomische Bedeutung dar (Godoy et al., 2016; Langenbach
et al., 2016; Murithi et al.,, 2016). Der vermehrte Einsatz von Fungiziden und der dadurch
ausgeubte Selektionsdruck auf die vorherrschende Pilzpopulation, sorgte in den letzten Jahren
vor allem in Stidamerika fur einen deutlichen Anstieg des Auftretens von Fungizidresistenzen in
P. pachyrhizi. Dies liel3 sich bei den SDHI und Qol aber auch bei den DMI beobachten (Godoy et
al., 2016; Simdes et al., 2017; De Mello et al., 2021; Miller et al., 2021). Bei den SDHI und den
Qol sorgen je eine Mutation im jeweiligen Zielgen fir eine reduzierte Sensitivitat gegentiber den
entsprechenden Wirkstoffen (Godoy et al., 2016; Klosowski et al., 2016b; Simdes et al., 2017).
Bei den DMI zeigte sich durch die vermehrte Anwendung ein kontinuierlicher ,Shift* hin zu einer
angepassten Pilzpopulation auf dem Feld (Godoy et al., 2016). Diese kontinuierliche
Sensitivitatsverschiebung kann unter anderem durch mehrere unterschiedlichen Punktmutationen
im Zielgen CYP51 erklart werden (Schmitz et al., 2014).

In dieser Studie wurden Populationen von P. pachyrhizi zur Erzeugung der Einsporisolate
verwendet, welche eine Evolution in der Fungizidanpassung gegeniber SDHI, Qol und
insbesondere DMI durchlaufen hatten. Dies hatte das Ziel, aus den angepassten Populationen
hoch adaptierte Einsporisolate mit Resistenzmechanismen gegenuber DMI zu erhalten. Da der
Prozess der Einsporisolatgewinnung mit einer Vielzahl an Ubertragungszyklen verbunden ist,
musste gewdhrleistet werden, dass die gewonnen Einsporisolate genetisch identisch und somit
Klone sind. Zu diesem Zweck wurde ein DLT mit unterschiedlichen DMI durchgefiihrt und im
Anschluss die Mutationswerte im CYP51 mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Mit dieser
Methode konnte gezeigt werden, dass die Mutationswerte im CYP51 der Einsporisolate vor und
nach der DMI-Behandlung nicht differieren. Im Gegensatz hierzu lieRen sich in der
Referenzpopulation (P-18) nach der Applikation deutliche Unterschiede in den jeweiligen
Mutationshaufigkeiten erkennen. Im Ausgangsmaterial (Inokulum) der Population konnte durch

die Pyrosequenzierungsmethode (Nachweisgrenze ca. 5 %) keine der bekannten Mutationen im
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CYP51 nachgewiesen werden. Nach der DMI-Applikation wurden unterschiedliche Mutationen im
CYP51 deutlich selektiert (Tabelle A23). Der Haplotyp F120L + Y131H + 1145V ist hierbei
offensichtlich empfindlicher gegeniber Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol und
Tetraconazol als der Haplotyp F120L + V130A + Y131F. Dies wird durch die Zunahme der
F120L + V130A + Y131F Mutationen in der Population nach der Behandlung mit den genannten
DMI belegt. Die Sporen, welche diese Mutationskombination aufweisen, Uberleben die
Behandlung mit hoheren Konzentrationen besser als der Haplotyp F120L + Y131H + 1145V. Bei
Tebuconazol und Metconazol ist in den gezeigten Daten das Gegenteil der Fall. Hier nahm der
Anteil des Haplotypen F120L + Y131H + 1145V nach der Behandlung mit den entsprechenden
DMI zu. Die unterschiedliche Selektion von CYP51-Haplotypen durch unterschiedliche DMI
deuten auf eine fehlende Kreuzresistenz hin, welche im Zuge dieser Arbeit in Kapitel 4.6.1
detailliert diskutiert wird.

Die Tatsache, dass durch unterschiedliche DMI-Anwendungen, unterschiedliche Mutationen
bereits nach einer Anwendung selektiert wurden (Tabelle A23, Population P-18), diente der
Bestétigung der genetischen Identitéat der Einsporisolate. Sowohl im Inokulum als auch in der
unbehandelten Kontrolle sowie nach der Anwendung von sieben unterschiedlicher DMI zeigten
alle neun Einsporisolate keine Unterschiede in deren Mutationshaufigkeiten (Tabelle A23). Hierbei
sind Abweichungen der Pyrosequenzierungsmethode von = 5 % zu berlicksichtigen. Es lasst sich
festhalten, dass bei keinem der neun Einsporisolaten eine Verschiebung der vorhandenen
Mutationshaufigkeiten im CYP51 aufgrund der unterschiedlichen DMI-Behandlungen festgestellt
werden konnte. Diese Beobachtung zeigt, dass trotz fehlender Kreuzresistenz (Kapitel 4.6.1),
keines der getesteten DMI einen bestimmten CYP51-Haplotyp in den Einsporisolaten selektiert
und dass somit die gewonnenen Isolate aus einer Spore erzeugt wurden und genetisch identisch

sind.

4.2 Sequenzanalysen des CYP51 der Einsporisolate von P. pachyrhizi zur
Identifikation neuer Punktmutationen (V130A, 1145V, F154Y)

In Pilzen sind mehrere Resistenzmechanismen beschrieben, welche zu einer Fungizidresistenz
fuhren kénnen (Ma & Michailides, 2005). Hierbei stellen Punktmutationen im Zielgen, welche in
direktem Zusammenhang mit einer geringeren Sensitivitat des Pilzes gegentber Fungiziden
stehen, den am haufigsten beschriebenen Mechanismus dar. Die zufallig entstandenen
Mutationen verdndern die Aminosaureabfolge im Zielenzym und die Bindung des Fungizids kann
somit unterschiedlich stark beeinflusst werden (Ma & Michailides, 2005; Brent & Hollomon, 20074a;

Deising et al., 2008). In P. pachyrhizi wurden bislang sechs SNPs im CYP51 identifiziert, welche
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in unterschiedlichem Ausmall die Sensitivitit des Pilzes gegeniber DMI reduzieren. Als
Resistenzmutationen wurden hierbei F120L, Y131F, Y131H, K142R, [145F und 1475T
beschrieben (Schmitz et al., 2014). In anderen phytopathogenen Pilzen wie bspw. Ramularia
collo-cygni, Z. tritici und V. inaequalis wurden auftretenden CYP51-Mutationen teilweise in
Kombination vorgefunden und somit lie3en sich die entsprechenden lIsolate in unterschiedliche
CYP51-Haplotypen, je nach auftretenden Mutationen bzw. Mutationskombinationen, einteilen
(Huf et al., 2018; Rehfus et al., 2019; Hoffmeister et al., 2021). Auch bei P. pachyrhizi wurde die
Vermutung gedaulert, dass bestimmte Mutationen haufig in Kombinationen in Populationen
nachzuweisen sind (Schmitz et al., 2014).

Zur ldentifizierung der vorkommenden SNPs innerhalb des CYP51 der Einsporisolate von
P. pachyrhizi, wurde das Gen sequenziert und die erhaltenen Sequenzen anschlie3end mit der
WT-Sequenz von P. pachyrhizi verglichen. Trotz der vorhandenen Einsporisolate musste im
Voraus der Sequenzierung eine Klonierung erfolgen. Dies hat den Hintergrund, dass P. pachyrhizi
zwei haploide Zellkerne innerhalb einer Uredospore besitzt (Loehrer et al., 2014), welche
Hypothesen zufolge zuséatzlich mehrere CYP51-Kopien enthalten (Schmitz et al., 2014). Zur
Sicherstellung, dass der sequenzierte CYP51-Strang lediglich eine CYP51-Sequenz und keine
Vermischung mehrerer unterschiedlicher CYP51-Sequenzen reprasentiert, musste vor der
eigentlichen Sequenzierung eine Transformation eines einzelnen CYP51-Strangs in E. coli

erfolgen.

Im Zuge der CYP51-Sequenzierungen der Einsporisolate konnten drei neue, bislang nicht fir

P. pachyrhizi beschriebene, Punktmutationen detektiert werden (Tabelle 17).

Die Mutation V130A, bei der an Aminosaureposition V130 ein Austausch von Valin (GTC) zu
Alanin (GCC) vorliegt, kam in vier der neun Einsporisolate vor (Tabelle 17 und 18). Hierbei wurde
die Mutation kombiniert auf einem DNA-Strang mit den bereits durch Schmitz et al. (2014)
beschriebenen Mutationen F120L und Y131F vorgefunden. In drei der vier Einsporisolaten konnte
die Mutationskombination (F120L + V130A + Y131F) in ca. 31 der 100 Sequenzen detektiert
werden und in einem Isolat in 19 der 100 Sequenzen (Abbildung 7 und 9, A-C). Die jeweils
verbleibenden Sequenzen setzen sich aus zwei unterschiedlichen WT-Sequenzen zusammen,
welche sich lediglich an vier Positionen unterscheiden (Abbildung A21). Das Vorhandensein von
zwei unterschiedlichen WT-Sequenzen sowie der mutierten Sequenzen stellt die Hypothese Uber
drei CYP51-Allele innerhalb der Einsporisolate von P. pachyrhizi auf. Diese Aussage wird im
nachfolgenden Kapitel 4.3 naher diskutiert. Die Mutation V130A konnte homolog bereits in
weiteren phytopathogenen Pilzen, wie z. B. R. collo-cygni (V136A) und Z. tritici (V136A), im

Zusammenhang mit einer geringeren Sensitivitdt gegentiber DMI beschrieben werden (Cools et
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al., 2011; Rehfus et al., 2019). Diese Tatsache sowie die direkte Lage der Aminosdure V130 am
aktiven Zentrum des CYP51-Enzyms (Abbildung 11), lasst die Hypothese zu, dass diese Mutation
einen direkten Einfluss auf die Bindung von DMI hat. Diese Aussage wird in Kapitel 4.6 unter

Einbezug der Sensitivitatsstudien abschlieRend diskutiert.

Des Weiteren wurde die neue Mutation 1145V in zwei der neun Einsporisolaten detektiert. Diese
trat in beiden Isolaten jeweils kombiniert auf einem DNA-Strang mit den bereits bekannten
Mutationen F120L und Y131H (Schmitz et al., 2014) auf und wird durch eine
Aminoséaureveranderung an Position 1145 von Isoleucin (ATC) zu Valin (GTC) hervorgerufen
(Tabelle 17). In beiden Einsporisolaten wurde die Mutationskombination
(F120L + Y131H + 1145V) in ca. 34 der 100 Sequenzen detektiert. Die jeweils verbleibenden
Sequenzen setzen sich ebenfalls aus den beiden WT-Sequenzen zusammen (Abbildung 8, A
und B). Die Mutation 1145V ist nach derzeitigem Kenntnisstand in keinem phytopathogenen Pilz
beschrieben und somit sind keine potenziellen Sensitivitdtsverluste gegentuber DMI bekannt. In
einem CYP51-Sequenzvergleich konnten allerdings in acht von zwolf Pilzen, an der homologen
Position zur 1145V Mutation in P. pachyrhizi, die Aminosdure Valin identifiziert werden
(Abbildung 10). Diese Erkenntnis lasst die Hypothese zu, dass es sich bei der 1145V Mutation
mdglicherweise nicht um eine Resistenzmutation handelt, sondern ggf. enzymatische Vorteile
hervorruft. Die Lage der Mutation 1145V im CYP51-Enzym deutet ebenfalls darauf hin, dass durch
eine Veranderung der Aminosaure kein direkter Einfluss auf die Bindung der DMI erfolgt
(Abbildung 11). Es besteht kein Kontakt der Aminosaure zum aktiven Zentrum des Enzyms und
somit zur DMI-Bindungsstelle. Allerdings steht die Aminosaure 1145 in engem Kontakt zur Ham-
Gruppe und kann aufgrund ihrer Nahe ungerichtete Van-der-Waals-Krafte austiben und somit die
Position der Ham-Gruppe beeinflussen. Verandert sich die Lage der Ham-Gruppe ist eine
Verlagerung des aktiven Zentrums des Enzyms mdglich und die DMI-Bindung kénnte somit
indirekt beeinflusst werden. Der Einfluss der 1145V Mutation auf die Sensitivitat unterschiedlicher
DMI wird ebenfalls in Kapitel 4.6 abschlie3end diskutiert.

Die dritte neu identifizierte Mutation ist die F154Y, welche am Codon 154 durch einen Austausch
von Phenylalanin (TTT) zu Tyrosin (TAT) hervorgerufen wird (Tabelle 17). Diese Mutation kommt
in einem der neun Einsporisolaten vor und wie bereits die 1145V Mutation tritt sie auf einem DNA-
Strang kombiniert mit den Mutationen F120L und Y131H auf. Die Mutationskombination
(F120L + Y131H + F154Y) konnte innerhalb des Einsporisolates in 32 der 100 Sequenzen
nachgewiesen werden (Abbildung 8, C). Bislang ist keine homologe Mutation in anderen
phytopathogenen Pilzen beschrieben und die entfernte Lage der Aminosaure sowohl zur Ham-

Gruppe als auch zum aktiven Zentrum des CYP51 deutet darauf hin, dass eine
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Aminosaureveranderung an dieser Position keinen direkten oder indirekten Einfluss auf eine DMI-
Bindung hat (Abbildung 10). Auch der Einfluss der F154Y Mutation wird in Bezug auf die

Sensitivitatsstudien in Kapitel 4.6 abschlieRend diskutiert.

Zusammenfassend konnten drei neue Mutationen im CYP51 der Einsporisolate von P. pachyrhizi
identifiziert werden, deren Einfluss auf die DMI-Sensitivitat in Kapitel 4.6 diskutiert wird. Diese
neuen Mutationen lagen in folgenden Mutationskombinationen gekoppelt auf einem DNA-Strang
vor: F120L + V130A + Y131F, F120L + Y131H + 1145V und F120L + Y131H + F154Y.

4.3 Sequenzanalysen der Einsporisolate zur Ermittlung der CYP51-
Kopienzahl im Genom von P. pachyrhizi

Das Vorhandensein zweier Zellkerne innerhalb einer Uredospore von P. pachyrhizi stellt die
Hypothese auf, dass mindestens zwei CYP51-Kopien im Genom vorhanden sind. Diese Annahme
wurde ebenfalls fiir das SDHc-Gen in P. pachyrhizi gedulRert (Simdes et al., 2017). Hier wurde
nach erstmaligem Auftreten der Resistenzmutation 186F (SDHc) in der Saison 2015/16
kommuniziert, dass die Mutation in Populationen mittels gPCR zu maximal 50 % nachgewiesen
werden konnte (Simdes et al, 2017). Seit 2016 wurde diese Mutation in einem
Monitoringprogramm der BASF SE in Feldproben aus Sudamerika quantifiziert und bis heute
wurde in keiner Population ein Mutationsanteil >50 % nachgewiesen. Diese Erkenntnis
unterstitzt die zuvor durch Simdes et al. (2017) aufgestellte Hypothese, dass je eine Kopie des
SDHCc je Zellkern vorhanden ist und lediglich ein SDHc die Mutation I86F entwickelt. Veranderung
des Zielenzyms, verursacht durch eine Punktmutation, wurden bereits in anderen Pathogenen mit
einer verringerten Enzymeffizienz und mit verbundenen Fitnessproblemen in Verbindung gebracht
(Scalliet et al., 2012). Durch Beibehaltung einer WT-Kopie des Zielenzyms SDHc kann
P. pachyrhizi moglicherweise diese Nachteile, zumindest in einem gewissen Ausmal,

kompensieren.

Bereits im Jahr 2014 wurde durch Schmitz et al. (2014) die Hypothese aufgestellt, dass je Zellkern
nicht nur eine, sondern mehrere Kopien des CYP51 vorhanden sind. Diese Aussage stlitzte sich
unter anderem auf der Tatsache, dass bei der Quantifizierung der CYP51-Resistenzmutationen
mittels Pyrosequenzierung haufig Mutationshaufigkeiten von ca. 30 % und 50 % detektiert
wurden. Mutationshéufigkeiten von ca. 30 % liel3en auf mehrere Kopien des CYP51 je Zellkern
schlieffen, da sie nicht durch das Vorhandensein zweier Zellkerne erklart werden konnten. Eine
genauere Aussage Uber die Anzahl der CYP51-Kopien im Genom von P. pachyrhizi konnte zum

damaligen Zeitpunkt nicht getroffen werden (Schmitz, 2013).
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Das Vorhandensein mehrerer CYP51-Enzyme innerhalb eines Zellkerns wurde bereits flr andere
Pilzarten beschrieben (Becher et al., 2011; Cools et al., 2013; Sun et al., 2013; Hawkins et al.,
2014). Sequenzanalysen von unterschiedlichen Ascomycota ergaben, dass die Anzahl der
CYP51-Subtypen je nach Art zwischen einem bis drei CYP51-Enzymen variieren kann und Becher
et al. (2011) teilten diese in drei Kladen (CYP51A, CYP51B, CYP51C) auf. Hierbei ist die
Sequenzidentitét der unterschiedlichen CYP51-Subtypen innerhalb eines Pathogens meist gering
und liegt bspw. bei dem Vergleich des CYP51A und CYP51B in Aspergillus fumigatus gerade
einmal bei 59 % (Mellado et al., 2001). Im Gegensatz zu den deutlichen Sequenzunterschieden
der drei CYP51-Subtypen wurde aufgezeigt, dass in einigen Arten (z. B. Aspergillus flavus)
Duplikate eines CYP51-Subtypes vorliegen, welche aus evolutionarer Sicht vergleichsweise jung
sind und somit in ihren Sequenzen lediglich geringe Unterschiede aufwiesen (Becher et al., 2011;
Becher & Wirsel, 2012). Neuste Studien konnten zusétzlich einen weiteren CYP51-Subtyp
(CYP51D) in Penicillium bestatigen, welcher mit einer geringeren Azolsensitivitat in Verbindung
gebracht wurde (Van Rhijn et al., 2021). Diese Erkenntnis deuten darauf hin, dass das
Vorhandensein mehrerer CYP51-Subtypen zu einer geringeren Azolsensitivitat fihren kann,
wobei die genauen Mechanismen und Zusammenhange noch nicht vollstandig geklart sind. Die
meisten Studien wurden bislang mit Ascomycota durchgefihrt. Fir Basidiomycota wurde nach
bisherigem Kenntnisstand lediglich ein CYP51-Subtyp beschrieben (Hawkins et al., 2014; Song
et al., 2018).

Zur Ermittlung der CYP51-Kopienanzahl in P. pachyrhizi wurde das Gen jedes Einsporisolates
amplifiziert, in E. coli transformiert und kloniert. Im Anschluss wurden 100 Klone je Einsporisolat
sequenziert und mit der WT-Sequenz abgeglichen. Die Transformation einzelner CYP51-Stange
in E. coli diente der Sicherstellung, dass der sequenzierte CYP51-Strang lediglich eine CYP51-
Sequenz und keine Vermischung mehrerer unterschiedlicher Sequenzen reprasentiert. Diese, in
ihren Aminosauren abweichenden Sequenzen sowie deren prozentuale Anteile, geben einen

Hinweis darauf, wie viele unterschiedliche CYP51-Kopien in P. pachyrhizi existieren.

Bei der Analyse des Einsporisolates MS2-256/18P konnte gezeigt werden, dass in allen 100
Sequenzen keinerlei SNPs im Vergleich zur WT-Referenz vorhanden und somit alle Sequenzen
untereinander identisch sind. Mithilfe dieses Isolates konnten somit keine Rickschlusse auf die

CYP51-Kopienzahl gezogen werden, da die Sequenzen untereinander nicht differierten.

In den verbleibenden Einsporisolaten konnten Mutationen innerhalb der CYP51-Sequenzen
nachgewiesen werden (Tabelle 18). Hier zeigte sich, dass der jeweilige Anteil der Sequenzen, die
die Mutationen enthalten, zwischen den Einsporisolaten variierte. Bei einem Einsporisolat wiesen

19 % der analysierten Sequenzen die jeweilige Mutationskombination auf, bei sechs
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Einsporisolaten zeigten ca. 32 % der Sequenzen die jeweilige Mutationskombination und bei
einem weiteren Einsporisolat wiesen 50% der 100 Sequenzen die jeweilige
Mutationskombination auf (Abbildung 7, 8, 9). Wie in Kapitel 4.2 bereits erlautert, lagen die
Mutationen jeweils in Zweier- und Dreierkombinationen vor, gekoppelt auf einem DNA-Strang. Die
neben den mutierten DNA-Strangen verbleibenden Sequenzen (50-81 Sequenzen, je hach
Isolat), setzten sich aus zwei unterschiedlichen Sequenzen zusammen. Hierbei handelt es sich
zum einen um die zuvor als WT definierte CYP51-Sequenz und zum anderen um eine weitere
Sequenz, welche sich lediglich an vier Stellen in der Nukleotidsequenz der mRNA unterscheidet
(Abbildung A20). Bei den Unterschieden handelt es sich um eine stille Mutation an
Aminosaureposition 131 (TAC - TAT) und um drei Aminosaureaustausche an Position 164
(Threonin = Alanin), Position 280 (Glycin = Glutaminsaure) und Position 334 (Alanin - Valin).
Da die Sequenz nahezu identisch zu der WT-Sequenz ist und keine Annahme besteht, dass die
vorhandenen Aminosdureaustausche mit einer verringerten Sensitivitdit gegenudber DMI in
Verbindung stehen, wird im weiteren Verlauf der Diskussion von WT1 (Abbildung A20, A) und
WT2 (Abbildung A20, B) gesprochen.

In allen Einsporisolaten, welche eine Mutationskombination im CYP51 aufwiesen, konnten drei
unterschiedlichen Sequenzen des CYP51 bestimmt werden. Hierbei handelte es sich um das
WT1-Allel, das WT2-Allel und das mutierte Allel. Diese drei CYP51-Allele waren jedoch nicht in
jedem Einsporisolat zu gleichen Anteilen vorhanden. Die durch die Sequenzierung erhaltenen
Anteile der unterschiedlichen CYP51-Allele innerhalb der Einsporisolate wurden in Abbildung 19
schematisch zusammengefasst. Da nicht bekannt ist, wie sich die unterschiedlichen Allele auf die
zwei Zellkerne von P. pachyrhizi verteilen, dient diese Abbildung lediglich als schematischen

Darstellung.

Aus dem prozentualen Anteil der unterschiedlichen CYP51-Sequenzen lasst sich schlie3en, dass
es im gesamten Genom von P. pachyrhizi sechs CYP51-Kopien gibt, die sich aus drei
unterschiedlichen CYP51-Allelen zusammensetzen kénnen. Mit dieser Kopienanzahl kénnen alle
in den  Einsporisolaten = vorkommenden  Mutationshaufigkeiten von ca. 17 %
(100/6 Kopien = 16,66 %), 33 % (= 16,66 % x 2) und 50 % (= 16,66 % x 3) erklart werden. Wie in
Abbildung 19 zu erkennen ist, setzen sich die verbleibenden Sequenzen aus der WT1-Sequenz
und der WT2-Sequenz zusammen. Lediglich das nicht adaptierte WT-Einsporisolat
(Abbildung 19, A) weist ausschlie3lich die WT1-Sequenz auf. Fur diesen Fall lasst sich nicht

eindeutig nachweisen, ob auch hier sechs CYP51-Kopien vorliegen.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der CYP51-Kopienanzahl in Phakopsora pachyrhizi. Durch
eine Klonierung und anschlieRende Sequenzierung von 100 Klonen des CYP51 der Einsporisolate von
P. pachyrhizi konnten drei unterschiedliche CYP51-Allele ermittelt werden. Die jeweiligen Verhaltnisse der
Sequenzen (WT1, WT2, Mutant) deuten auf drei CYP51-Kopien je Zellkern hin, welches einer Anzahl von
insgesamt sechs CYP51-Kopien im Genom von P. pachyrhizi entspricht. Da keine Informationen vorliegen,
wie die unterschiedlichen Allele auf die beiden Zellkerne von P. pachyrhizi aufgeteilt sind, dient diese
schematische Darstellung lediglich als Veranschaulichung, wie viele CYP51-Kopien in welchen mdglichen
Verhaltnissen im Genom vorliegen. Die Abbildung zeigt die Verteilung der CYP51-Kopien fir das WT-
Einsporisolat (A) sowie fur die Isolate mit ca. 17 % (B), 33 % (C, D) und 50 % (E) Mutationsanteil. Da in den
Isolaten mit ca. 33 % Mutationsanteil die jeweiligen Anteile der WT1- und WT2-Sequenzen differierten,
wurden beide Mdglichkeiten aufgefthrt (C, D).

Eine weitere Erkenntnis ist, dass die jeweils mutierten CYP51-Allele immer mit der Sequenz des
WT2 einhergehen. Mit Ausnahme der jeweiligen Mutationskombinationen weisen somit die
mutierten mMRNA-Strange sowie die Sequenz des WT2 eine identische Sequenzabfolge auf. Der
Grund, warum das mutierte Allel mit der Sequenz des WT2 zusammenhangt, liegt vermutlich an
der stillen Mutation an Aminosaureposition Y131 (TAC (WT1) > TAT (WT2)). Die Voraussetzung
sowohl fir die Entstehung der Mutation Y131F (TTT) als auch fir die Mutation Y131H (CAT), ist
unter anderem ein T an der dritten Stelle im Triplet an Aminosaureposition Y131. Dies ist bei der
Sequenz des WT2 der Fall, nicht aber bei der Sequenz des WTL1. Bis auf eine Ausnahme
(Mutation 1145F), treten alle derzeit bekannten CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi immer in
Kombination mit der Mutation Y131F oder der Mutation Y131H auf (Kapitel 4.4). Es erscheint nach
aktuellem Kenntnisstand, als ware WT2 als Vorstufe zur Entwicklung dieser
Mutationskombinationen erforderlich. Lediglich die Mutation 1145F kommt allein und nicht in
Kombination mit einer an Aminosaureposition Y131 auftretenden Mutation vor. Die Klonierung
und Sequenzierung von Populationen mit der Mutation 1145F ergaben, dass die Mutation auf
einem DNA-Strang und somit in Verbindung mit der Sequenz des WT1 auftrat. Somit
unterscheidet sich die 1145F Mutation von allen weiteren bekannten Haplotypen. In diesem Fall
scheint keine Zwischenstufe (WT2) notwendig, um diese Mutation zu entwickeln. Da allerdings
kein Einsporisolat mit der Mutation 1145F vorlag, kann keine Aussage darlber getroffen werden,
wie die Verteilung der CYP51-Allele aussehen wirde und ob WT2 im Genom dieser Isolate

vorhanden ist.

Da gezeigt werden konnte, dass die drei CYP51-Allele in P. pachyrhizi (WT1, WT2, Mutant) bis
auf wenige Ausnahmen eine nahezu identische Sequenz aufzeigen, liegt die Vermutung nahe,
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dass es sich jeweils um Kopien des CYP51 (WT1) handelt. Insofern handelt es sich nicht um
unterschiedliche CYP51-Subtypen, wie sie bspw. fur A. fumigatus beschrieben wurden (Mellado
et al., 2001; Becher et al., 2011), da die jeweiligen CYP51-Sequenzen in diesem Fall vermutlich

in geringerem Malf3 Ubereinstimmen wirden.

AulRerdem wurde gezeigt, dass in keinem der Einsporisolate ein Mutationsanteil von 50 %
Uberschritten wurde und folglich eine bis drei von sechs CYP51-Kopien mutiert waren
(Abbildung 19). Bereits durch Schmitz (2013) wurde festgestellt, dass die durch
Pyrosequenzierung ermittelten Prozentwerte der damals bekannten CYP51-Mutationen 50 %
Mutationsanteil nicht tberschritten. Diese Annahme konnte durch einer Monitoringstudie bestatigt
werden. Keine Mutation im CYP51 zeigte einen hoheren Anteil als 50 % innerhalb von ca. 1400
analysierten Populationen im Zeitraum 2017-2021 auf. Wie bereits fir die I86F Mutation im SDHc
beschrieben (Simfes et al.,, 2017), gilt daher auch fir den quantitativen Anteil der CYP51-
Mutationen nach heutigen Kenntnisstand, dass der Mutationsanteil von > 50 % nicht Giberschritten
wird. Unter der Annahme, dass die sechs vorhandenen CYP51-Kopien gleichmafiig in beiden
Zellkernen verteilt sind, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass lediglich ein Zellkern die
mutierten Allele und der andere Zellkern die WT-Allele tragt (Abbildung 19). Aufgrund der
Tatsache, dass maximal drei der sechs vorhandenen CYP51-Kopien in P. pachyrhizi
Resistenzmutationen aufweisen, wird vermutet, dass die Enzymaktivitdt durch Mutationen im
CYP51 negativ beeinflusst wird. Ob der Pilz in mehr als drei Kopien Resistenzmutationen
entwickeln kann, oder ob diese Situation fir den Pilz aufgrund reduzierter Stoffwechselvorgéange

mdglicherweise letal ist, konnte zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart werden.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass nach bisherigem Kenntnisstand sechs
CYP51-Kopien im Genom von P. pachyrhizi existieren. Diese lassen sich in drei CYP51-Allele mit
unterschiedlichen Sequenzen unterteilen. WT2 unterscheidet sich lediglich an vier Positionen und
die mutierten Allele zusatzlich an den Stellen der Mutationen zur WT1-Sequenz. Dies deutet
darauf hin, dass es nicht mehrere CYP51-Subtypen gibt, wie z. B. fir einige Pezizomycotina-Arten
beschrieben (Becher et al., 2011; Becher & Wirsel, 2012), sondern lediglich ein CYP51, welches
in drei unterschiedlichen Allelen vorliegt. Aus evolutionarer Sicht kdnnte die Entwicklung des WT2-
Allels sowie das anschlieBende Auftreten der Mutationskombinationen vergleichsweise jung sein,
da die Sequenzunterschiede gering sind. Die Tatsache, dass bislang keine CYP51-Mutation in
quantitativen Anteilen von >50 % beschrieben wurde, kdnnte darauf hinweisen, dass die

mutierten CYP51-Kopien mit einem enzymatischen Nachteil verbunden sind.
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4.4 CYP51-Haplotypen in P. pachyrhizi

Unterschiedlichste Mechanismen wie bspw. die sexuelle Rekombination, somatische
Hybridisierung, Migration sowie spontan entstandene Mutationen kdnnen fiir die genetische
Variation innerhalb von Pilzpopulationen verantwortlich sein (McDonald, 1997). Bislang wurde fur
P. pachyrhizi unter Freilandbedingungen keine sexuelle Vermehrung nachgewiesen und dennoch
sind die Populationen des Pilzes genetisch sehr heterogen (Twizeyimana et al., 2011b; Zhang et
al., 2012; Jorge et al., 2015; Lourdes Rocha et al., 2015; Darben et al., 2020). Diese Diversitat
konnte unter anderem durch parasexuelle Kernrekombinationen zwischen verschiedenen
Isolaten, Keimschlauchfusionen oder Hyphenanastomosen verursacht werden (Vittal et al., 2012).
Diese Wege der Rekombinationen wurden bereits fiir andere Rostpilze wie P. triticina beschrieben
(Wang & McCallum, 2009). Auch das Vorhandensein zweier haploider Zellkerne sowie der kurze
Entwicklungszyklus von knapp zwei Wochen tragen dazu bei, dass sich Veranderungen im
Genom vergleichsweise schnell etablieren kénnen (Goellner et al., 2010; Loehrer et al., 2014).
Sowohl die raumliche Verbreitung des Pilzes als auch die Infektion der Wirtspflanzen erfolgen
durch die Uredosporen von P. pachyrhizi (Goellner et al., 2010). Diese kénnen mit dem Wind
hunderte Kilometer weit verbreitet werden, bevor sie Wirtspflanzen infizieren (Isard et al., 2005).
Aufgrund der Fahigkeit des Pilzes, sich schnell zu reproduzieren und sich Uber groRRe
Entfernungen zu verbreiten, kbnnen spontan erworbene Mutationen, die mit einem vorteilhaften
Merkmal verbunden sind, in kurzer Zeit selektiert werden und zu einer veranderten Population
fihren. Somit ist der Pilz in der Lage, vergleichsweise schnell Resistenzgene in Sojapflanzen zu
Uberwinden und eine Resistenz gegentiber Fungiziden zu etablieren (Twizeyimana et al., 2011b;
Twizeyimana & Hartman, 2012; Jorge et al., 2015; Darben et al., 2020). Ein intensives Monitoring
zur Bewertung der genetischen Vielfalt der Populationen von P. pachyrhizi spielt eine
entscheidende Rolle fir ein angepasstes Resistenzmanagement. Das lokale Auftreten von
Resistenzmutationen gibt bspw. Aufschluss dartber, wie P. pachyrhizi an diesen Standorten
zukunftig erfolgreich mit Fungiziden bek&ampft werden kann, ohne einen starken Selektionsdruck

auf die vorherrschende Pilzpopulation auszuiiben.

Zum Nachweis der genetischen Vielfalt von P. pachyrhizi in Bezug auf die CYP51-Mutationen
wurde ein Monitoringprogramm durchgefiihrt, um die Mutationen zu identifizieren, die in
Sojaanbaugebieten in Sidamerika im Zeitraum 2017-2021 auftraten. Zu diesem Zweck wurden
1400 von P. pachyrhizi befallene Blattproben aus diesem Zeitraum von verschiedenen Standorten
aus Sudamerika analysiert, indem die bekannten CYP51-Mutationen mittels Pyrosequenzierung

quantifiziert wurden.
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Die in dieser Arbeit durchgeflihrte Sequenzierung der Einsporisolate von P. pachyrhizi konnten
aufzeigen, dass die Resistenzmutationen im CYP51 in Kombination auf einem DNA-Strang
vorliegen (Kapitel 4.2 und 4.3). Hierbei konnten Zweier- und sogar Dreierkombinationen bestéatigt
werden. Die in den Einsporisolaten vorkommenden Mutationskombinationen waren:
F120L + V130A + Y131F, F120L + Y131H, F120L + Y131H + 1145V und
F120L + Y131H + F154Y (Tabelle 18 und Abbildung 20, |-V). Diese auftretenden
Mutationskombinationen konnten zusétzlich im Zuge des Monitoringprogramms bestéatigen
werden. Auch wenn der Mutationsanteil innerhalb von Populationen und nicht innerhalb von
Isolaten untersucht wurde, geben die ermittelten Mutationshéufigkeiten ein Hinweis darauf,
welche Mutationen in Kombination vorhanden sind. Da die CYP51-Haplotypen VI-VIII
(Abbildung 20) nicht in den gewonnenen Einsporisolaten vorlagen, konnten in diesen Fallen
ausschlie3lich die Monitoringdaten zur Diskussion der CYP51-Haplotypen einbezogen werden.
Wie bereits von Schmitz et al. (2014) vermutet, konnte bestétigt werden, dass die 1145F Mutation
(Haplotyp VII) alleine und ohne weitere Mutation in den analysierten Populationen auftrat. Der
auch von Schmitz et al. (2014) beschriebene Haplotyp VI (Y131F + 1475T) konnte mithilfe der
Monitoringdaten ebenfalls bestétigt werden. Der Haplotyp Y131F + K142R (Haplotyp VIII)
wiederrum, konnte im Rahmen des Monitoringprogramms nicht bestatigt werden. Die von Schmitz
et al. (2014) beschriebene Mutationskombination konnte in keiner der analysierten Proben
nachgewiesen werden. Schmitz (2013) auBerte in diesem Zusammenhang, dass diese
Mutationskombination zum damaligen Zeitpunkt lediglich an einem Standort identifiziert werden
konnte. Dies stellt die Hypothese auf, dass dieser CYP51-Haplotyp mdglicherweise kurzzeitig in
einer bestimmten Region vorzufinden war, sich allerdings in den letzten Jahren aufgrund
mdglicher Fitnessnachteile nicht etablieren und ausbreiten konnte. Da die Mutation Y131F ebenso
wie die Mutation K142R bereits homolog in anderen Pathogenen beschrieben wurden (z. B.
Y137F in Z. tritici und R. collo-cygni, K143R in C. albicans) (Price et al., 2015; Rehfus et al., 2019;
Derkacz et al., 2022), kann ein Auftreten dieser Mutationskombination in Zukunft vorerst nicht
ausgeschlossen werden und somit wird sie in Abbildung 20 unter Haplotyp VIII aufgefihrt.

Aufgrund der in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse, dass die im CYP51 von P. pachyrhizi
vorkommenden Mutationen gekoppelt auf einem DNA-Strang vorliegen, kann nach bisherigem
Kenntnisstand davon ausgegangen werden, dass die Mutationen in den in Abbildung 20 gelisteten
Mutationskombinationen auftreten. Somit existieren aktuell neun Mutationen im CYP51 von

P. pachyrhizi, die neben dem WT in sieben weiteren CYP51-Haplotypen resultieren.
Mit Ausnahme des Haplotypen VIII (Y131F + K142R), konnten alle in Abbildung 20 gelisteten
CYP51-Haplotypen in Blattproben von P. pachyrhizi identifiziert werden. Hierbei unterschied sich
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allerdings die Haufigkeit, mit der die unterschiedlichen Haplotypen in den 1400 Feldproben aus
Sudamerika nachgewiesen werden konnten. Der Wildtyp (Haplotypl) wurde indirekt
nachgewiesen, da keiner der analysierten CYP51-Mutationen einen guantitativen Anteil von 50 %
Uberschritten hatte. Zusatzlich war der Anteil der Resistenzmutationen in einigen Populationen
sehr gering (< 10 %). Bertcksichtigt man hier die Abweichung der Pyrosequenzierungsmethode
von = 5 %, so kann man davon ausgehen, dass diese Populationen zum grofdten Teil aus dem

Haplotyp | und damit aus dem Wildtyp bestehen.

Fokussiert man sich auf die CYP51-Haplotypen mit Mutationskombinationen im CYP51, so liel3
sich erkennen, dass in den meisten Proben aus den Monitoringstudien 2017-2021 die Mutationen
in Haufigkeiten bis ca. 35 % nachgewiesen wurden. Lediglich die Haplotypen 11l (F120L + Y131H)
und VII (1145F) konnten teilweise in quantitativen Anteilen von bis zu 50 % detektiert werden. Die
Mutationskombination F120L + Y131H wurde lediglich in 1,5 % der analysierten Proben und die
Mutation 1145F in < 1 % der Proben in Anteilen zwischen 40-50 % nachgewiesen.

Haplotyp Il (F120L + Y131H) konnte am haufigsten in den analysierten Proben aus den Jahren
2017-2021 nachgewiesen werden. Allerdings nahm der Anteil des Haplotypen I
(F120L + V130A + Y131F) gerade in den Jahren 2020 und 2021 verstarkt zu. Der Trend zeigt,
dass sich dieser CYP51-Haplotyp verstarkt ausweitet und in einigen Regionen den bislang
vorherrschenden Haplotyp F120L + Y131H verdrangt hat. 2017 konnte in lediglich zwei von
ca. 250 analysierten Feldproben die Mutationskombination F120L + V130A + Y131F
nachgewiesen werden. Hierbei lag die Nachweisgrenze bei > 10 % Mutationsanteil innerhalb der
analysierten Populationen. Im Jahr 2020 nahm die Haufigkeit dieses Haplotypen deutlich zu. Von
ca. 180 analysierten Proben konnte der Haplotyp Il in 82 Proben (46 %) und im Jahr 2021 in 98
von ca. 150 (65 %) Proben nachgewiesen werden. Wie es in den letzten Jahren zu einem solchen
,Shift* von Haplotyp lll hin zu Haplotyp I kommen konnte und welche Auswirkungen
unterschiedliche DMI-Anwendungen auf diese CYP51-Haplotypen zeigen, wird abschliel3end in
Kapitel 4.7 und 4.8 diskutiert.

Die Haplotypen IV-VII waren in den analysierten Proben in einem deutlich geringeren Anteil
vertreten als Haplotyp Il und Ill. Der Haplotyp V (F120L + Y131H + F154Y) konnte hierbei in den
wenigsten Proben (< 1 %) nachgewiesen werden. Zusatzlich ist zu vermerken, dass keiner der
Proben aus 2020 und 2021 diesen Haplotypen, mit der neu identifizierten Mutation F154Y,
aufzeigte. Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass diese Mutationskombination keinen
groReren Einfluss auf die Gesamtpopulation von P. pachyrhizi in Stiidamerika hat. Der Haplotyp IV
(F120L + Y131H + 1145V), welcher die neu identifizierte Mutation 1145V aufweist, konnte in 67

Proben (5 %) detektiert werden und ist somit starker vertreten als Haplotyp V. Die Haplotypen IV
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und V unterscheiden sich lediglich in einer der drei vorhandenen Mutationen (1145V und F154Y),
sodass die Hypothese aufgestellt werden kann, dass die Mutation 1145V dem Pilz einen gréReren
Vorteil in Bezug auf eine Resistenz gegenlber DMI oder Fitnessvorteile verschafft. Der
Haplotyp VI (Y131F + 1475T) konnte in 143 Proben (10 %) und der Haplotyp VII (I145F) in 53
Proben (4 %) nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass derzeit auf dem stdamerikanischen Kontinent,
neben dem Wildtyp, sieben weitere CYP51-Haplotypen fur P. pachyrhizi beschrieben werden
kénnen. Im Zeitraum 2017-2021 wurden die Haplotypen F120L + V130A + Y131F und
F120L + Y131H mit groBem Abstand am haufigsten in den analysierten Blattproben
nachgewiesen. Gefolgt wurden diese von Haplotyp Y131F + 1475T mit einem Anteil von 10 %,
Haplotyp F120L + Y131H + 1145V mit einem Anteil von 5 % und Haplotyp 1145F mit einem Antell
von 4 %. Der Haplotyp F120L + Y131H + F154Y mit einem Anteil von <1 % und der Haplotyp
Y131F + K142R (0 %) konnten kaum oder gar nicht detektiert werden.

| Wildtyp
. F120L +V130A + Y131F
N F120L + Y131H
IV, F120L + Y131H + 1145V
V. F120L + Y131H + F154Y
VI, Y131F + 1475T
VI 145F
VI Y131F + K142R

Abbildung 20: CYP51-Haplotypen in Phakopsora pachyrhizi. Die unterschiedlichen Haplotypen
ergeben sich aus den jeweiligen Resistenzmutationen, welche in Kombinationen auf einem DNA-Strang im
CYP51 von P. pachyrhizi vorliegen kénnen. Hierbei sind sowohl Zweier- als auch Dreierkombinationen
beschrieben. Neben dem Wildtyp sind die derzeit in Stidamerika vorherrschenden Mutationskombinationen
im CYP51 Haplotyp Il und Haplotyp lll. Die Mutation 1145F ist die einzig bekannte Mutation welche allein
und nicht in Kombination mit weiteren Mutationen auftritt.

4.5 Uberexpression des CYP51 in Einsporisolaten von P. pachyrhizi mit
Fokus auf mutierte CYP51-Kopien im Transkriptom

Neben den Punktmutationen stellt die Uberexpression des CYP51 einen weiteren Mechanismus

der DMI-Resistenz sowohl bei phytopathogenen als auch bei humanpathogenen Pilzen dar (Ma

& Michailides, 2005). Eine Uberexpression des CYP51 wurde bereits in phytopathogenen Pilzen

wie bspw. Z. tritici (Leroux & Walker, 2011; Huf, 2021), V. inaequalis (Schnabel & Jones, 2001),

Cercospora beticola (Bolton et al., 2012; Muellender et al., 2021), Penicillium digitatum (Sun et
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al., 2013), Monilinia fructicola (Luo & Schnabel, 2008), Blumeriella jaapii (Ma et al., 2006) und
P. triticina (Stammler et al., 2009) nachgewiesen. Nicht in jedem Fall, wie bspw. bei P. triticina
oder C. beticola, konnte der fur die erhdhte Expression verantwortliche Mechanismus aufgeklart
werden (Stammler et al., 2009; Bolton et al., 2012).

Fur andere Pathogene wiederum wurden zwei Mechanismen identifiziert, welche in einer héheren
CYP51-Expression resultieren. Bei Z. tritici, V. inaequalis, M. fructicola und P. digitatum wurden
Inserts in der CYP51-Regulationsregion ermittelt, welche mit einer CYP51-Uberexpression
einhergehen (Schnabel & Jones, 2001; Luo & Schnabel, 2008; Cools et al., 2013; Cools & Fraaije,
2013; Sun et al., 2013; Huf et al., 2020) und bei C. albicans und E. necator wurde gezeigt, dass
das Vorhandensein mehrerer CYP51-Kopien zu einer erhéhten CYP51-Expression fuhrt (Coste
et al., 2007; Jones et al., 2014, Rallos & Baudoin, 2016). Im Gegensatz zu Punktmutationen kann
eine Uberexpression des Zielgens dem Pilz den Vorteil bieten, dass das CYP51-Enzym keine
Veranderungen in seiner Primarsequenz hinnehmen muss. Mdgliche enzymatische Nachteile, die
durch eine Punktmutation verursacht werden kénnen, wiirden bei einer Uberexpression somit
nicht auftreten (Scalliet et al., 2012; Cools et al., 2013). Bereits durch Schmitz et al. (2014) konnte
gezeigt werden, dass in P. pachyrhizi eine CYP51-Uberexpression vorliegen kann. Die bis zu 10-
fache Uberexpression konnte sowohl bei Populationen ohne Mutationskombination im CYP51
(WT) als auch bei Populationen mit unterschiedlichen Mutationskombinationen (z. B.
F120L + Y131H) aufgezeigt werden (Schmitz et al., 2014).

Fur die vorliegende Studie wurde ermittelt, ob die Einsporisolate eine erhdhte CYP51-Expression
aufzeigen und ob eine DMI-Applikation eine direkte Auswirkung auf diese Expression hat. Hierzu
wurde die RNA, der durch P. pachyrhizi verursachen Infektionsstellen sowohl aus der
unbehandelten Kontrolle als auch aus den jeweiligen DMI-Behandlungen extrahiert (Kapitel 3.3).
Nach der Transkription der RNA in cDNA, wurde eine gPCR mit dem Referenzgen a-Tubulin sowie
einem sensitiven Referenzisolat aus dem Jahr 2010 durchgefiihrt. Es wurde festgestellt, dass das
CYP51-Gen in jedem Einsporisolat im Vergleich zum Referenzisolat deutlich Uberexprimiert
vorlag (Abbildung 12). Hierbei zeigten die Einsporisolate mit Mutationskombinationen im CYP51
eine 20-40-fache Uberexpression und das CYP51 des WT-Einsporisolates wurde am starksten
Uberexprimiert (70-fach). Bereits durch Schmitz et al. (2014) wurde gezeigt, dass eine einmalige
DMI-Anwendung keine Verdnderungen in der CYP51-Expression hervorruft. Diese

Beobachtungen wurde in der hier vorliegenden Arbeit bestatigt (Tabelle A24).

Das CYP51 im WT-Einsporisolat und in dem Einsporisolat mit vergleichsweise geringeren
Mutationshaufigkeiten in der gDNA (19 %), wurde im Vergleich zu den verbleibenden

Einsporisolaten am starksten Uberexprimiert (Abbildung 12). Diese Beobachtung lasst die
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Hypothese zu, dass Individuen ohne Resistenzmutationen durch eine erhéhte CYP51-Expression
eine geringere Sensitivitat gegenldber DMI aufzeigen und somit diese Individuen selektiert
werden. Dies wirde die durch Schmitz et al. (2014) aufgestellte Annahme bestétigen, dass die
Uberexpression des CYP51 in P. pachyrhizi ein weiterer Resistenzmechanismus gegeniiber DMI
darstellt. Die durch eine Uberexpression hervorgerufene Resistenz ist zumeist niedriger als die,
die durch entsprechende Punktmutation hervorgerufen werden kann (Cools et al., 2013). Dennoch
kann eine erhthte CYP51-Expression mdglicherweise einen Beitrag zur Anpassung von
P. pachyrhizi gegeniiber DMI leisten. Einen Hinweis darauf liefern die EDso-Werte von
Epoxiconazol bei dem WT-Einsporisolat (vorliegende Studie) im Vergleich zu den EDso-Werten
bei dem Referenzisolat 8 aus den Studien von Schmitz et al. (2014). Hierbei konnten fur
Epoxiconazol EDso-Werte fur das sensitive Isolat 8 von < 0,1 mg/l aufgezeigt werden, wohingegen
das im direkten Vergleich 70-fach Gberexprimierte Einsporisolat in der hier vorliegenden Studie
hohere EDso-Werte hervorrief (0,78 mg/l). Da beide Isolate keine Mutationen im CYP51 aufwiesen,
ist dieses Ergebnis ein Indiz dafur, dass eine CYP51-Uberexpression mit einer Verringerung der
Sensitivitdit von P. pachyrhizi gegentber DMI einhergeht. Der genaue Einfluss dieser
Uberexpression auf die Empfindlichkeit der DMI konnte aufgrund der limitierten Anzahl an

Einsporisolaten nicht eindeutig bestatigt werden.

Eine weitere Bestatigung der CYP51-Uberexpression als zusétzlicher Resistenzmechanismus in
P. pachyrhizi, liefern die hohen CYP51-Expressionswerte der Einsporisolate im Vergleich zu den
Populationen aus Schmitz et al. (2014). Wahrend das CYP51 in den Populationen aus dem Jahr
2010 maximal 10-fach Uberexprimiert vorlag, wurde in der hier vorliegenden Studie bei den
Einsporisolaten eine 20-70-fache Uberexpression ermittelt. Zusatzlich konnte erneut bestatigt
werden, dass eine einmalige Behandlung mit DMI keine Veranderungen in der CYP51-Expression
hervorruft und somit die hohen CYP51-Expressionen der Einsporisolate nicht durch eine DMI-
Anwendung induziert wurden (Tabelle A24). Es scheint nach bisherigem Kenntnisstand
wahrscheinlich, dass eine hohe DMI-Exposition den Resistenzmechanismus der CYP51-
Uberexpression bei P. pachyrhizi selektiert. Zwischen den Analysen von Schmitz et al. (2014) und
der hier vorliegenden Studie, liegen ca. zehn Jahre intensive DMI-Anwendungen auf den Feldern
von Suidamerika (Godoy et al., 2016). Da eine Uberexpression zumeist weniger substratspezifisch
ist als z.B. Punktmutationen (Cools et al., 2013), kann die vermehrte Anwendung
unterschiedlichster DMI zu einer Selektion derjenigen Pilzindividuen gefiihrt haben, welche eine
erhohte Expression des CYP51 aufwiesen. Somit ist es mdglich, dass die aktuell in Stidamerika
vorherrschenden Pilzpopulationen eine hohere CYP51-Expression aufweist als vor zehn Jahren.

Die Hypothese, dass die intensive DMI-Exposition der letzten Jahre zu einem generellen Anstieg
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der CYP51-Expression in den Populationen von P. pachyrhizi gefuhrt hat, muss durch weitere

Analysen aktueller Feldpopulationen aus Stidamerika bestatigt werden.

Neben der CYP51-Uberexpression wurden die relevanten Mutationen im CYP51 in der cDNA der
Einsporisolate mithilfe der Pyrosequenzierungsmethode quantifiziert. Das Ergebnis zeigte
deutlich, dass die Mutationshaufigkeiten im Transkriptom (cDNA) weit Uber den
Mutationshaufigkeiten der gDNA liegen (Tabelle 19). Fir das Einsporisolat, welches 19 %
Mutationsanteil in der gDNA aufzeigt, wurde in der cDNA ein Mutationsanteil von ca. 65 %
ermittelt. Fur die sechs Einsporisolate mit ca. 33 % Mutationsanteil in der gDNA und somit zwei
mutierten CYP51-Kopien, wurden in der cDNA Mutationswerte von 78—86 % bestimmt. Auch fur
das Einsporisolat mit 50 % Mutationsanteil und somit drei mutierten CYP51-Kopien in der gDNA,
wurden Mutationshaufigkeiten von ca. 81 % in der cDNA detektiert. Aus diesen Ergebnissen
ergeben sich folgende Schlussfolgerungen: Zum einen konnte die bereits durch Schmitz et al.
(2014) aufgestellte Hypothese bestéatigt werden, dass die mutierten CYP51-Kopien starker
exprimiert werden als die ebenfalls im Genom von P. pachyrhizi vorhandenen WT-Kopien des
CYP51. Hierbei wurden je nach Anzahl mutierter CYP51-Kopien im Genom unterschiedliche
Mutationshaufigkeiten im Transkriptom hervorgerufen. Bei lediglich einer mutierten CYP51-Kopie
im Genom (17 % Mutationshaufigkeit in gDNA), stiegen die Mutationswerte in der cDNA auf ca.
66 % (2 vier mutierten CYP51-Kopien). Bei zwei ebenso wie bei drei mutierten CYP51-Kopien in
der gDNA (33 % und 50 %), stiegen die Mutationswerte der cDNA auf ca. 83 % (2 funf mutierten
CYP51-Kopien). Nach aktuellem Kenntnisstand kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die
adaptierten CYP51-Kopien vermehrt abgelesen werden, im Transkriptom aber nicht zu 100 %
vorliegen. Dies konnte daran liegen, dass die enzymatischen Stoffwechselprozesse im WT-Allel
in Situationen ohne DMI-Anwendung vorteilhafter ablaufen. Da in dieser Studie lediglich neun
Isolate untersucht wurden, muss diese Hypothese durch die Analyse der cONA mehrerer Isolate
bestatigt werden. Ebenfalls wurde der Mechanismus, welcher der CYP51-Uberexpression in
P. pachyrhizi zugrunde liegt, im Rahmen dieser Arbeit nicht ermittelt. Hier kbnnte im Zuge weiterer
Studien bspw. die CYP51-Promoterregion auf Insertionen untersucht werden, da diese in
unterschiedlichen Pathogenen mit einer Uberexpression des CYP51 in Verbindung gebracht
wurden (Cools et al., 2013; Huf et al., 2020). Nach derzeitigem Kenntnisstand kann die erhdhte
CYP51-Expression bei P. pachyrhizi als zuséatzlicher Resistenzmechanismus bestétigt werden,
welcher nicht durch DMI-Anwendung induziert wird, sondern durch intensive DMI-Exposition

selektiert werden kann.
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4.6 Auswirkungen der unterschiedlichen CYP51-Haplotypen in
Einsporisolaten von P. pachyrhizi auf die Sensitivitat gegentber DMI

Die Verwendung von DMI zur Bekampfung von P. pachyrhizi auf dem stdamerikanischen
Kontinent und insbesondere in Brasilien, begann bereits eine Saison (2002/3) nach erstmaligem
Auftreten des Pilzes (Godoy et al., 2016; Zambolim et al., 2021). Die hohen Ertragsausfalle und
der damit verbundene wirtschaftliche Schaden, den der Pilz ohne Fungizidanwendung
verursachte, resultierten in einer intensiven Anwendung hoch wirksamer DMI (Godoy et al., 2016).
Brasilien, welches bereits zum damaligen Zeitpunkt zu einem der grof3ten Sojaproduzenten
weltweit zahlte (Abbildung 1), verzeichnete bereits vier Jahre nach den ersten DMI-Anwendungen
Wirksamkeitsverluste von bspw. Cyproconazol und Tebuconazol. Nach der Saison 2007/2008 war
in Brasilien ein allgemeiner Riickgang in der Effizienz der zugelassenen DMI zu verzeichnen. Die
intensive, mehrmalige und grof3flachige Anwendung von DMI-Soloformulierungen und der damit
verbundene starke Selektionsdruck sorgten daftr, dass die urspriinglich sensitive Pilzpopulation
bereits nach kurzer Zeit deutliche Anpassungen gegentber den DMI aufzeigte (Schmitz et al.,
2014; Godoy et al., 2016).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Einsporisolate,  welche unterschiedliche
Mutationskombinationen im CYP51 aufweisen und somit unterschiedliche CYP51-Haplotypen von
P. pachyrhizi reprasentieren (Tabelle 18), wurden im Zuge von Sensitivitatsstudien genutzt, um
die Wirksamkeit unterschiedlicher DMI zu bewerten. Da nach bisherigem Kenntnisstand keine
Sensitivitdtsstudien mit Einsporisolaten von P. pachyrhizi durchgefiihrt wurden, konnte somit der
individuelle Einfluss unterschiedlicher CYP51-Mutationskombinationen bzw. CYP51-Haplotypen
auf die Sensitivitdt gegentber DMI beurteilt werden. Die Sensitivitatsstudien wurden mehrfach
wiederholt und aufgrund der genetischen Stabilitdét der Isolate wurden lediglich geringe
Standardabweichungen (SE) zwischen den Versuchen ermittelt (Abbildung 16). Es wurden die
DMI Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol, Tebuconazol

und Metconazol als Soloformulierungen getestet, welche einen Tag praventiv appliziert wurden.

Fur das WT-Einsporisolat, welches keine Mutation im CYP51 aufwies (Abbildung 18), wurde eine
hohe Sensitivitdt gegenlber fast allen getesteten DMI nachgewiesen. Lediglich Tetraconazol
(EDso = 4 mg/l) zeigte eine leicht geringere und Difenoconazol (EDso = 19 mg/l) eine deutlich

geringere Wirksamkeit als die verbleibenden DMI (EDsp = ca. 1 mg/l) (Abbildung 16).

Der Haplotyp F120L + Y131H, welcher bereits in friheren Studien mit einer verringerten
Sensitivitdt gegeniiber DMI beschrieben wurde (Schmitz et al., 2014; Muller et al., 2021), zeigte

auch in der hier vorliegenden Arbeit eine deutlich verringerte Wirksamkeit der getesteten DMI.
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Gegeniber diesem Haplotyp zeigten Prothioconazol (EDso=10mg/l) und Cyproconazol
(EDso =21 mg/l) die beste Wirksamkeit, wohingegen Metconazol und Tebuconazol in der
hdchsten angewandten Dosis von 100 mg/l lediglich ca. 35 % Kontrolle erzielen konnten
(EDso > 100 mg/l). Sie lagen damit auf einer Stufe mit Difenoconazol (Abbildung 15 und 16). Auch
Epoxiconazol (EDso = 35 mg/l) und Tetraconazol (EDso = 48 mg/l) zeigten deutlich schlechtere
Wirksamkeiten als gegentber dem WT, konnten allerdings in der héchsten angewandten Dosis
eine nahezu vollstandige Hemmung erzielen (Abbildung 15). Die fir diesen Haplotypen
ermittelten EDso-Werte fur Prothioconazol, lassen sich annahernd mit den Werten von Miller et
al. (2021) vergleichen, welche Sensitivitatsstudien mit Populationen und monouredinialen Isolaten
von P. pachyrhizi durchfihrte.

Die beiden neu identifizierte  CYP51-Haplotypen,  F120L + Y131H + 1145V  und
F120L + Y131H + F154Y, zeigen keine bzw. leicht hdhere EDso-Werte als der Haplotyp
F120L + Y131H. Allerdings sind diese Unterschiede sehr gering. Am Beispiel von Prothioconazol
wurden fir den Haplotypen F120L + Y131H EDso-Werte von 10 mg/l, fur den Haplotypen
F120L + Y131H + 1145V EDso-Werte von  12mg/ll und fir den  Haplotypen
F120L + Y131H + F154Y EDso-Werte von 26 mg/l ermittelt. Somit zeigt lediglich
F120L + Y131H + F154Y eine geringere Sensitivitat gegenlber Prothioconazol (Abbildung 16).

Somit stellt sich die Frage, welchen Einfluss die zwei neu identifizierten Haplotypen
(F120L + Y131H + 1145V/F154Y) auf die Sensitivitat gegeniiber DMI haben. Da der Haplotyp
F120L + Y131H + F154Y im Zuge des Monitoringprogramms lediglich in < 1 % der analysierten
Proben nachgewiesen wurde, scheint dieser aktuell keine groRere Bedeutung in der Population
von P. pachyrhizi in Stidamerika einzunehmen (Kapitel 4.4). Auch konnte gezeigt werden, dass
die Aminosaureposition F154 keine Nahe zum aktiven Zentrum oder zur Him-Gruppe des CYP51-
Enzyms aufweist (Abbildung 11). Ein zuséatzlicher Effekt der Mutation F154Y auf die Bindung
unterschiedlicher DMI im CYP51 ist somit nicht ersichtlich. Die leicht erhéhten EDso-Werte im
Vergleich zum Haplotyp F120L + Y131H, kdnnten méglicherweise durch die 1,7-fache CYP51-
Uberexpression des Einsporisolates, verglichen mit dem Einsporisolat mit der
Mutationskombination F120L + Y131H, erklart werden (Abbildung 12). Dies kénnte ein Indiz daftr
sein, dass eine CYP51-Uberexpression mit einer Verringerung der DMI-Sensitivitat korreliert. Da
allerdings der Einfluss der F154Y Mutation auf die DMI-Sensitivitat nur bei einem Isolat bewertet
werden konnte, missen weitere Studien durchgefihrt werden, um diese neue Mutation
hinsichtlich ihrer Resistenz gegenuber DMI eindeutig zu bewerten. Da dieser CYP51-Haplotyp in
unterschiedlichen Jahren zumindest in wenigen Feldproben nachgewiesen werden konnte,

handelt es sich nicht um eine im Labor erzeugte Mutante.
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Der neu identifizierte Haplotyp F120L + Y131H + 1145V zeigte im Vergleich zum Haplotyp
F120L + Y131H nahezu identische EDso-Werte. Somit deutet auch hier nach aktuellem
Kenntnisstand alles darauf hin, dass die zusatzliche Mutation 1145V keinen, oder lediglich einen
geringen Einfluss auf die Bindung unterschiedlicher DMI hat. Interessant ist allerdings, dass dieser
Haplotyp im Vergleich zu Haplotyp F120L + Y131H + F154Y, in 5% der analysierten
Feldpopulationen detektiert werden konnte (Kapitel 4.4). Dies kdnnte bedeuten, dass mit der
Mutation 1145V Vorteile verbunden sind, die mit der Mutation F154Y nicht einhergehen. Ein
weiterer Hinweis, der fir enzymatische Vorteile (Fitnessvorteile) der Mutation 1145V spricht, zeigt
sich in einem CYP51-Sequenzvergleich mehrerer Pilze (Abbildung 10). Es konnte aufgezeigt
werden, dass an der homologen Position zur 1145V Mutation bei dem Basidiomyceten Puccinia
recondita sowie bei allen sieben aufgezeigten Ascomycota (z. B. Z. tritici, C. beticola, R. collo-
cygni), bereits in der WT CYP51-Sequenz die Aminosaure Valin codiert wird. Diese Information
lasst die Hypothese zu, dass der Austausch von Isoleucin = Valin (I1145V Mutation) in
P. pachyrhizi mit einer Veranderung der CYP51-Proteinstruktur einhergeht, welche einen
positiven Effekt auf die beteiligten Stoffwechselprozesse austibt. Ahnlich verhalt es sich mit der
F120L Mutation, welche in diesem sowie in drei der sechs weiteren derzeit bekannten CYP51-
Haplotypen auftritt (Kapitel 4.4). Auch hier konnte der individuelle Einfluss der Mutation F120L auf
eine verringerte Sensitivitdt gegeniber DMI nicht aufgezeigt werden. Dennoch konnte die
Veranderung der Aminosaure Phenylalanin (F) = Leucin (L) in einer Vielzahl der analysierten
Feldproben identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Wie bereits fiir die Mutation 1145V
beschrieben, konnte auch fir die F120L Mutation im Zuge des CYP51-Sequenzvergleichs
(Kapitel 3.2.3) gezeigt werden, dass in allen aufgezeigten Pathogenen an der homologen Position
zur F120L Mutation bereits im WT ein Leucin (L) codiert wird (Abbildung 10). Dieser
Zusammenhang sowie das Auftreten der F120L in vier der sieben adaptierten CYP51-Haplotypen
von P. pachyrhizi, kdnnte ein Indiz dafur sein, dass auch der Haplotyp F120L + Y131H + 1145V in
Zukunft in mehr Feldproben identifiziert werden konnte, allerdings keine stérkere Resistenz
gegenuber DMI hervorruft als der Haplotyp F120L + Y131H. Diese Schlussfolgerungen sollten im

Zuge weiterer Sensitivitdtsstudien sowie in Monitoringprogrammen bericksichtigt werden.

Der neu identifizierte Haplotyp F120L + V130A + Y131F zeigte, verglichen mit dem WT-Haplotyp,
eine deutlich geringere Sensitivitat gegeniber allen getesteten DMI. Es wurden im Hinblick auf
die unterschiedlichen DMI EDso-Werte in einer grof3en Spannweite von 22 bis >100 mg/l ermittelt.
Hierbei zeigten Epoxiconazol, Difenoconazol, Cyproconazol und Tetraconazol keine
ausreichende Wirkung mit EDso-Werten > 92 mg/l. Prothioconazol ebenso wie Metconazol und

Tebuconazol konnten mit geringeren EDso-Werten eine bessere Wirkung erzielen. Im direkten
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Vergleich mit dem zuvor beschriebenen Haplotyp F120L + Y131H fallt auf, dass Epoxiconazol
und Cyproconazol durch den neuen Haplotypen starker beeinflusst werden. Auch die Wirkung
von Prothioconazol ist geringer als bei dem Haplotypen F120L + Y131H. Bei Tebuconazol und
Metconazol hingegen, verhdlt sich die Situation entgegengesetzt. Beide Wirkstoffe kdnnen den
Haplotypen F120L + V130A + Y131F besser kontrollieren als den Haplotypen F120L + Y131H.
Diese Beobachtung wird im nachfolgenden Kapitel 4.7 im Hinblick auf eine teilweise fehlende

Kreuzresistenz der DMI gegenuber P. pachyrhizi naher diskutiert.

Im Zuge der hier durchgefuhrten Sensitivitdtsstudien lasst sich klar belegen, dass der neu
identifizierte Haplotyp F120L + V130A + Y131F mit einer deutlich verringerten Sensitivitat
gegenuber allen DMI einhergeht. Sowohl die Mutation V130A als auch die Mutation Y131F
konnten bereits homolog in anderen phytopathogenen Pilzen (z. B. Z. tritici, R. collo-cygni) mit
einer verringerten Sensitivitdt gegentber DMI beschrieben werden (Cools et al., 2011; Rehfus et
al., 2019; Jgrgensen et al.,, 2021). Auch die direkt am aktiven Zentrum des CYP51-Enzyms
angrenzende Lage sowohl der V130A als auch der Y131F Mutation, geben einen Hinweis darauf,
dass die Bindung der DMI durch diese Mutationskombination beeinflusst werden kann
(Abbildung 11). Die im Zuge des Monitoringsprogramms analysierten Feldproben aus Stidamerika
zeigen auf (Kapitel 4.4), dass insbesondere ab der Saison 2019/20 die Haufigkeit des neu
identifizierten Haplotypen F120L + V130A + Y131F zugenommen hat. Er konnte in nahezu
genauso vielen Populationen nachgewiesen werden, wie der bereits langer beschriebene
Haplotyp F120L + Y131H. Der neu identifizierte Haplotyp F120L + V130A + Y131F verursacht
insbesondere fir Epoxiconazol und Cyproconazol aber auch flr Prothioconazol hohe RF
(Tabelle 22). Mit den zusatzlichen Informationen Uber die Verbreitung des Haplotypen in den
Sojaanbauregionen von Siidamerika kann vermutet werden, dass die Leistung dieser Wirkstoffe
auch auf dem Feld beeintrachtigt werden koénnte. Ein Monitoring mit der ldentifizierung dieser

Mutationskombination sollte daher in jedem Fall fortgesetzt werden.

4.7 Unvollstandige Kreuzresistenz von P. pachyrhizi gegeniiber DMI

Im Allgemeinen werden Wirkstoffe, die einem gemeinsamen MoA zugeordnet werden kénnen, als
kreuzresistent eingestuft. Da alle DMI eine Wechselwirkung mit dem gleichen Zielenzym (CYP51)
eingehen, zahlen auch diese grundsatzlich als kreuzresistent zueinander (FRAC, 2022). Dennoch
konnte bspw. fiir Z. tritici eine unvollstandige Kreuzresistenz zwischen einzelnen DMI aufgezeigt
werden, die mit Verdnderungen des Zielenzyms CYP51 (Punktmutationen), einhergingen (Fraaije

et al., 2007; Stammler et al., 2008; Jagrgensen et al., 2018; Jgrgensen et al., 2021).
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In dieser Arbeit wurden die durch die Sensitivitatsstudien erhaltenen EDso-Werte genutzt, um die
RF zu ermitteln und Korrelationen hinsichtlich der Wirkung der getesteten DMI auf
unterschiedliche CYP51-Haplotypen aufzustellen. Hierbei konnte aufgezeigt werden, dass die
getesteten DMI in zwei Gruppen eingeteilt werden kénnen, welche innerhalb der Gruppen eine
starke Kreuzresistenz, zwischen den beiden Gruppen allerdings keine aufzeigen. Der ersten
Gruppe koénnen Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol und Tetraconazol zugeordnet
werden, welche eine starke Korrelation (R?> 0,86) zueinander aufzeigten (Abbildung 17 und
A27). Die einzige Ausnahme ist Tetraconazol (R?>0,56) mit einer gering schwacheren
Korrelation aufgrund der geringeren intrinsischen Aktivitat. Der zweiten Gruppe lassen sich
Tebuconazol und Metconazol zuordnen. Auch diese zeigten im Hinblick auf die getesteten
CYP51-Haplotypen von P. pachyrhizi eine Kreuzresistenz mit starker Korrelation zueinander auf
(R?2 =0,99) (Abbildung 17). Vergleicht man nun die Korrelation zwischen den beiden Gruppen, so
ist hervorzuheben, dass bspw. Prothioconazol und Tebuconazol (R? = 0,14) oder Prothioconazol
und Metconazol (R? = 0,08) keine Kreuzresistenz zueinander aufweisen. Aufgrund der geringen
Wirksamkeit von Difenoconazol gegenlber allen getesteten CYP51-Haplotypen von
P. pachyrhizi, konnte hier keine Aussage zur Kreuzresistenz getroffen und somit konnte

Difenoconazol keiner Gruppe zugeordnet werden.

Die fehlende Kreuzresistenz zwischen der Gruppe 1l (Prothioconazol, Epoxiconazol,
Cyproconazol, Tetraconazol) und der Gruppe 2 (Tebuconazol, Metconazol) wird durch den
Haplotyp F120L + Y131H und den neu identifizierten Haplotyp F120L + V130A + Y131F
hervorgerufen. Dieses Verhalten spiegelt sich ebenfalls in den erhaltenen RF wider (Tabelle 22).
Fur den Haplotypen F120L + Y131H wurden fiir Gruppe 2 hohe RF von > 100 ermittelt,
wohingegen fir den Haplotypen F120L + V130A + Y131F niedrige—moderate RF gezeigt werden
konnten. Fur Gruppe 1 ist die gegenteilige Situation zu beobachten. Hier wurden fur den
Haplotypen F120L + Y131H deutlich niedrigere RF ermittelt als bei dem Haplotyp
F120L + V130A + Y131F. Die teilweise fehlende Kreuzresistenz der unterschiedlichen CYP51-
Haplotypen von P. pachyrhizi gegeniiber DMI, wird nach bisherigem Kenntnisstand durch die
Mutation V130A hervorgerufen. Diese Mutation wurde bei Z. tritici (V136A) bereits mit einem
Sensitivitatsverlust von Prothioconazol und Epoxiconazol und einer erhdhten Sensitivitat
gegenuber Tebuconazol und somit mit einer fehlenden Kreuzresistenz in Verbindung gebracht
(Heick et al., 2017; Jgrgensen et al., 2018; Jgrgensen et al., 2021).

Damit die Erkenntnis der teilweise fehlenden Kreuzresistenz bestétigt werden konnte, wurde
mithilfe einer Population von P. pachyrhizi (Isolatmix aus mehreren Einsporisolaten) demonstriert,

welche CYP51-Mutation bzw. welcher CYP51-Haplotyp durch eine Behandlung mit den
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unterschiedlichen DMI selektiert wird (Kapitel 3.5). Hierbei konnte bestétigt werden, dass die DMI
der Gruppe 2 (Tebuconazol, Metconazol) in allen aufgebrachten Konzentrationen lediglich den
Haplotyp F120L + Y131H selektieren und demzufolge wurde Haplotyp F120L + V130A + Y131F
kontrolliert ~ (Abbildung 18). Gruppe 1  (Prothioconazol, Epoxiconazol, Cyproconazol,
Tetraconazol) selektierte in den niedrigeren Konzentrationen bis ca. 3 mg/l, vorerst den Haplotyp
F120L + Y131H, in den hohen Konzentrationen wurde allerdings Haplotyp
F120L + V130A + Y131F selektiert. Difenoconazol zeigte aufgrund der geringen intrinsischen
Aktivitdt kein eindeutiges Selektionsmuster. Dass die Wirkstoffe der Gruppe 1 den Haplotypen
F120L + Y131H in niedrigen und den Haplotypen F120L + V130A + Y131F in hQheren
Konzentrationen selektieren, ist ein Indiz fir einen Fitnessvorteil der Mutationskombination
F120L + Y131H. Es zeigt allerdings auch, dass dieser Haplotyp in héheren Konzentrationen
vollsténdig kontrolliert werden kann, wohingegen der Haplotyp F120L + V130A + Y131F auch
hohere Aufwandmengen der Gruppe 1 Uberlebt und somit eine héhere Anpassung gegentber
dieser Gruppe aufweist (Abbildung 18).

Die Erkenntnis einer teilweise fehlenden Kreuzresistenz der DMI gegeniiber den vorherrschenden
Haplotypen von P. pachyrhizi F120L + Y131H und F120L + V130A + Y131F bietet eine neue
Mdglichkeit in Bezug auf ein angepasstes Resistenzmanagement. Grundsatzlich wird fir ein
Resistenzmanagement die Mischung von unterschiedlichen MoA empfohlen, um einen einseitigen
Selektionsdruck auf die vorherrschende Pilzpopulation so gering wie mdglich zu halten. Mit der
neu identifizierten fehlenden Kreuzresistenz von Gruppe 1 und 2 kénnte die Verwendung von DMI
aus beiden Gruppen in Fungizidmischungen oder Alternierungen als Resistenz- und
Krankheitsmanagement berlcksichtigt werden. Da allerdings noch nicht geklart werden konnte,
wie stark andere Resistenzmechanismen wie bspw. die CYP51-Uberexpression zu einer
generellen DMI-Anpassung in P. pachyrhizi beitragen konnen, sollten auch andere MoA
einbezogen werden. Somit kann die Wirksamkeit der aktuell zugelassenen DMI so lange wie

moglich geschutzt und aufrechterhalten werden (Heick et al., 2017).

4.8 Ausblick zur DMI-Resistenzentwicklung in P. pachyrhizi

Der vermehrte Einsatz wirksamer Single-Site-DMI zur Bekdmpfung des ASR in Sidamerika,
fuhrte zu einem Rickgang der Sensitivitat der vorherrschenden Pilzpopulation gegentber diesem
Mode of Action (Godoy et al., 2016). Die genetische Vielfalt der Populationen von P. pachyrhizi,
das Vorhandensein von zwei haploiden Zellkernen und der kurze Entwicklungszyklus in
Verbindung mit einer hohen Produktionsrate von Uredosporen tragen dazu bei, dass sich

vorteilhafte Veranderungen im Genom (Mutationen) schnell etablieren kbnnen (Goellner et al.,
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2010; Twizeyimana et al., 2011lb; Jorge et al., 2015; Darben et al, 2020). Die
Resistenzmutationen einer angepassten Population sind zumeist mit Vorteilen bei
Fungizidanwendung verbunden, in Situationen ohne Fungizidanwendung ist allerdings die Fitness
der Population fiir das Uberleben entscheidend (Brent & Hollomon, 2007a). Hierbei ist es moglich,
dass die Mutationen der angepassten Individuen und die damit verbundenen Veranderungen des

Enzyms mit einer geringeren Stoffwechselaktivitat einhergehen (Scalliet et al., 2012).

Die vorliegende Studie ergab, dass sechs Kopien des CYP51 im Genom von P. pachyrhizi
vorhanden sind. Nach derzeitigem Kenntnisstand sind bei adaptierten Individuen maximal drei
mutierte CYP51-Kopien zu verzeichnen (50 % Mutationshaufigkeit) (Kapitel 4.3). Dies bedeutet,
dass in jedem angepassten Individuum neben den adaptierten CYP51 zusatzliche Wildtyp
CYP51-Kopien enthalten sind. In diesen WT-Kopien sind die Stoffwechselprozesse des CYP51
ohne DMI-Anwendung hochstwahrscheinlich unbeeinflusst. Das Vorhandensein mehrerer
CYP51-Kopien ist daher vermutlich ein weiteres Merkmal, welches die schnelle Anpassung des
Pilzes an sich &ndernde Umweltbedingungen fordert. Zum besseren Verstandnis dieser Dynamik,
sollten zusatzlich Fitnessstudien mit Populationen von P. pachyrhizi durchgefihrt werden, die
mdgliche Vor- und Nachteile der unterschiedlichen CYP51-Haplotypen aufzeigen. Diese
Populationsdynamik kdnnte zusammen mit den Informationen Uber die CYP51-Kopienzahl in
P. pachyrhizi Hinweis geben, wie der Pilz das Vorhandensein mehrerer CYP51-Allele (WT und

adaptiert) in unterschiedlichen Situationen (mit und ohne DMI-Anwendung) nutzt.

Sensitivitatsstudien konnten bestétigen, dass sowohl der Haplotyp F120L + Y131H als auch der
neu identifizierte Haplotyp F120L + V130A + Y131F zu einem deutlichen Sensitivitatsverlust von
unterschiedlichen DMI fihren (Kapitel 4.6). Diese beiden CYP51-Haplotypen konnten in
Siudamerika in einer Vielzahl von Populationen von P. pachyrhizi nachgewiesen werden. Der
Haplotyp F120L + Y131H, der bereits in Proben aus 2010 nachgewiesen wurde (Schmitz et al.,
2014), wurde an einigen Standorten ab der Saison 2019/20 zunehmend durch den Haplotyp
F120L + V130A + Y131F abgelost. Die hier vorliegende Studie konnte darlegen, dass diese
beiden CYP51-Haplotypen mit einer unvollstdndigen Kreuzresistenz unterschiedlicher DMI
einhergehen. Ab der Saison 2019/20 ist der Haplotyp mit der Mutationskombination
F120L + V130A + Y131F vermehrt nachgewiesen worden. Dies ist voraussichtlich auf die
intensive Anwendung insbesondere von Prothioconazol (Jiang & Yin, 2022; BASF interne
Studien) zurtickzufuhren. Das CYP51-Gen unterliegt einer fortlaufenden Evolution. Aus diesem
Grund sind ein intensives DMI-Sensitivitdtsmonitoring sowie ein genetisches CYP51-Monitoring
fur wirksame Resistenzmanagementstrategien in der Zukunft erforderlich. Hierbei kdnnte ein

Ansatz sein, dass aufgrund der teilweise fehlenden Kreuzresistenz diejenigen DMI eingesetzt
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werden, welche bei vorherrschenden CYP51-Haplotypen die bessere Wirksamkeit erzielen
(Kapitel 3.4.3). Eine groRtmdgliche Vielfalt verschiedener verfigbarer DMI sind wichtige
Werkzeuge fur eine effektive und nachhaltige Bekdmpfung bestehender, aber auch eventuell neu

auftretender CYP51-Haplotypen in P. pachyrhizi.

Mehrfache Anwendungen von DMI-Soloanwendungen innerhalb eines Spritzprogramms sollte
auch bei fehlender Kreuzresistenz vermieden werden. Es koénnen unspezifisch wirkenden
Resistenzmechanismen, wie bspw. die Uberexpression des CYP51, in einer generellen
Anpassung der vorherrschenden Pilzpopulation gegeniiber DMI resultieren. Die hier vorliegende
Studie konnte aufzeigen, dass das CYP51 in den Einsporisolaten deutlich Gberexprimiert wurde
(Kapitel 4.5). Der genaue Einfluss dieser Uberexpression sowie die daran beteiligten
Mechanismen, sollten im Zuge weiterer Studien detaillierter untersucht werden. Fir ein
angepasstes Resistenzmanagement bei der Bekdmpfung von P. pachyrhizi sollte unter anderem
der praventive Einsatz von Zweier- oder Dreierfungizidmischungen mit unterschiedlichen MoA
(DMI, Qol, SDHI) sowie der zusatzliche Einbezug von Multi-Site-Inhibitoren (z. B. Mancozeb,
Chlorthalonil) erfolgen. Hier kann die hohe Effizienz der Single-Site-Inhibitoren mit dem geringen
Risiko einer Resistenzentwicklung durch die Multi-Site-Inhibitoren kombiniert und folglich positive
Ergebnisse sowohl bei der ASR-Kontrolle als auch im Hinblick auf das Resistenzmanagement
erzielt werden (z. B. Dreiermischung: DMI + SDHI + Multi-Site) (Netto et al., 2020; Reis et al.,
2021a; Reis et al., 2021b; Zambolim et al., 2021). Zur optimalen Kontrolle von P. pachyrhizi ist
neben der Anwendung von Fungiziden ebenso der Anbau weniger anfélliger Sojasorten, die
Ausnutzung der gebrauchlichen Anbaupraktiken sowie die friihzeitige Erkennung und Bewertung
des ASR-Risikos fiir einen integrierten Pflanzenschutz obligatorisch. Ausschlie3lich durch die
Integration aller zur Verfligung stehenden Bekampfungsmdoglichkeiten kann das
Resistenzmanagement bestmoglichen Erfolg erzielen und die Wirksamkeit der vorhandenen
Wirkstoffe langfristig sichern. Die im Zuge dieser Studie gewonnenen Einsporisolate von
P. pachyrhizi stellen aufgrund ihrer genetischen Stabilitat auch fur zukinftige Studien ein
wichtiges Hilfsmittel dar, um die Wirksamkeiten von Fungiziden hinsichtlich unterschiedlicher
Haplotypen von P. pachyrhizi zu vergleichen und zu bewerten. Da neben den CYP51-Mutationen
ebenfalls die Mutation F129L (CYTb) und die Mutation I86F (SDHc) in den Einsporisolaten
vorhanden sind, kénnen Sensitivitatsstudien sowohl mit SDHI, Qol als auch DMI fur bereits
bekannte und ebenso fir neue Wirkstoffe durchgefiihrt werden. Durch die Mdoglichkeit der
langerfristigen Konservierung der Uredosporen (Schmitz & Stammler, 2012), koénnen die
genetisch identischen Isolate fur unterschiedliche Fragestellungen rekultiviert werden und die

Ergebnisse unterschiedlicher Studien sind vergleichbar.
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5 Zusammenfassung

Der pilzliche Schaderreger Phakopsora pachyrhizi verursacht den Asiatischen Sojabohnenrost
(ASR), eine Krankheit, welche insbesondere in Sidamerika den Ertrag im Sojabohnenanbau
erheblich limitieren kann. Neben ackerbaulichen MalBhahmen und der Verwendung weniger
anfalliger Sojasorten, beruht die Kontrolle des Pathogens Uberwiegend auf der Anwendung von
Fungiziden mit unterschiedlichen Wirkmechanismen. Demethylierungsinhibitoren (DMI) vertreten
hierbei bereits seit Beginn des Auftretens von P. pachyrhizi in Sidamerika (2001) eine der meist
genutzten Wirkstoffklassen bei der Fungizidanwendung. Diese hemmen die Sterol 14a-
Demethylase, ein wesentliches Enzym des Ergosterol-Biosynthesewegs, welches durch das
CYP51-Gen des Pilzes kodiert wird. Der starke Selektionsdruck, verursacht durch die intensive
Anwendung der DMI, fuhrte zu einer kontinuierlichen Anpassung der Population von P. pachyrhizi,
hin zu einer geringeren Empfindlichkeit gegenuber dieser Wirkstoffklasse (Shifting).

Bei phytopathogenen Pilzen ist die Gewinnung von Einsporisolaten oftmals der erste Ansatz zur
Charakterisierung von Resistenzmechanismen (z. B. Mutationen), welche eine geringere
Empfindlichkeit gegeniiber Fungiziden hervorrufen. Das Herstellungsverfahren der Einsporisolate
ist bei P. pachyrhizi aufgrund der biotrophen Lebensweise arbeitsaufwendig. Dies ist womaglich
einer der Grunde, warum bisher keine Studien veroffentlicht sind, die Einsporisolate zur
Charakterisierung der Resistenz von P. pachyrhizi gegeniiber Fungiziden verwendet haben.
Populationen von P. pachyrhizi weisen eine hohe genetische Vielfalt auf, die unter anderem durch
den kurzen Entwicklungszyklus des Pilzes sowie durch dikaryotische Uredosporen, welche dem
Pilz sowohl zur Verbreitung als auch zur Vermehrung dienen, geférdert wird. Aufgrund der
Heterogenitat der Populationen sowie der zwei haploiden Zellkerne innerhalb jeder Spore, ist es
umso bedeutender mit genetisch identischen Einsporisolaten und somit mit Klonen zu arbeiten.
Diese Methode bietet die einzige Mdoglichkeit, die unterschiedlichen Einflisse der

Resistenzmechanismen gegentber Fungiziden individuell zu bewerten.

In dieser Studie wurden erstmals Einsporisolate von P. pachyrhizi isoliert, welche einen wichtigen
Baustein fur Untersuchungen im Rahmen der Resistenzforschung darstellen. Ziel der
vorliegenden Studie war es, erstmals mithilfe dieser Einsporisolate die Resistenz gegentiber DMI
sowie die beteiligten Resistenzmechanismen (v. a. Punktmutationen) von P. pachyrhizi zu

charakterisieren.

Mithilfe von Sequenzanalysen der Einsporisolate konnte aufgezeigt werden, dass im Genom von

P. pachyrhizi insgesamt sechs Kopien des CYP51 vorliegen, welche drei CYP51-Allelen mit

geringen Sequenzunterschieden zugeordnet werden konnten. Diese Allele sind in den
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Einsporisolaten in unterschiedlichen Verhaltnissen vorhanden. Nach bisherigem Kenntnisstand
liegt hierbei das adaptierte CYP51-Allel mit entsprechenden Resistenzmutationen in maximal drei
der sechs vorhandenen CYP51-Kopien vor. Ein Mutationsanteil von > 50 % konnte somit in
Populationen ebenso wie in Einsporisolaten bislang nicht nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die adaptierten CYP51-Kopien mit Nachteilen in ihrer
enzymatischen Aktivitat und somit mit einer verminderten Fitness einhergehen. Das
Vorhandensein mehrerer CYP51-Allele (Wildtyp und adaptiert) bietet dem Pilz die Moglichkeit,
sowohl in Situationen mit Fungizidbehandlung (DMI) als auch ohne Fungizidbehandlung die
jeweiligen Vorteile der unterschiedlichen Allele zu beanspruchen. Im Hinblick auf die
Resistenzentwicklung zeigt dies, dass auch DMI-angepasste Individuen mit entsprechenden
Resistenzmutationen im CYP51 jederzeit Wildtypallele des CYP51 besitzen, welche die
enzymatischen Stoffwechselprozesse in Situationen ohne DMI-Anwendung sicherstellen kénnen.
Dies ermdglicht dem Pilz in unterschiedlichen Umweltbedingungen (mit und ohne DMI-
Anwendung) sein Uberleben zu gewahrleisten.

Die Sequenzanalysen des CYP51 der Einsporisolate konnten zusétzlich aufzeigen, dass die
jeweils vorhandenen Resistenzmutationen in den adaptierten CYP51-Kopien immer gekoppelt auf
einem DNA-Strang vorliegen. Mit dieser Erkenntnis lassen sich CYP51-Haplotypen in
P. pachyrhizi beschreiben, welche nach bisherigem Kenntnisstand immer mit gleichbleibenden
Mutationskombinationen einhergehen. Im Zuge dieser Untersuchung konnten drei neue
Mutationen (V130A, 1145V, F154Y) im CYP51 von P. pachyrhizi bestatigt werden, welche auf
einem DNA-Strang in Kombination mit bereits beschriebenen Mutationen auftreten. Bislang
kénnen somit neun Mutationen im CYP51 von P. pachyrhizi beschrieben werden (F120L, V130A,
Y131F/H, K142R, 1145V/F, F154Y, 1475T), welche durch die auf einem DNA-Strang auftretenden
Mutationskombinationen in sieben adaptierte CYP51-Haplotypen einteilt werden kdnnen. Des
Weiteren wurden die jeweiligen Positionen der derzeit bekannten Mutationen im CYP51-Enzym
mithilfe eines Proteinmodells dargestellt.

Es wurden erstmals Sensitivitdtsstudien mit Einsporisolaten von P. pachyrhizi durchgefihrt,
welche den individuellen Einfluss unterschiedlicher CYP51-Haplotypen auf DMI aufzeigen
konnten. Hierbei wurden bei den neu identifizierten CYP51-Haplotypen in P. pachyrhizi
unterschiedliche Sensitivitaten gegenuber DMI beobachtet. Verglichen mit dem Wildtyp zeigt der
neue Haplotyp F120L + V130A + Y131F eine deutliche Reduzierung in der Sensitivitat gegenuber
den getesteten DMI. Auch die Haplotypen F120L + Y131H + 1145V und F120L + Y131H + F154Y
konnten im Vergleich zu dem Wildtyp mit deutlich héheren EDso-Werten der getesteten DMI in

Verbindung gebracht werden. Im direkten Vergleich zu dem Haplotyp F120L + Y131H, konnte die
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jeweils dritte Mutation (1145V und F154Y) keinen signifikanten Beitrag zu einer Verringerung der

Sensitivitat gegentber DMI erzielen.

Im Zuge dieser Sensitivitdtsstudien wurde erstmals eine unvollstandige Kreuzresistenz der
CYP51-Haplotypen  F120L + V130A + Y131F und F120L +Y131H gegenliber DMI
nachgewiesen. Es konnten zwei Gruppen der getesteten DMI gebildet werden, welche innerhalb
der Gruppen eine starke Kreuzresistenz, zwischen den beiden Gruppen allerdings keine
aufzeigen. Die fehlende Kreuzresistenz zwischen Gruppe 1 (Prothioconazol, Epoxiconazol,
Cyproconazol, Tetraconazol) und Gruppe 2 (Tebuconazol, Metconazol) stellt eine weitere
wichtige Erkenntnis in Bezug auf ein angepasstes Resistenzmanagement bei der Kontrolle von
P. pachyrhizi durch DMI dar. Es konnte zusatzlich aufgezeigt werden, dass durch die Anwendung
der DMI aus Gruppe 2 keine Selektion des Haplotypen F120L + V130A + Y131F erfolgt. Gruppe 1
hingehen selektiert in niedrigen Konzentrationen vorerst Haplotyp F120L + Y131H und in héheren
Konzentrationen den Haplotyp F120L + V130A + Y131F. Diese Erkenntnis zeigt, dass der
Haplotyp F120L + Y131H einen Fitnessvorteil gegentiber dem Haplotyp F120L + V130A + Y131F
liefert, jedoch Haplotyp F120L + V130A + Y131F zu einem deutlich htheren Resistenzlevel
gegenuber Gruppe 1 fiihrt.

Bei den Einsporisolaten konnte neben den genannten Punktmutationen eine signifikante
Uberexpression des CYP51 festgestellt werden. Die Einsporisolate aus dem Jahr 2018 weisen
eine 20-70-fache Uberexpression auf. Der Einfluss dieser Uberexpression auf die Empfindlichkeit
gegenuber DMI konnte nicht eindeutig aufgezeigt werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
Des Weiteren konnte bestatigt werden, dass die adaptierten CYP51-Kopien im Vergleich zu den
Wildtyp CYP51-Kopien verstarkt abgelesen werden. In der cDNA konnten in den Einsporisolaten
mittels Pyrosequenzierung Mutationshaufigkeiten von ca. 66 % und 83 % ermittelt werden,
abhangig vom Mutationsanteil in der gDNA. Mutationshaufigkeiten in der cDNA von 100 % wurden
nicht nachgewiesen. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die im Genom von P. pachyrhizi
vorhandenen Wildtyp CYP51-Kopien zu jeder Zeit zu einem gewissen Anteil abgelesen werden,
da die mit den Punktmutationen einhergehende Veradnderungen im CYP51 mutmalllich mit

enzymatischen Nachteilen verbunden sind.
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7 Anhang

Tabelle A23: Nachweis der genetischen Identitat der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi durch Bestimmung der quantitativen
Mutationsanteile (%) nach Anwendung unterschiedlicher Demethylierungsinhibitoren im Detached Leaf Test. gDNA aus mit P. pachyrhizi
infizierten Bereichen von unbehandelten und behandelten Blattern wurde extrahiert und anschlieRend mittels Pyrosequenzierung und gPCR hinsichtlich
ihrer Mutationswerte quantifiziert. Fir die Analyse wurden die infizierten Bereiche verwendet, die in den héchsten Konzentrationen vorhanden waren
(0,3/1/3/10/30/100 mg/l) sowie die Befallsstellen aus den Kontrollen (0 mg/l). Eine zusatzliche Analyse der fur die Inokulation verwendeten
Sporensuspension (Inokulum) wurde durchgefihrt. Es wurden Prothioconazol, Expoxiconazol, Cyproconazol, Tetraconazol, Difenoconazol,
Tebuconazol und Metconazol Uberprift. Neben der Referenzpopulation (P-18) sind alle neun Einsporisolate aufgezeigt sowie sechs der neun CYP51-
Mutationen. Die Mutationen K142R, 1145F und 1475T sind nicht aufgeflihrt, da diese in keinem der gewonnenen Einsporisolate vorkamen. Ferner sind
die Konzentrationen gelistet, aus der die jeweiligen Befallsstellen analysiert wurden.

Mutationen (%) in gDNA
Konzentration
Isolat Behandlung CYP51 SDHc CYTb
(mgfl)
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L
Inokulum -b udNd udN udN udN udN udN 0 98
Kontrolle 0 udN udN udN udN udN udN 0 96
Prothioconazol 30 26 19 16 6 9 udN 0 97
Epoxiconazol 100 29 19 18 6 8 udN 0 98
Population
Cyproconazol 30 30 20 17 6 7 udN 0 98
P-182
Tetraconazol 100 26 19 15 udN 10 udN 0 98
Difenoconazol 100 37 udN udN 31 udN udN 0 98
Tebuconazol 100 30 udN udN 32 12 udN 0 97
Metconazol 100 31 udN udN 32 20 udN 0 96
MS2-256/18P°¢ Inokulum -b udN udN udN udN udN udN 0 udN
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Konzentration

Mutationen (%) in gDNA

Isolat Behandlung CYP51 SDHc CYTb
(mall)
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L
Kontrolle 0 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Prothioconazol 1 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Epoxiconazol 1 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Cyproconazol 1 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Tetraconazol 3 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Difenoconazol 30 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Tebuconazol 1 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Metconazol 1 udN udN udN udN udN udN 0 udN
Inokulum b 19 17 19 udN udN udN 0 96
Kontrolle 0 18 18 18 udN udN udN 0 97
Prothioconazol 30 18 16 18 udN udN udN 0 100
Epoxiconazol 100 16 20 18 udN udN udN 0 98
MS1-256/18P
Cyproconazol 100 20 19 18 udN udN udN 0 96
Tetraconazol 100 18 19 17 udN udN udN 0 97
Difenoconazol 100 20 18 19 udN udN udN 0 97
Tebuconazol 30 19 17 19 udN udN udN 0 96
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Konzentration

Mutationen (%) in gDNA

Isolat Behandlung CYP51 SDHc CYTb
(mall)
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L

Metconazol 100 19 20 17 udN udN udN 0 98
Inokulum b 28 29 32 udN udN udN 0 96
Kontrolle 0 31 27 31 udN udN udN 0 96
Prothioconazol 30 28 29 28 udN udN udN 0 96
Epoxiconazol 100 30 30 31 udN udN udN 0 98

MS1-261/18P° Cyproconazol 100 27 28 29 udN udN udN 0 96
Tetraconazol 100 30 29 30 udN udN udN 0 97
Difenoconazol 100 28 30 31 udN udN udN 0 100
Tebuconazol 30 28 27 28 udN udN udN 0 96
Metconazol 100 29 28 28 udN udN udN 0 99
Inokulum -b 30 27 30 udN udN udN 0 96
Kontrolle 0 29 27 28 udN udN udN 0 96
Prothioconazol 30 31 27 30 udN udN udN 0 99

MS2-261/18P¢
Epoxiconazol 100 30 29 31 udN udN udN 0 98
Cyproconazol 100 27 28 29 udN udN udN 0 99
Tetraconazol 100 31 29 30 udN udN udN 0 97
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Konzentration

Mutationen (%) in gDNA

Isolat Behandlung CYP51 SDHc CYTb
(mall)
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L

Difenoconazol 100 28 29 29 udN udN udN 0 97
Tebuconazol 30 29 28 28 udN udN udN 0 96
Metconazol 100 29 27 28 udN udN udN 0 96
Inokulum -b 30 29 30 udN udN udN 0 95
Kontrolle 0 29 28 31 udN udN udN 0 97
Prothioconazol 30 30 28 31 udN udN udN 0 96
Epoxiconazol 100 30 31 31 udN udN udN 0 98

MS3-261/18P° Cyproconazol 100 27 29 29 udN udN udN 0 100
Tetraconazol 100 30 30 30 udN udN udN 0 98
Difenoconazol 100 28 28 30 udN udN udN 0 97
Tebuconazol 30 30 29 31 udN udN udN 0 95
Metconazol 30 30 30 29 udN udN udN 0 98
Inokulum -b 47 udN udN 47 udN udN 46 97
Kontrolle 0 48 udN udN 48 udN udN 46 96

MS5-259/18P¢
Prothioconazol 10 47 udN udN 46 udN udN 46 98
Epoxiconazol 30 48 udN udN 47 udN udN 48 98
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Konzentration

Mutationen (%) in gDNA

Isolat Behandlung CYP51 SDHc CYTb
(mall)
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L

Cyproconazol 30 48 udN udN 49 udN udN 48 96
Tetraconazol 100 48 udN udN 46 udN udN 48 97
Difenoconazol 100 49 udN udN 49 udN udN 49 97
Tebuconazol 100 46 udN udN 46 udN udN 46 99
Metconazol 100 50 udN udN 47 udN udN 50 96
Inokulum b 30 udN udN 30 29 udN 0 98
Kontrolle 0 28 udN udN 28 28 udN 0 96
Prothioconazol 10 28 udN udN 28 28 udN 0 96
Epoxiconazol 30 30 udN udN 29 30 udN 0 98

MS1-259/18P¢ Cyproconazol 30 27 udN udN 31 29 udN 0 96
Tetraconazol 30 30 udN udN 29 29 udN 0 97
Difenoconazol 100 28 udN udN 30 28 udN 0 97
Tebuconazol 100 28 udN udN 28 28 udN 0 97
Metconazol 100 29 udN udN 30 30 udN 0 96
Inokulum -b 28 udN udN 28 32 udN 0 99

MS3-259/18P¢
Kontrolle 0 30 udN udN 30 30 udN 0 98

145




Anhang

Konzentration

Mutationen (%) in gDNA

Isolat Behandlung CYP51 SDHc CYTb
(mall)
F120L V130A Y131F Y131H 1145V F154Y I86F F129L
Prothioconazol 10 30 udN udN 28 30 udN 0 98
Epoxiconazol 30 29 udN udN 28 31 udN 0 98
Cyproconazol 30 27 udN udN 27 29 udN 0 96
Tetraconazol 100 30 udN udN 28 30 udN 0 96
Difenoconazol 100 29 udN udN 30 29 udN 0 98
Tebuconazol 100 28 udN udN 29 28 udN 0 99
Metconazol 100 29 udN udN 29 31 udN 0 99
Inokulum -b 32 udN udN 30 udN 30 0 96
Kontrolle 0 32 udN udN 29 udN 31 0 97
Prothioconazol 30 32 udN udN 29 udN 29 0 97
Epoxiconazol 30 30 udN udN 29 udN 31 0 98
MS4-259/18P¢ Cyproconazol 30 27 udN udN 27 udN 29 0 96
Tetraconazol 100 30 udN udN 31 udN 31 0 97
Difenoconazol 100 28 udN udN 29 udN 30 0 97
Tebuconazol 100 29 udN udN 28 udN 29 0 97
Metconazol 30 30 udN udN 30 udN 29 0 97
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a Referenzpopulation = zeigt auf, wie die Mutationswerte nach einer Behandlung mit unterschiedlichen Demethylierungsinhibitoren variieren.
b Keine Werte bei Konzentration, da es sich um das verwendete Inokulum handelt.
¢ MS = Einsporisolat (monosporic isolate)

4 Da die Nachweisgenauigkeit der Pyrosequenzierung 5 % betragt, wurden alle Werte < 5 % ,unterhalb der Nachweisgrenze* (udN) gesehen und alle Werte (iber 95 %
(F129L) kdnnen als 100 % interpretiert werden.
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Abbildung A21: Unterschiedliche Wildtypsequenzen des CYP51 in Einsporisolaten von Phakopsora pachyrhizi. Hierbei unterscheidet sich die
WT1 (A) von der WT2 (B) Sequenz an vier Positionen in der Nukleotidsequenz, wobei an drei Positionen eine andere Aminoséure codiert wird.
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Tabelle A24: Relative Expression des CYP51 der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi nach
Anwendung unterschiedlicher Demethylierungsinhibitoren im Detached Leaf Test. RNA wurde aus
mit P. pachyrhizi infizierten Befallsstellen von unbehandelten und behandelten Blattern extrahiert und in
cDNA transkribiert. Es wurden die infizierten Bereiche verwendet, die in den hdchsten Konzentrationen
vorhanden waren (0,3/1/3/10/30/100 mg/l) sowie die Befallsstellen aus den Kontrollen (0 mg/l). Die
Wirkstoffe Prothioconazol, Tebuconazol, Epoxiconazol, Difenoconazol, Cyproconazol, Metconazol und
Tetraconazol wurden appliziert. Zur Normalisierung wurde das Referenzgen a-Tubulin und als
Referenzisolat wurde die unbehandelte Kontrolle jedes Einsporisolates verwendet. Die Ct-Werte wurden
mit der Software gPCRsoft® bestimmt und die Berechnung der relativen Expression erfolgte durch die AACt-
Methode. Zusétzlich wurde der Standardfehler (SE) zwischen den Wiederholungen und die fur die RNA-
Extraktion verwendeten Konzentrationen gelistet.

Expressions-
Konzentration unterSChied Zur
Isolat Behandlung unbehandelten Stand(egrg)fehler
(mg/l)? Kontrolle
(0 mg/l)
Kontrolle 0 1,0 0,0
Prothioconazol 3 1,3 0,3
Tebuconazol 3 1,1 0,2
MS2-256/18 Epoxiconazol 1 0,9 0,0
(Wildtyp) Difenoconazol 30 0,9 0,1
Cyproconazol 1 1,0 0,1
Metconazol 1 1,1 0,2
Tetraconazol 3 1,1 0,1
Kontrolle 0 1,0 0,0
Prothioconazol 30 1,0 0,5
Tebuconazol 10 0,6 0,3
Epoxiconazol 100 0,6 0,0
MS1-256/18P
Difenoconazol 100 0,4 0,1
Cyproconazol 30 0,6 0,1
Metconazol 10 0,3 0,0
Tetraconazol 100 0,3 0,0
Kontrolle 0 1,0 0,0
MS1-261/18
Prothioconazol 10 0,7 0,1
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Konzentration

Expressions-

unterschied zur

Standardfehler

Isolat Behandlung (ma/ly® un?(eohnaat?glelzéten (SE)
(0 mg/l)
Tebuconazol 30 1,4 0,5
Epoxiconazol 100 2,7 0,5
Difenoconazol 100 0,9 0,2
Cyproconazol 30 1,0 0,1
Metconazol 10 0,9 0,1
Tetraconazol 100 1,0 0,2
Kontrolle 0 1,0 0,0
Prothioconazol 30 0,8 0,0
Tebuconazol 30 1,4 0,0
Epoxiconazol 100 1.3 0,1
MS2-261/18P
Difenoconazol 100 11 0,1
Cyproconazol 100 1.4 0,2
Metconazol 100 1,8 0,0
Tetraconazol 100 1,3 0,3
Kontrolle 0 1,0 0,0
Prothioconazol 30 0,8 0,0
Tebuconazol 10 0,8 0,1
Epoxiconazol 100 0,9 0,1
MS3-261/18P
Difenoconazol 100 0,9 0,0
Cyproconazol 100 0,5 0,4
Metconazol 30 1,0 0,5
Tetraconazol 100 1,0 0,0
Kontrolle 0 1,0 0,0
MS5-259/18P
Prothioconazol 10 0,9 0,1
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Konzentration

Expressions-

unterschied zur

Standardfehler

Isolat Behandlung (ma/ly® un?(eohnaat?glelzéten (SE)
(0 mg/l)
Tebuconazol 100 21 0,3
Epoxiconazol 30 1,3 0,3
Difenoconazol 100 1,2 0,1
Cyproconazol 10 1.4 0,2
Metconazol 100 24 0,1
Tetraconazol 30 1,0 0,0
Kontrolle 0 1,0 0,0
Prothioconazol 10 11 0,3
Tebuconazol 100 1,2 0,3
Epoxiconazol 30 1,2 0,1
MS1-259/18

Difenoconazol 100 0,8 0,1
Cyproconazol 30 0,7 0,0
Metconazol 100 0,7 0,1
Tetraconazol 30 11 0,3
Kontrolle 0 1,0 0,0
Prothioconazol 10 0,8 0,0
Tebuconazol 100 0,9 0,1
Epoxiconazol 30 0,5 0,1

MS3-259/18P
Difenoconazol 100 0,7 0,1
Cyproconazol 30 0,6 0,1
Metconazol 100 0,7 0,1
Tetraconazol 100 0,8 0,1
Kontrolle 0 1,0 0,0

MS4-259/18P
Prothioconazol 30 0,8 0,3
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Express.ions-
Isolat Behandlung Konzentration L&Tt?erzigwde(ejltzew Standardfehler
(mg/l)? Kontrolle (SE)
(0 mg/l)

Tebuconazol 100 0,7 0,3

Epoxiconazol 30 0,8 0,3

Difenoconazol 100 1,0 0,3

Cyproconazol 30 0,7 0,1

Metconazol 100 0,8 0,2

Tetraconazol 100 0,9 0,1

@ Unterschiedliche Konzentrationen je nach Wirksamkeit des Wirkstoffs. Fur die Analyse wurde die RNA aus den
infizierten Bereichen isoliert, die in den héchsten Konzentrationen vorhanden waren (0,3/1/3/10/30/100 mg/l). Ebenfalls
wurde als Referenz die RNA aus den Befallsstellen der unbehandelten Kontrollen (0 mg/l) extrahiert.

100 1 : 2
Epoxiconazol
P. pachyrhizi Einsporisolate
804 -8~ MS2-256/18P (Wildtyp)
MS1-256/18P (F120L + V1304 + Y131F (17 %))
g 04 b~ M51-26118P (F120L + V1304 + Y131F (33 %))
c ~h- M52-261/18P (F120L + V1304 + Y131F (33 %))
E ~&- M53-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 %))
£ 401 B MS5-258/18P (F120L + Y131H (50 %))
MS1-258/18P (F120L + Y131H + 1145V (33 %))
204 B MS3-259/18P (F120L + Y131H + 45V (33 =)
B M54-258/18P (F120L + Y131H + F154Y (33 %))
oA

0 03 1 3 10 20 100
Konzentration {mg/l)

Abbildung A22: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi
durch Epoxiconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fiir neun Einsporisolate
aufgefiihrt. Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusatzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen
(Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rottdne), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) =
Viereck (Grunténe)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines
jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist
der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.
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1004
P. pachyrhizi Einsporisolate
80 -8 MS2-256/1 8P (Wildtyp)
-~ MS1-256/18P (F120L + V130A + Y131F (17 %))
E 604 -~ 1S1-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 %))
5 -~ MS2-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 =)
=i -~ MS3-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 =)
£ 40 B MS5-258/18P (F120L + Y131H (50 %))
B~ MS1-258/18P (F120L + Y131H + [145V (33 =)
204 4B MS3-258/18P (F120L + Y131H + [145V (33 =)
- MS4-259/18P (F120L + Y131H + F154Y (33 %))
o4
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Abbildung A23: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi
durch Cyproconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fir neun Einsporisolate
aufgefiihrt. Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zuséatzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen
(Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rotténe), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) =
Viereck (Gruntone)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines
jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist
der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.
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P. pachyrhizi Einsporisolate
80 -8 MS2-256/1 8P (Wildtyp)
- MS1-256/M18P (F120L + V130A + Y131F (17 %))
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Abbildung A24: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi
durch Tetraconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fir neun Einsporisolate
aufgefiihrt. Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusétzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der Haplotypen ermdglichen (Wildtyp =
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Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rottdne), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) = Viereck
(Grinténe)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines jeweiligen
Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist der
Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.

100 4
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Abbildung A25: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi
durch Difenoconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fir neun Einsporisolate
aufgeflihrt. Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusétzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der CYP51-Haplotypen erméglichen
(Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rotténe), F120L + Y131H (+ [145V/F154Y) =
Viereck (Gruntone)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines
jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist
der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellit.
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1004
P. pachyrhizi Einsporisolate
80 -8 MS2-256/1 8P (Wildtyp)
A MS1-256/18P (F120L + V130A + Y131F (17 %)
E 604 -~ 1S1-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 %))
5 -~ MS2-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 =)
=i -~ MS3-261/18P (F120L + V130A + Y131F (33 =)
£ 40 B MS5-258/18P (F120L + Y131H (50 %))
B~ MS1-258/18P (F120L + Y131H + [145V (33 =)
204 4B MS3-258/18P (F120L + Y131H + [145V (33 =)
- MS4-259/18P (F120L + Y131H + F154Y (33 %))
o4

0 03 1 3 10 30 100
Kaonzentration (mg/l)

Abbildung A26: Vergleich der Inhibitionskurven der Einsporisolate von Phakopsora pachyrhizi
durch Tebuconazol. Es ist die Inhibition (%) in sieben Konzentrationen (mg/l) fir neun Einsporisolate
aufgefiihrt. Jedes Einsporisolat wurde mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusatzlich wurden
Farbbereiche und Symbole verwendet, welche eine Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdglichen
(Wildtyp = Kreis (Blau), F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rotténe), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) =
Viereck (Gruntone)). Des Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines
jeweiligen Einsporisolates zu entnehmen. Die Grafik wurde in RStudio erstellt und neben der Inhibition ist
der Standardfehler (SE) in Form von Fehlerbalken dargestellt.
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Abbildung A27: Korrelation der EDso-Werte flr Tebuconazol und Cyproconazol (A), Epoxiconazol
und Cyproconazol (B), Difenoconazol und Prothioconazol (C) ebenso wie fir Tebuconazol und
Epoxiconazol (D) bei Einsporisolaten von Phakopsora pachyrhizi. Die EDso-Werte wurden zur
Bestimmung der linearen Regression ebenso wie fur die Berechnung von (R2) verwendet. Jedes der
Einsporisolate ist mit einer spezifischen Farbe gekennzeichnet und zusatzlich wurden Farbténe und
Symbole verwendet, welche die Klassifizierung der CYP51-Haplotypen ermdéglichen (Wildtyp = Kreis (Blau),
F120L + V130A + Y131F = Dreieck (Rotténe), F120L + Y131H (+ 1145V/F154Y) = Viereck (Griintone)). Des
Weiteren ist der Legende der jeweilige Mutationsanteil (%) innerhalb eines Einsporisolates zu entnehmen.
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