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Fir eine Behauptung ist es entscheidend, dal sie interessant erscheint, und weniger, daR sie
der Wahrheit entspricht... doch selbstverstandlich ist eine wahre Behauptung in der Regel

interessanter als eine, die nicht zutrifft.
Alfred North Whitehead

Aus. W.F. Allman. Der Mammutjager in der Metro



Kurzfassung

Die Interaktion des Pilzes Chaetomium globosum mit der Gerste (Hordeum vulgare) und
dem Echten Gerstenmehltau (Erysiphe graminis f. sp. hordei)

Die Besiedlung einer Pflanze mit endophytischen Pilzen kann eine tiefgreifende Anderung des
physiologischen Zustands der Pflanze bewirken, welcher sich unter anderem in ener
verdnderten Interaktion mit Schaderregern ausdriickt. In  den hier vorliegenden
Untersuchungen zeigte der saprophytische Pilz Chaetomium globosum endophytisches
Wachstum in den Wurzeln der Gerste (Hordeum vulgare). Die Besiedlung der Wurzeln war bei
Verwendung eines synthetischen Kultursubstrats fur die Pflanzenanzucht auch mit einer
Symptomauspragung in Form von Verbrdunungen der Wurzelrinde verbunden. Mittels
histologischer und serologischer Methoden wurde die Besiedlung des Gewebes untersucht.
Ausgehend von der Rhizosphére erfolgte die Ausbreitung des Pilzes intrazelluldr in den
Epidermiszellen und inter- sowie intrazellulér in den ulReren Schichten des Rindenparenchymes.
Gleichzeitig konnten Abwehrreaktionen der Pflanze auf mikroskopischer Ebene in Form von
Zd lwandverbréunungen, hemisphérischen und papillenghnlichen Zellwandauflagerungen und
einer Autofluoreszenz der unmittelbar an die Hyphen angrenzenden Zellwénde beobachtet
werden. Aullerdem schien die Ausbreitung des Pilzes im Interzellularraum durch die Bildung
einer anamorphen Substanz eingeschrankt zu sein. Der Nachweis von C. globosum in den
Wurzeln gelang im Gegensatz dazu nicht mittels einer Oberflachensterilisation des Gewebes,
da die enzig effektive Methode zur Abtétung oberflachlich anhaftender Ascosporen
gleichzeitig auch zur Abtétung der in der Epidermis gelegenen Hyphen fihrte [1]. Eine
Blattspreitenbesiedlung durch C. globosum konnte in alen durchgefihrten Untersuchungen
nicht gefunden werden.

Hinweise auf Wirkungsmechanismen der in diesem Zusammenhang schon bekannten
Resistenzerhthung der Pflanze gegeniber dem Erreger des Echten Mehltaus, Erysiphe
graminis f. sp. hordei [2], wurden durch die beobachteten induzierten Abwehrreaktionen in der
Wurzel speziell in einer verstarkten Pathogenabwehr in den Primérbléttern der Pflanze gesucht.
Es konnten jedoch 41 h nach Inokulation mit E. graminis in den mit C. globosum besiedelten
Pflanzen mikroskopisch weder verstérkte Abwehrreaktionen, noch en verdnderter
Infektionsprozeld festgestel It werden. Sowohl die Konidienkeimung, as auch die Appressorien-
und Haustorienbildung und die Reproduktion des Pathogens waren unbeeinfluf3t. Es zeigte sich
jedoch eine dgnifikante Reduktion der Konidienanhaftung von E. graminis an die
Blattoberflache, die sich in einer verringerten Konidiendichte auferte. Es wird deshalb ein
induziertes und systemisch trandoziertes Signal vermutet, das die Konidienkeimung und damit
die Anhaftung von E. graminis f. sp. hordei an die Blattoberflache in einem sehr frihen
Stadium der Pathogenese verringert.

[1],[2] Literatur: s. ndchste Seite



Abstract

The interaction of the fungus Chaetomium globosum with the powdery mildew pathogen
Erysiphe graminis f. sp. hordei on barley (Hordeum vulgare)

Funga endophytic colonization of plants can change their metabolic activity leading to a
modified defense response to subsequent pathogen attack. It could be shown that the
saprotrophic fungus Chaetomium globosum is able to grow endophytically in barley roots
(Hordeum vulgare). The colonization included symptomatic discoloration of the root cortex if
a synthetic culture substrate was used for plant growth. The colonization of the root tissue by
C. globosum was investigated with histological and serological techniques. The fungus
colonized the epidermis intracellularly, while the outermost cortex layer was colonized inter-
and intracellularly. The colonization aways originated from the rhizosphere. The inter- and
intracellular growth was accompanied by host responses including autofluorescence and brown
discoloration of cell walls adjacent to hyphae and hemispherical or papillalike protuberances of
cell walls. Additionally, an anamorphic substance which was found in the intercellular spaces,
seemed to block the intercellular growth of the fungus. In contrast to these findings C.
globosum could not be reisolated from the roots by means of surface sterilization techniques.
The only sterilant being effective to ascospores on the plant surface penetrated the epidermal
root tissue and caused damage to this area [1]. Consequently, C. globosum hyphae growing in
this tissue could not be detected. Using microscopical and serological methods, no colonization
of leaf blades could be found.

To determine the mode of action leading to the reduced disease severity of Erysiphe
graminis f. sp. hordei, which was described previously [2], increased plant defense responses
in the primary leaves induced by the defense of C. globosum in the roots were investigated.
However, on a microscopica level no increased defense responses could be found in plants
colonized by C. globosum. Additionally there was no indication for a modified infection
process of E. graminis konidiospores 41 h post inoculation. The conidia germination of the
pathogen, as well as the appressorium and haustorium formation, i.e. the successful
penentration of the epidermis, and the reproduction was not atered. However, a genera
reduction of attached conidia was found on the leaf surfaces of plants colonized by C.
globosum compared to mock treated controls. This observation indicates for a C. globosum
inducible, and systemically diffusible signal which acts on early stages of pathogenesis, i.e. the
attachment of konidiospores to the leaf surface, viaan altered conidia germination.
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Einleitung 1

1 Einleitung

11 Die Gerste und ihr Pathogen Erysiphe graminis f. sp. hordei

Die Gerste gehtrt neben Weizen, Reis und Mais zu den wichtigsten Kulturpflanzen der
Menschheit. In ihrer Bedeutung steht sie bei einer Weltanbaufldche von 717 Mio ha nach
Weizen (32 %), Reis (20 %) und Mais (17 %) mit 11 % an 4. Stelle (BECKER et a. 1986).
Fur den Anbau sind die Faktoren Wasserangebot, Nahrsalzversorgung, Temperatur und
Bodenbeschaffenheit von ertragsentscheidender Bedeutung. Ebenfals von Bedeutung sind
Pflanzenschutzmal3hahmen und Anbautechniken. Im Pflanzenschutz hat sich in den letzten 25
Jahren gezeigt, dal3 trotz verstdrktem Einsatz von Pestiziden zunehmende Ertragsverluste zu
verzeichnen waren (OERKE & SCHONBECK 1992). Die Griinde hierfir werden in
intensivem Anbau mit hohem Diingeraufwand, im Anbau empfindlicher Hochertragssorten und
in unzureichenden Pflanzenschutzmal3nahmen gesucht. Zuséizlich fordert der Anbau in
Monokultur bei langjdhrigem Einsatiz des gleichen Fungizids die Resistenzbildung der
Pathogene. Ebenso kdnnen in Monokulturen die Resistenzgene der Pflanzen eher durch eine
Mutation des Pathogens tiberwunden werden (STEINER & SCHONBECK 1995).

Der Echte Mehltau Erysiphe graminis gehort zu einer der wichtigsten Pilzkrankheiten im
Getreideanbau. Er wird taxonomisch der Klasse der Pyrenomyceten zugeordnet
(Ascomycotina, bitunicater Ascus, HAWKSWORTH et a. 1995). Der Pilz ist ein obligat
biotropher Parasit. Seine Nahrstoffe bezieht er aus den Epidermiszellen der Pflanze Uber ein
speziell ausgebildetes Organ, das Haustorium (Abb. 1 und 3, S. 4). Die forma specialis hordei
ist besonders in den gemaliigten Breiten von tkonomischer Bedeutung (KOGEL et al. 1994).
Sie infiziert die Wintergerste schon im Herbst und damit vor oder wéhrend der Bestockung.
Entsprechend ist der Schaden durch den Gerstenmehltau vorwiegend durch verringerte
Bestandesdichten bedingt (BECKER et a. 1986). Wichtige Faktoren bel der Mehltauabwehr
der Gerste sind rassenunspezifische Resistenzgene wie das rezessive Resistenzalel mlo
(FREIALDENHOVEN et al. 1996). Im Gegensatz dazu wird bel der rassenspezifischen
Resistenz die Pflanzenabwehr durch ein komplementéres Avirulenzgen des Pilzes ausgel6<t.
Die rassenspezifische Resistenz ist somit ein Beispiel fur die Gen-fur-Gen Hypothese (FLOR
1971). Sie kann besonders leicht durch Mutationen des Pathogens gebrochen werden. Fir den
Pflanzenschutz sind deshab eher solche Resistenzfaktoren interessant, die der multiplen
genetischen Kontrolle unterliegen und damit eine horizontale Resistenz vermitteln. Ein
typisches Beispiel einer solchen horizontalen Resistenz sellt die Stimulation  der
pflanzeneigenen Abwehr durch induzierte Resistenz dar. Sie wird ohne genetische
Modifikation der Pflanze wirksam und kann z.B. bei E. graminis an Gerste wie bel der
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Altersresistenz (CARVER 1987) eine verminderte Haustorieneffizienz und damit einen
vermindertes Koloniewachstum des Pathogens hervorrufen (STENZEL et al. 1985).

Neben der Suche nach neuen Resistenzstrategien schreitet auch die Suche nach neuen und
wirksameren Fungiziden weiter fort. Beispielhaft konnte dies anhand der fungiziden
Wirkstoffgruppe der Strobilurine gezeigt werden. Isoliert wurde sie aus dem Basidiomycet
Strobilurus tenacellus, einem Waldpilz (ANKE et a. 1977). Um im Wettlauf mit der
Resistenzbildung der Pathogene mithalten zu kénnen, beschéftigen sich Arbeiten weltweit mit
der fungiziden Wirkung von Pilzmetaboliten. Chaetomium stellt eine weitere Pilzgattung dar,
die fungizide Substanzen bildet. So wurde in einer vorangegangenen Studie gezeigt, dal? eine
Saatgutapplikation mit C. globosum eine systemische befalsreduzierende Wirkung auf die
Infektion mit E. graminis hat. Eine Bildung fungizider Substanzen wurde in diesem
Zusammenhang diskutiert (VILICH et al. 1998).

1.2 Die Gattung Chaetomium

Chaetomium ist eine der grofiten Gattungen saprotropher Ascomyceten. Seit ihrer Einflihrung
durch Kunze im Jahre 1817 wurden mehr als 300 Arten beschrieben, wovon C. globosum eine
der geographisch am weitest verbreiteten Arten darstellt (DOMSCH et al. 1993).
Chaetomium-Arten bilden spezielle Fruchtkérper in Form von Perithecien (Abb. 2, S. 4), die
oberflachlich auf dem besiedelten Substrat zu finden sind. Die Perithecien sind rund bis oval
und zeichnen sich durch zahireiche Haare oder Setae aus, die ihre Offnung, die Ostiole, und
das Perithecium als solches umgeben. Die Ostiole ihrerseits entldldt bei Alterung des
Peritheciums zahlreiche Ascosporen von arttypischer Grofe und Gestalt, die haufig in Form
einer Ascosporensaule (Cirrhus) den Fruchtkorper verlassen. Der Kontakt zum Substrat wird
durch die Ausbildung von rhizoiden Hyphen, die fest mit dem Substrat verankert sind,
hergestellt (Abb. 2). Die Arten der Gattung werden hauptséchlich durch Tiere (von ARX et a.
1986), jedoch auch durch den Wind (JARAI-KOMLODI & TOTH 1993, WICKLOW 1979)
verbreitet und sind an den unterschiedlichsten Substraten zu finden, so z.B. auf Dung, Stroh,
Papier, Textilien, Pflanzenmaterial und V ogelfedern.

Interessant ist die Gattung hinsichtlich ihrer Fahigkeit organische Substanz umzusetzen. Das
Pilzwachstum wird von einer hohen Cellulaseaktivitét begleitet, was sich in einer Vorliebe der
Pilze fur cellulosehaltige Substrate widerspiegelt (AGARWAL et a. 1963). Die Gattung spielt
dementsprechend im Kohlenstoffkreislauf der Natur eine wichtige Rolle, insbesondere bei der
Zersetzung cellulosehdtiger Materialien (MAGAN & LYNCH 1986) wie z.B. bei der
Weichfaule des Holzes (SAVORY 1954).
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Dartber hinaus konnte am Beispie C. globosum die Fahigkeit der Pilze zur Nitrifikation in
Form einer Nitratbildung aus Pepton bzw. aus Ammonium tber Nitrit gezeigt werden, wobei
jedoch die Bedeutung dieser pilzlichen Nitrifikation fir den Stickstoffkreidauf in der Natur bis
heute unklar bleibt ( WAINWRIGHT 1992).

Innerhalb der Gattung sind enige Arten zur Bildung ener Vielzahl toxischer
Stoffwechsel produkte fahig. Zu ihnen gehdren C. globosum, C. cochliodes und C. umbonatum
mit BHT, einem Tetrahydrofuran (DI PIETRO et a. 1992), Cytochaasin (NATORI 1986,
UDAGAWA 1984) und Chetomin, einem Piperazin (BREWER et a. 1966 und 1972,
BURROWS 1967, BREWER & TAYLOR, 1978). Diese Stoffwechsa produkte wirken toxisch
auf Pilze, Bakterien und Tiere (BREWER et al. 1966 und 1972, CHRISTENSEN et al. 1966,
DI PIETRO et a. 1992, NATORI 1986). Eine toxische Wirkung auf Pflanzen ist dagegen
bisher nicht beschrieben worden.

Abb. 1-3. Wirt, Parasit und Antagonist.

Abb. 1. Infektion eines Gerstenprimérblaits mit Erysiphe graminis f. sp. hordei. Die
vegetative Vermehrung des Pathogens erfolgt Uber Konidiosporen, die oberflachlich
von konidiogenen Hyphen abgeschnirt werden. Diese bilden gemeinsam mit den
Ektomyzel die makroskopisch sichtbare Kolonie (10-fache Vergrof3erung).

Abb. 2. Generative Phase von Chaetomium globosum. Der Ascomycet bildet Perithecien aus,
die oberflachlich das Substrat besiedeln. Zur Verankerung im Substrat werden von
den Perithecien rhizoide Hyphen ausgebildet (rH).

Abb. 3. Infektionsphasen von E. graminis f. sp. hordei ausgehend von einer Konidiospore
(Ko). Die charakteristischen Stadien der Infektion sind: 1. die Keimung (Ausbildung
des Primérkeimschlauchs, Pks) 2. die Aushildung eines sekundéren Keimschlauchs mit
anschlief3ender Appressorienbildung (Ap) und 3. die Haustorienbildung (Ha). Eine der
moglichen Mechanismen der Pathogenabwehr ist die Bildung effektiver Papillen (Pa)
durch den Wirt.
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1.3 Wechsalwirkung von Chaetomium spp. mit Phytopathogenen

Die befalsmindernde Wirkung einer Behandlung der Pflanzen mit Ascosporen von
Chaetomium sp. auf verschiedene Phytopathogene wurde durch eine Vielzahl von Studien
belegt. Besonders intensiv wurden die Wirkungsmechanismen der Befalsreduktion des
Apfelschorfes Venturia inaequalis durch eine Behandlung mit C. globosum untersucht. In
Gewéchshausversuchen konnte der Befal von Apfelsdmlingen mit V. inaequalis bel einer
Blattbehandlung der Sdmlinge mit einer Ascosporensuspension des Antagonisten um bis zu
90 % reduziert werden (ANDREWS et a. 1983). Unter Feldbedingungen war der
Wirkungsgrad einer solchen Behandlung mit bis zu 20 % in zwei aufeinander folgenden Jahren
jedoch wesentlich geringer (CULLEN et al. 1984). Als Wirkungsmechanismus lag Antibiose
nahe, da wirksame C. globosum Isolate Chetomin produzierten. Aul3erdem war die Wirkung
einer Chetomin Applikation bei der Bekampfung des Apfelschorfs der Wirkung einer
Ascosporenapplikation gleichzusetzen (CULLEN & ANDREWS 1984). Weiterfuhrende
Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus der Befallsreduktion fuhrten jedoch zum Schiuf3,
dai3 eine dauerhafte Bekampfung des Apfelschorfs mit den Ascosporen von C. globosum nicht
erreicht werden kann, da es zu einer vernachlassigbar geringen Besiedlung der Apfelblétter
durch C. globosum und dadurch zu einer fehlenden Nachhaltigkeit der Befallsreduktion
kommt. BOUDREAU & ANDREWS (1987) konnten zeigen, dald die leicht fllchtigen
antibiotischen Substanzen, u.a. Chetomin, gleichermal3en von abgettteten und Iebensfahigen
Ascosporen an die Umgebung abgegeben wurden. Diese Substanzen waren in einem Zeitraum
von 1-3 Tagen wirksam. Danach nahm die Wirksamkeit stark ab. Eine wesentlich stérkere
Besiedlung der Blétter durch den Antagonisten und eine damit verbundene Nachhaltigkeit einer
Minderung des Befalls von Zygophiala jamaicensis und Gloeodes pomigena an Apfel konnte
jedoch durch eine Formulierung der C. globosum Ascosporen mit Nahrstoffen erreicht werden
(DAVISet a. 1992).

In zahlreichen weiteren Wirt-Parasit-Systemen konnten C. globosum, C. cochliodes oder
andere Chaetomium spp. in vivo den Befall der Wirtspflanzen durch verschiedene Pathogene
reduzieren (Tab. 1).

In allen Untersuchungen waren Applikations- und Wirkort identisch, d.h. fur Blattpathogene
wurde eine Blattapplikation durchgefhrt, fir bodenburtige Pathogene eine Saatgutapplikation
oder eine Einarbeitung des Antagonisten in das Topfsubstrat. Als Wirkungsmechanismen
wurden toxische Stoffwechselprodukte, Parasitismus, oder Konkurrenz um Besiedlungsort
und/oder Nahrstoffe untersucht bzw. diskutiert. Eine besondere Rolle wurde dabei in einigen
Wirt-Parasit-Systemen den oben beschriebenen Toxinen der Gattung Chaetomium
zugesprochen.
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Tabelle 1. Ubersicht verschiedener Wirt-Parasit-Systeme, in denen C. globosum, C. cochliodes
oder andere Chaetomium spp. in vivo den Befal der Wirtspflanzen durch Pathogene
reduzierten

Pathogen Wirtspflanze Autoren
Fusarium roseum Getreide Chang & Kommedahl 1968
Pseudocercosporella herpotrichoides Hinton & Parry 1993
Fusarium culmorum Knudsen et al. 1995
Bipolaris sorokiniana Kommedahl & Chang 1975
Drechslera sorokiniana Mandal 1999
Septoria tritici Schoene et al. 1999
Microdochium nivale Tveit & Moore 1954

Tveit & Wood 1955

Pythium ultimum Zuckerriibe, Di Pietro et a. 1991
Rhizoctonia solani Baumwolle und Harman et al. 1978
Phoma betae Kirbis Walther & Gindrat 1988
Diaporthe phaseolorum Sojabohne Pereira& Dingha 1997
Botrytis aclada Zwiebd, Elad et a. 1994

Botrytis cinerea Bohnen und Kohl et a. 1995 und 1997
Sclerotium cepivorum Tomaten Kay & Stewart 1994

In Untersuchungen von VILICH et a. (1995 und 1998) wurde erstmals eine systemische
Wirkung von C. globosum gegen Erysiphe graminis f. sp. hordei an Gerste beobachtet. In
diesen Arbeiten wurde eine Befallsreduktion des Gerstenmehltaus durch eine Vorbehandlung
mit C. globosum erreicht. Das Saatgut der mehltauanfélligen Gerstensorte 'Jana wurde mit
Ascosporen des Pilzes inokuliert und nach einer Anzuchtsperiode der Befall des nachfolgend
applizierten Mehltaus bonitiert. Die Wirkungsmechanismen dieser Befallsreduktion sind bislang
unbekannt. Die oben beschriebenen Wirkungsmechanismen Antibiose, Parasitismus oder
Konkurrenz konnen auch fir dieses Wirt-Parasit-System diskutiert werden. Weitere
Wirkungsmechanismen wéren in einer induzierten Resistenz oder in einer Trandokation von
Pilztoxinen zu suchen. Interessanterweise besitzt C. globosum offensichtlich das Potential,
symptomlos in der Pflanze zu wachsen. Er wurde aus einer Vielzahl mono- und dicotyler
Pflanzen, z.B. den Gattungen Triticum, Zea, Vitis, Quercus und Eucalyptus (CROUS et al.
1995, FISHER et a. 1992, ESSELN & WELTZIEN 1997, HALMSCHLAGER et al. 1993,
BETTUCCI & SARAVAY 1993) als Endophyt isoliert. Unter Endophyten werden in diesem
Zusammenhang solche Pilze verstanden, die das Innere des Pflanzengewebes besiedeln, ohne
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sichtbare Symptome eines Befalls oder Schadens hervorzurufen (CARROLL 1990). Von der
Definition ausgeschlossen werden Pathogene und Mykorrhizapilze (CARROLL 1986),
eingeschlossen werden jedoch latente Pathogene (PETRINI 1991).

14 Bedeutung einer endophytischen Besiedlung durch Pilze fir die Pflanze

Die Besedlung mit endophytischen Pilzen kann eine tiefgreifende Anderung des
physiologischen Zustands der Pflanze bewirken, die sich unter anderem in einer verénderten
Interaktion mit Schaderregern ausdriicken kann. Eine solche Veradnderung der Interaktion mit
Schaderregern ist durch eine Vielzahl von Arbeiten belegt und z.B. an Weidegrasern besonders
intensiv untersucht worden. Die endophytische Besiedlung der Gréser der Gattung Balansiae
bzw. Neotyphodium (vormals Acremonium) ruft durch die Produktion von Alkaloiden seitens
der Endophyten eine negative Wirkung auf "Fref¥einde” (z.B. Weidevieh, Insekten,
Nematoden, Pilze) hervor (BACON 1995, BACON & DeBATTISTA 1991, CARROLL 1992,
CHRISTENSEN 1996, CLAY 1997, PRESTIDGE & BALL 1997). Ein Schutz vor Insekten
bieten ebenfalls die Endophyten Rhabdocline parkeri an Douglasien (CARROLL 1986) und
Phomopsis oblonga an Ulmen (WEBBER 1981), ausgel6st durch eine pilzliche Toxinbildung.
Einen Schutz vor Nematoden, insbesondere Meloidogyne incognita, wurde ebenfalls durch
eine endophytische Besiedlung von Tomaten durch Fusarium spp. erreicht, wobel die
Bedeutung einer Toxinbildung fur die Nematodenabwehr in vitro gezeigt werden konnte
(HALLMANN & SIKORA 1994).

Eine Schaderregerabwehr mittels endophytischer Besiedlung durch Pilze kann auch Uber eine
Verstdrkung der pflanzlichen Abwehrmechanismen erfolgen. Eine solche verstérkte
Abwehrreaktion der Pflanze ist durch Vorinokulation mit schwachen Pathogenen, avirultenten
Pathogenen oder Apathogenen ausfihrlich untersucht worden (ALABOUVETTE et a 1996,
STEINER & SCHONBECK 1995, VILICH-MELLER & WELTZIEN 1990). Bei einer
Besiedlung der Pflanze mit Saprophyten ist einer solchen Abwehrreaktion jedoch bislang wenig
Beachtung geschenkt worden (YEDIDA et al. 1999).

Die Etablierung einer endophytischen Lebensweise von apathogenen Pilzen wird durch die
taxonomische Vewandtschaft zu Pathogenen erklat. Die Mechanismen  der
Kréftegleichgewichte zwischen Wirt und Parasit kommen auch in der Interaktion zwischen
Wirt und Endophyt zum tragen (STONE et al. 1994). Interessant ist in diesem Kontext, dai3
die Etablierung einer endophytischen Beziehung auch durch eine genetische Modifikation des
entsprechenden Pathogens ermdglicht werden kann (FREEMAN & RODRIGUEZ 1993,
PRUSKY et a. 1994, REDMAN et a. 1999). Weiterhin ist eine symptomlose endophytische
Besiedlungsphase bei Pathogenen wahrend der frihen Infektionsphase oder wéhrend der
Latenzphase ein bekanntes Phdnomen (PETRINI 1991, SCHULZ et a. 1998), wobei eine
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kldrende Zuordnung zu Pathogenen oder Endophyten durch Reinfektionsversuche und/oder
durch die Analyse der vegetativen Kompatibilitétsgruppen erfolgt (CORRELL et al. 1987).

Untersuchungen zur Bedeutung einer endophytischen Besiedlung fir die Pflanze setzt stets die
zweifdsfreie Uberprifung der endophytischen Besiedlung voraus. Eine solche Besiedlung wird
entweder durch mikroskopische Techniken oder durch Oberflachensterilisation des zu
untersuchenden Gewebes festgestellt. Die zur Oberflachensterilisation verwendeten Reagenzien
sind gangigerweise Ethanol und Natriumhypochlorid (NaOCl), die in einer Tauchabfolge
bestehend aus Ethanol-NaOCI-Ethanol, gefolgt von mehreren Tauchabfolgen in sterilem
Wasser, eingesetzt werden. Die fur die Oberflachensterilisation effektive NaOCI Konzentration
ist abhéngig von der Festigkeit und der Durchlassigkeit des zu untersuchenden Gewebes
(BILLS 1996). So wurde z.B. die Oberfl&chensterilisation von Weizen (Triticum aestivum, L.)
Bléttern und Wurzeln mit einer einmindtigen Tauchbehandlung in 95 % Ethanol, gefolgt von 5
min in NaOCI (2 % aktives Chlor) und erneut 0.5 min in 95 % Ethanol durchgefiihrt (CROUS
et a. 1995). Die Effektivitét der durchgefihrten Oberflachensterilisation wurde ausfihrlich
diskutiert (FISHER et al. 1986, PETRINI 1986, RIESEN & CLOSE 1987) und von PETRINI
(1984) anhand von Sporen der Gattung Sporormiella, die auf Millipore-Filtern gesammelt und
mit den Sterilisationsmitteln behandelt wurden, Gberpriift. Fortfiihrende Untersuchungen an
einem breiten Spektrum verschiedener Pilzgattungen bestétigte die Verladichkeit der Methode
(FISHER et al. 1991, SCHULZ et a. 1993). Standardisiert eingesetzt wird in neueren
Untersuchungen der Abdruck des oberfléchlich sterilisierten Gewebestiicks auf geeigneten
Nahrmedien, um die Verlaldlichkeit der Oberflachensterilisation zu testen (HALLMANN 1997,
SCHULZ 1998). Die chemische Instabilitét von NaOC| veranlal3te BILLS (1996) jedoch zur
Verwendung von Peressigsaure.

15 Ziele der Arbeit

Das Zidl der Arbeit war die Darstellung einer Pflanzenschutzstrategie ausgelést durch ein
biologisches Agens. Verwendet wurde hierfir das Wirt-Parasit Modellsystem Gerste-Echter
Gerstenmehltau. Die Wege, die die Natur zur Gesunderhaltung der Pflanzen vorgibt, konnen
Phytopathologen als Vorbild bel der Pflanzenziichtung oder bei der Entwicklung besserer
Pflanzenschutzmittel dienen. Im Vordergrund der Arbeit stand deshalb die Untersuchung der
Grundlagen der Befallsreduktion und nicht etwa die potentiellen Anwendungsmoglichkeiten
von C. globosum al's biologisches Pflanzenschutzmittel.

Die Untersuchungen sollten daher der Aufklérung der Wirkungsmechanismen dienen, die zur
Befallsreduktion von Erysiphe graminis f. sp. hordei an der Gerste bei vorangegangener
Saatgut-Applikation von Chaetomium globosum fuhren. Dabel sollte zunéchst die Art der
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Besiedlung der Gerste mit C. globosum analysiert werden, um dann letztendlich die
I nteraktionen zwischen Antagonist, Pflanze und Pathogen aufzeigen zu konnen.

Da eine Vielzahl von Pflanzenarten bekannt sind, die C. globosum endophytisch besiedelt, war
zunéchst die Untersuchung einer potentiellen endophytischen Besiedlung auch der Gerste das
vorrangige Ziel. Die Oberflachensterilisation ist eine hierfiir oft verwendete Methode. Daher
sollte die Effektivitdt einer etablierten Methode zur Oberfléchensterilisation Uberprift werden
und mit der effektiven Methode dann die potentielle endophytische Besiedlung der Gerste mit
C. globosum untersucht werden.

Dartiber hinaus sollte dann die Interaktion zwischen der Gerste und C. globosum mittels
histologischer Techniken untersucht werden. Da ein Hyphenwachstum in planta nur bedingt
dem inokulierten Pilz zuzuordnen ist, sollte auf3erdem eine spezifische Nachweismethode fur
C. globosum entwickelt werden. Eine gute Méglichkeit dafir bietet der Nachweis eines Pilzes
mit serologischen Techniken (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA; Tissue Print
Immunoblot, TPI; Immunfluoreszenz, IMF). Es gat deshalb einen sowohl spezifischen wie
auch sensitiven Antikorper gegen Glycoproteine aus der Zellwand von C. globosum
herzustellen. Die Produktion dieser Antikorper erfolgte in Kooperation mit der Deutschen
Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen in der Arbeitsgruppe von Dr. Stephan
Winter, Abteilung Pflanzenviren, in Braunschweig.

Die Untersuchung der Interaktion des Antagonisten mit der Pflanze und dem Pathogen auf
histologischer Ebene sollte letztlich Hinweise auf die Wirkungsmechanismen der
Befallsreduktion liefern. Die Beobachtung des Befallsverlaufs und der Reproduktion von E.
graminis sollten die Ergebnisse dieser Untersuchungen ergénzen und die moglichen
Wirkungsmechanismen weiter eingrenzen.
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2 Material und Methoden

21 V ersuchsorganismen

Als Versuchpilze wurden Chaetomium globosum (Kunze) aus der Mikroorganismensammlung
der Fa Novartis, Basd, und C. funicola (Cooke) aus der institutseigenen
Mikroorganismensammlung (Hallmann 1994) verwendet.

Als Versuchspflanze diente Wintergerste, Hordeum vulgare, cv. 'Jana. Die Sorte ist durch das
Mehltau-Resistenzgen MILa ausgezeichnet, welches jedoch keinen ausreichenden
Mehltauschutz mehr vermittelt. Die Pflanzen werden gemal3 der beschreibenden Sortenliste
(ANONYM 1999) bundesweit méafiig stark befallen.

Erysiphe graminis f. sp. hordei (Em. Marcha), der Erreger des Echten Mehltaus an Gerste,
wurde auf 3-4 Wochen alten Gerstenpflanzen (c.v. 'Jana) im Gewéachshaus erhalten.

2.2 Pflanzenanzucht

Die Pflanzenanzucht erfolgte entweder axenisch oder in unsteriler Felderde. Die axenische
Kultur der Gerste in Murashige und Skoog (MS) - Nahrmedium mit oder ohne Chaetomium
globosum diente der Ausschaltung storender Einfllsse biotischer (Pathogene, konkurrierende
Mikroorganismen) und abiotischer (Wasserstress) Natur. Durch diese Kultur konnte auf3erdem
bei histologischen Untersuchungen eine pilzliche Besiedlung eindeutig C. globosum zugeordnet
werden. Die Anzucht in Felderde hingegen sollte die Interaktionen zwischen Pilz, Pflanze und
Pathogen in vivo darstellen. Eine weitere Variante, die Anzucht in steriler Felderde, diente dem
Vergleich der Intensitét der pilzlichen Besiedlung bei Bodenbedingungen unter volliger
Konkurrenzfreiheit mit der bei Bodenbedingungen unter Konkurrenzdruck durch Anwesenheit
einer Mikroorganismenflora.

2.2.1  Pflanzenanzucht in Murashige und Skoog (MS) - Kultur mit bzw. ohne Chaetomium
globosum

Fur die Pflanzenanzucht in MS-Kultur wurden Karyopsen entspelzt und mittels 1 minitigem
Schitteln in 1 % Tween 20, gefolgt von 5 mindtiger Inkubation in 95 % Ethanol und
nachfolgend 25 minttiger Inkubation in NaOCl (9 % aktives Chlor) oberflachensterilisiert.
Nach 3 Waschschritten in sterilem Wasser wurden die Kérner auf PDA ausgelegt und wahrend
der folgenden Tage auf Kontaminationen kontrolliert. Nach 3 Tagen erfolgte die Ubertragung
der axenischen Keimlinge in Testrohrchen (A& 3 cm, Schott, Mainz), die mit je 15 ml
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Murashige und Skoog Nahrsalzmedium (MS-Medium; Sigma M 5524, 1 % Agar, 2 %
Saccharose; pH 6.0) beflillt waren. In der behandelten Variante erfolgte dann die Inokulation
mit C. globosum. Der Boden der Testréhrchen wurde mit Aluminiumfolie bis zur
Agaroberfléche abgedunkelt, um den Lichteinfall zu verringern und damit die Induktion der
Photosynthese in den Wurzeln zu verhindern. Die Offnungen der Rohrchen wurden mit
Wattestopfen verschlossen. Die Inkubation der Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer (16 °C,
16 h Licht bei einer Beleuchtungsstarke von 8000 Ix). Ein Tag vor der Inokulation mit E.
graminis wurden 30 axenische Pflanzen in der Kontrolle und 30 ausschliefdich mit C.
globosum besiedelte Pflanzen in der behandelten Variante vorsichtig aus den Testrohrchen
genommen und in ein Topfgefal? (60cm lang, 15 cm breit) in Klasmann 'Seedling Substrat'
(Klasmann, Geste-Grol3 Hesepe) getopft und ins Gewéachshaus transferiert. Die Trennung
zwischen behandelter Variante und Kontrolle erfolgte mittels ener Plagtikfolie in
Langsrichtung des Gefalies. Die Gewachshaustemperatur wurde tber die Heizung (20 °C) und
die Luftung (24 °C) gesteuert. Die Tagesdange von 16 h wurde bei kirzeren Tagen durch
Zusatzlicht (8000 Ix) gewéhrleistet.

2.2.2  Pflanzenanzucht in Felderde mit bzw. ohne Chaetomium globosum Inokulum

Fur die Pflanzenanzucht in unsteriler Felderde wurden die Karyopsen wie oben beschrieben
oberflachensterilisiert, um saatgutbtirtige Pathogene abzutoten. Die Aussaat von 50 Karyopsen
je Behandlung erfolgte in ein Felderde-Sand-Gemisch (3:1, v/v). Die Felderde entstammte dem
A-Horizont einer Braunerde des Versuchsguts Kleinatendorf der Universitét Bonn. Fir die
Untersuchungen in steriler Erde wurde das gleiche Felderde-Sand-Gemisch zweimal fur 1 h
autoklaviert, wobel der zweite Sterilisationsschritt 24 h nach dem ersten erfolgte. Alle fur die
Aussaat notwendigen Materialien wurden mit Ethanol desinfiziert und die Erde stets mit einer
Plastikfolie abgedeckt. Die Anzucht in den Topfgefél3en in der Klimakammer erfolgte unter
den gleichen Bedingungen wie bel der axenischen Pflanzenanzucht (s. 2.2.1). Die Pflanzen
wurden auch hier 1 Tag vor Mehltauinokulation ins Gewéchshaus transferiert. Mit den
Pflanzen aus der Anzucht in steriler Erde wurden keine Untersuchungen zur Mehltau-
Befalreduktion durchgefiihrt, da sich diese Pflanzen bereits in der Anzuchtsphase durch eine
sehr starke Wachstumsdepression auszeichneten. Diese Pflanzen wurden deshalb nur fir die
Untersuchung der Besiedlung mit C. globosum verwendet.

In alen Experimenten wurden nur gleichmaldig entwickelte Gerstenpflanzen im Alter von 14
Tagen verwendet.
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2.3 Inokulum der Pilze und Inokulation
Chaetomium globosum und C. funicola

Der Ascomycet wurde bel 20 °C auf Strohagar aus 2 g Weizenstroh und 1.5 % Agar kultiviert.
Das Weizenstroh wurde hierfir durchfeuchtet und in Glaspetrischalen autoklaviert. Nach
Abkuhlung wurden 15 ml sterilisierter Wasseragar hinzugegeben und das Stroh mit dem Agar
gut vermischt. Dieses Medium verhinderte die fir Vollmedien, insbesondere MEA, typische
Degeneration des Pilzes, die sich morphologisch in einer sehr reduzierten Perithecienbildung
auldert. Zudem forderte es stark die Bildung von Ascosporen, die als Inokulum dienten.

Die Ascosporensuspension wurde durch Uberstauen einer Petrischale mit 50 ml einer
0.85 %igen Kochsazlésung und nachfolgendem Morsern der Perithecien gewonnen.
Perithecienhaare und Telle der Perithezienwand wurden durch Filtern der Suspension durch
eine Baumwollgaze abgetrennt. Die gewonnene Ascosporensuspension diente der Inokulation
der axenischen Kultur und der Kultur in Felderde. Fir die Ascosporenvitalitdtstests auf
Nitrocellulosemembranen und Tauchbehandlung axenischer Pflanzen (Versuche zur
Effektivitdt der Oberflachensterilisation) wurde die Ascosporensuspension auf genau 10°
Ascosporen pro ml eingestellt.

Fir die Inokulation der MS-Kultur wurde die Sporensuspension vor der Ubertragung der 3
Tage aten axenischen Keimlinge in die Testrohrchen mit 2 %igem lauwarmen Agar 1:1 (v/v)
verdinnt. Es wurden dann 0,5 ml der lauwarmen verdiinnten Ascosporeniésung (ca. 10"
Ascosporen) auf die Oberflache des Mediums aufgetropft. Nach Erstarren des Agars wurden
dann die Keimlinge eingesetzt. Die Keimlinge der Kontrolle wurden auf die gleiche Menge der
mit Agar versetzten Kochsalzlosung gesetzt. Fur die Anzucht in Felderde erfolgte die
Inokulation der oberflachensterilisierten Karyopsen Uber eine Tauchbehandlung in der
Ascosporensuspension, so dal? in etwa 10*-10° Ascosporen einem Korn anhafteten. Die
inokulierten Korner, wie auch die in Kochsalzl6sung getauchten Korner der Kontrolle, wurden
1 cm tief ausgesit.

Erysiphe graminis f. sp. hordei

Die Inokulation mit E. graminis f. sp. hordei wurde in einer Wirbelkammer durchgefihrt.
Ungefahr 80 stark infizierte Pflanzen aus der Erhaltungskultur dienten al's Inokulumsguelle. Es
wurden maximal 24 h ate Konidien verwendet. Altere Konidien wurden durch Abschiitteln
einen Tag vor Versuchsbeginn entfernt. Fur alle Versuche wurden ausschliefdlich die
Primérblétter der Gerste verwendet. Die Bléatter wurden mit Hilfe kleiner Magnete und eines
Geruists horizontal fixiert, so dald ausschliefdich die Blattoberseite, die adaxiale Seite, inokuliert
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wurde. Um mdglichst natlrliche Infektionsbedingungen zu bieten, wurden Konidien von
infizierten Pflanzen mit einem Rotor (Laufzeit 1 min) gleichmallig aufgewirbelt und dadurch
die Versuchspflanzen inokuliert. Die Inokulumdichte wurde anhand ausgelegter Objekttrager
mikroskopisch bestimmt. Sie lag bei Versuchen zur Bewertung der Befallsreduktion bei
ungefahr 100 Konidien pro cm?. Fir die mikroskopischen Untersuchungen zur Bewertung der
Pathogenentwicklung (s. 2.4) wurde eine wesentlich hohere Inokulumdichte bendtigt, weshalb
die Inokulation durch zusétzliches manuelles Schitteln der infizierten Pflanzen unterstitzt
wurde. Die Inokulumdichte lag hier bei ungefahr 700 Konidien pro cm?. Nach der Inokulation
verblieben die Pflanzen noch 3-4 h in der Wirbelkammer, bevor die Magnete entfernt und die
Pflanzen ins Gewachshaus zuriickgestellt wurden. Auf der Oberseite der Primérblatter
entwickelten sich so bel Bewertung der Befallsreduktion ungeféhr 30 und bei Bewertung der
Pathogenentwicklung ungefahr 150 Kolonien.

24 Bewertung des Befallsverlaufs von Erysiphe graminis f. sp. hordei
Die Untersuchung des Befallsverlaufs erfolgte an Pflanzen aus MS-Kultur.
24.1  Entwicklung und Konidienanhaftung von Erysiphe graminis

Zur Bewertung der Entwicklung von E. graminis wurden folgende Infektionsstadien
mikroskopisch untersucht: 1) die Bildung des Primérkeimschlauchs der Konidien und damit die
Konidienkeimung, 2) die Bildung von Appressorien und 3) die erfolgreiche Penetration,
dargestellt als Prozentwert der Appressorien mit Haustorien (ZEYEN et al. 1995). Ebenfalls
festgehalten wurde die Konidiendichte und damit die Konidienanhaftung auf den fir die
Mikroskopie aufbereiteten Bléattern. Zusétzlich wurde die Autofluoreszenz der befallenen
Epidermiszellen mittels eines Epifluoreszenz Filtersystems (Leica D Filtersystem mit einem
Anregungsfilter mit maximalem Durchlass bei 355-425 nm, einem Teilerspiegel mit Durchlass
Uber 455nm und einem Sperrfilter mit maximalem Durchlass bei 470 nm) untersucht (ZEYEN
et a. 1995). 41 h nach Inokulation wurden 10 Primérblattstiicke von jeweils 5 cm Lange pro
Behandlung entnommen und fir die Mikroskopie aufgearbeitet. Auf jedem Blattstiick wurden
100 Konidien auf ihre Keimung hin untersucht und wiederum 100 gekeimte Konidien auf die
Bildung von Appressorien. Die Autofluoreszenz der Epidermiszellen wurde an 60
Penetrationsstellen  Uberprift und mit (0) (keine Autofluoreszenz) bzw. (1) (leichte
Autofluoreszenz) bewertet. Die Bildung von Primérhaustorien wurde anhand von 50
gekeimten Konidien mit Appressorien bestimmt. Die Konidiendichte ergab sich als Anzahl der
nach Inokulation, Ernte und Aufarbeitung der Blétter vorhandenen Konidien pro cm?
Blattflache. Fur diese Untersuchung wurde die gesamte Blattoberfl&che ausgewertet.
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24.2  Reproduktion von Erysiphe graminis

Die Sporulation und damit die Reproduktion von E. graminis wurde anhand von 7
Primérbl&ttern von 5 cm Lé&nge 8 Tage nach Inokulation untersucht. Die Blatter wurden dazu
in verschlieffbaren Testrohrchen (A 3 cm) mit je 1 ml Leitungswasser bel der fur die
Sporulation optimalen Temperatur von 20 °C bel 8000 Ix Kunstlicht fir 48 h inkubiert. Die
gebildeten Konidien wurden unter Zugabe von 1 ml einer 0.5 %igen Tween 20 Lésung durch
Schitteln auf dem Vortexer abgespiilt und in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer ausgezahlt.
Errechnet wurde aus diesen Werten die Sporulationskapazitét der einzelnen Kolonien.

25 Bewertung der Pflanzenentwicklung

Die Bewertung der Pflanzenentwicklung erfolgte an Pflanzen aus MS-Kultur und an Pflanzen
aus Anzucht in steriler Erde (mit bzw. ohne C. globosum Inokulum). Die Frischgewichtsdaten
der Pflanzen aus MS-Kultur wurden vor der Auspflanzung und damit vor der
Mehltauinokulation von jeweils 30 Pflanzen erhoben. Da diese Pflanzen grundsétzlich fir
Untersuchungen der Befallsreduktion von Erysiphe graminis f. sp. hordei verwendet wurden,
liegen hier nur die Frischgewichte ganzer Pflanzen vor. Die C. globosum Besiedlung der Gerste
zeigte keinen eindeutigen Einflul® auf das Pflanzenwachstum in unsteriler Felderde, weshalb die
Daten in die hier vorliegenden Untersuchungen nicht mit einbezogen wurden. Je 10 Pflanzen
aus MS-Kultur wurden auRerdem zur Anayse der Wurzelldnge, des Volumens und des
Durchmessers mittels  eines  Wurzelscanners  (AGFA, Kdln) herangezogen. Die
Datenverrechnung erfolgte anhand des Programmes Winrhizo (Régent Instruments, Blain,
Canada).

2.6 Oberflachensterilisation

Die Oberflachensterilisation dient der schnellen und einfachen Bestimmung der Gewebeteile,
die vom Pilz inter- oder intrazellulér besiedelt werden. Zunéchst wurde die Verladichkeit
verschiedener Sterilisationsmittel getestet, Ascosporen von C. globosum abzutéten. Dabel kam
ein sog. Ascosporenvitaitétstest auf Nitrocellulosemembranen zum Einsatz, bel dem die
Sporen den Sterilisationsmitteln Ethanol, Natriumhypochlorid (NaOCI) und Peressigsdure
direkt ausgesetzt wurden und die unterschiedlichen Inkubationszeiten mit den
Sterilisationsreagenzien durch Absaugen der Ldsungen erreicht wurden (PETRINI 1984).

In einem weiteren Test, dem sog. Vitaditatstest fir Ascosporen die axenischen Gerstenpflanzen
anhaften wurden die effektiven Sterilisationsmittel des ersten Tests erneut Uberprift. Dafir
wurden axenische Pflanzen in eine C. globosum Ascosporensuspension getaucht und danach
die Wirksamkeit der verschiedenen Oberflachensterilisationsmittel ad planta getestet.
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Die Konzentrationsbestimmung der des UV- und Warmeempfindlichen aktiven Chlors in der
NaOCIl-Losung erfolgte nach BIANCO et al. (1978) mittels der Thiosulfat-Titration. Die
eingesetzten Konzentrationen der chemisch stabileren Peressigsdure wurden aus der 39 %igen
Ausgangd dsung immer frisch angesetzt.

2.6.1  Ascosporenvitalitatstest auf Nitrocellulosemembranen

Fir den Ascosporenvitalitatstest auf Nitrocellulosemembranen wurden 10° Ascosporen von
Chaetomium globosum bzw. C. funicola in ene Vakuumfiltrationseinheit (Sartorius,
Gottingen) auf eine Nitrocellulosemembran (Porengréf}e 1,2 pm, Millipore, Eschborn)
gegeben. Die Tauchbehandlung der Sporen erfolgte dann in einer Abfolge von 95 % Ethanol,
NaOCIl in verschiedenen Konzentrationen (0,7; 2; 3,5 und 9 % aktivem Chlor) und erneut 95
% Ethanol. Zusétzlich wurde statt NaOCIl Peressigsaure (5 % und 10 %, v/v) als oxidierendes
Reagenz untersucht. Die Einwirkzeiten der verschiedenen Reagenzien wurde wie folgt variiert:

1) 1 min Ethanol, 5 min oxidierendes Reagenz, 0,5 min Ethanol
2) 5 min Ethanol, 5 min oxidierendes Reagenz, 0,5 min Ethanol
3) 5 min Ethanol, 15 min oxidierendes Reagenz, 5 min Ethanol

Zum Abschlul3 der Tauchbehandlung wurde das den Sporen anhaftende Ethanol durch
dreimaliges Spulen mit sterilem Leitungswasser entfernt. Der Filter mit den aufliegenden
Sporen wurde dann mit der Oberseite auf PDA (pH 5,1; Difco) gedriickt, wodurch die
Mehrzahl der Sporen auf die Agaroberfléche Ubertragen wurde. Zur Kontrolle wurden die
Sporen ausschliefdlich mit serilem  Leitungswasser behandelt. Die Bestimmung der
Sporenkeimung erfolgte  mikroskopisch durch Auszéhlen von 2000 Sporen pro
Nitrocelluloseabdruck nach folgenden Inkubationszeiten (20 °C im Dunkeln): Kontrolle: C.
globosum nach 15 h, C. funicola nach 18 h; Behandlung: C. globosum nach 24 h, C. funicola
nach 30 h. Diese gestaffelten Inkubationszeiten waren durch die unterschiedlichen
Wachstumsgeschwindigkeiten beider Pilzarten und die Keimungsverzégerung, die aus der
Behandlung mit den Sterilisationsreagenzien resultierte, notwendig. Jedes Experiment wurde
einma wiederholt. Als eine erfolgreiche Keimung wurde angesehen, wenn der Keimschlauch
der Ascosporen die doppelte Lange des Ascosporendurchmessers aufwies.

2.6.2 Vitditatstest fir Ascosporen die axenischen Gerstenpflanzen anhaften

Der Vitalitétstest fir Ascosporen die axenischen Gerstenpflanzen anhaften erfolgte mittels
axenischer Blétter und Wurzeln von 10 Pflanzen je Tauchbehandlung. Die Inokulation ganzer
Pflanzen mit Ascosporen von Chaetomium globosum bzw. C. funicola erfolgte durch
einmaliges Tauchen in eine Sporensuspension mit 10° Ascosporen pro ml. Nach einminitiger
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Trocknungsphase wurden 5 cm lange Blattstiicke und das gesamte Wurzelsystem einer der
folgenden Tauchbehandlungen, abgeleitet aus den Ergebnissen des Ascosporenvitalitétstests
auf Nitrocellulosemembranen (s. 2.6.1), unterzogen:

Tauchbehandlung N-3,5: 1 min Ethanol; 5 min 3,5 % NaOCl; 0,5 min Ethanol
Tauchbehandlung N-9: 1 min Ethanol; 5 min 9 % NaOClI; 0,5 min Ethanol
Tauchbehandlung P-10: 1 min Ethanol; 5 min 10 % Peressigsaure; 0,5 min Ethanol

Nach der Tauchbehandlung wurde das den Pflanzen anhaftende Ethanol durch dreimaliges
Spulen in sterilem Leitungswasser entfernt. Die Zerteilung jeder Pflanze erfolgte in 25 Blatt-
bzw. Wurzelstiicke von 1 cm Lange. Die Schnittstellen wurden dabei verworfen, da die
Sterilisationsmittel dort in das Gewebe eindringen konnten. Die Gewebestlicke wurden auf
10 % PDA (w/v; pH 5,1; Difco) ausgelegt und die pilzliche Besiedlung der Gewebestiicke
tdglich mit Hilfe eines Binokulars unter 10 facher Vergroferung bonitiert. In der
Negativkontrolle wurde die axenische Eigenschaft der Versuchspflanzen Uberpriift. Daflr
wurden Pflanzen aus axenischer Anzucht verwendet, wobei diese ohne weitere Behandlung in
Stiicke gleicher GrofRe und Anzahl geschnitten wurden. Die Inkubation und Bonitur dieser
Gewebestiicke erfolgte wie oben beschrieben. Fir die Positivkontrolle wurden mit Ascosporen
inokulierte Pflanzen, die keiner Sterilisationsbehandiung unterzogen wurden, auf PDA
ausgelegt und wie oben beschrieben inkubiert und bonitiert.

2.6.3  Nachweis von Chaetomium globosum in planta mittels Oberflachensterilisation

Die Uberpriifung der endophytischen Besiedlung von Gerste mit C. globosum erfolgte mittels
der im Abschnitt 2.6.2 beschriebenen Tauchbehandlung P-10. Dafiir wurden 8 Pflanzen aus der
axenischen MS-Kultur und 8 Pflanzen aus der MS-Kultur mit C. globosum Inokulum
verwendet. Pro Pflanze wurden nach der Tauchbehandlung P-10 je 25 Wurzel- und je 15
Blattsegmente untersucht. Die Gewebesegmente wurden wie schon oben beschrieben auf 10 %
PDA ausgelegt und das Pilzwachstum aus den Segmenten in einem Zeitraum von 7 Tagen
bonitiert.

2.7 Herstellung der Antikérper

2.7.1  Extraktion von Pilzantigenen zur Immunisierung von Versuchstieren

Pilzantigene stellen i.d.R. hochkomplexe Mischungen von extra- und intrazelluléren Proteinen
oder von Strukturproteinen dar, die eine Vielzahl von Immunantworten hervorrufen kénnen.

Nicht nur Proteine oder Glycoproteine konnen as Antigene fungieren, sondern auch
Polysaccharide oder Lipopolysaccharide. Fir die Herstellung von Antigenpréparaten war
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zunéchst wichtig, welche Pilzfraktionen zur Immunisierung genutzt werden sollten.
Oberflachenantigene, die in der pilzlichen Zellwand, auf Hyphen oder auf Sporen lokalisiert
sind, waren fur die mikroskopische Untersuchungen gut geeignet, da intaktes Pilzmyzel
markiert werden kann und die Antigen/Antikorperreaktion auf der Pilzoberfléche stattfindet.

Die Gewinnung dieser Bestandteile erfolgte mit leichten Modifikationen, nach DEWEY et al.
(1989). Ausgangsmaterial war eine Einsporkultur von C. globosum und C. funicola
(KREISEL & SCHAUER 1987), die fir die weiteren Experimente herangezogen wurde. Die
Anzucht der Pilze erfolgte Uber einen Zeitraum von 10 Tagen auf MEA.

Zur Gewinnung der Oberfléchenantigene wurde die mit C. globosum bzw. C. funicola
bewachsene Petrischale mit 5 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS; 0,8 % NaCl, 0,02
% KH,PO,, 0,115 % Na,HPO,, 0,02 % NaN,; w/v; pH 7,4) Uberstaut und das Luftmyzel
mittels eines Gummispatels vorsichtig abgeschabt. Unter Zugabe eines weiteren ml PBS
erfolgte die Uberfiihrung des Myzels in einen Metall-Zentrifugenbecher. Nach Zentrifugation
bei 10000 x g und 4 °C fur 5 min (Beckmann Avanti J-25, Miinchen) wurde der Uberstand
dekantiert und das Pilzsediment verworfen. Die PBS |6dlichen Polypeptide, Glycoproteine und
Polysaccharide wurden mit eiskaltem Aceton (70 %, v/v, in der Endkonzentration) Uber Nacht
bei 4 °C gefdlt und das Prazipitat mittels Zentrifugation (2500 x g, 30 min, 4 °C) gewonnen.
Der acetonhaltige Uberstand wurde verworfen und das Pellet entweder bel 37 °C oder
Raumtemperatur (ca. 20 °C) getrocknet. Die so gewonnenen Myzel-Oberflachenfraktion der
Pilze wurde in PBS aufgenommen und eine Bestimmung der Proteinkonzentration
durchgefuhrt (BRADFORD 1976 fir die Immunisierung; LOWRY et a. 1952 fur die
Bestimmung der Nachweisgrenze).

2.7.2  Herstellung polyklonaer Antikorper

Die auf 100 pg Protein eingestellten Pilzprotein-Praparate wurden as Antigen zur
Immunisierung von Kaninchen verwendet. Hierfir wurde die Proteinlosung 1:1 (v/v) mit
Freund's Adjuvants (incomplete) vermischt und die Emulsion dann intramuskulér in den
hinteren Oberschenkelmuskel verabreicht. Die Immunisierung wurde dreimal in Absténden von
10 Tagen wiederholt. 4 Wochen nach der letzten Immunisierung erfolgte eine sog. Booster-
Injektion, um die Immunantwort im Kaninchen noch einmal zu verstarken.

Die erste Blutabnahme wurde 1 Woche nach der 3. Immunisierung durchgefthrt. Hierfur
wurde die laterale Ohrvene des Kaninchens mit einer Rasierklinge vorsichtig in Langsrichtung
eingeritzt und das austretende Blut in eéinem Reagenzglas gesammelt. Das so gewonnene Blut
(10-15 ml) wurde zur Senkung der festen Bestandteile fir 8 Stunden bei Raumtemperatur (ca.
20 °C) und dann Uber Nacht bei 4 °C zur vollsténdigen Koagulation der Zellen inkubiert. Das
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Antiserum wurde durch Abzentrifugieren der festen, koagulierten Bestandteile des Bluts
gewonnen.

Die Aufbereitung der Antiseren, die Herstellung von Immunglobulinen aus den Rohseren und
die Konjugation von Immunglobulinen an akalische Phosphatasmolekile erfolgte nach
HARLOW & LANE (1988).

Zu Beginn der Untersuchungen wurde die Reaktion und die Spezifitdt der polyklonalen
Antikorper gepruft. Hierbel konnte festgestellt werden, dald sich der Double Antibody
Sandwich ELISA (DAS-ELISA) nicht fir den Nachwels des Pilzantigens eignet und deshalb
eine direkte Methode, der Plate Trapped Antigen ELISA (PTA-ELISA) fir die serologischen
V oruntersuchungen zu verwenden war.

Obwohl polyklonale Antikorper erfolgreich in ELISA-Tests oder Dot-Blot Verfahren zum
Nachweis von bestimmten Pilzen in Pflanzen eingesetzt wurden (BECKMANN et al. 1994;
BELLO et a. 1996; HARRISON et a. 1990; NEWTON & REGLINSKI 1993; RICKER et al.
1991), zeigten die Voruntersuchungen zum Nachweis von Chaetomium spp., dal3 die
gewonnen Antiseren gegen C. globosum und C. funicola auch mit Pilzen anderer Gattungen,
aber auch mit Pflanzenkonstituenten reagieren. Diese Kreuzreaktionen koénnen manchmal
durch Adsorption reduziert werden. Versuche zur Prazipitation von ungewilnschten
Serumkomponenten durch Vorinkubation von Rohserum mit Pflanzenhomogenaten oder mit
heterologen Pilzpréparaten resultierten in einer stark verminderten Resktivitét des Antiserums.
Eine Erhohung der Spezifitét war nicht festzustellen (KARPOVICH-TATE et a. 1998).

Deshalb sollten monoklonale Antikorper produziert werden, um hochspezifische Antikorper
durch Selektion geeigneter Hybridoma-Zellinien zu gewinnen.

2.7.3  Herstellung monoklonaler Antikorper

Die Methode zur Herstellung der monoklonalen Antikorper entsprach im wesentlichen der
Methode von PETERS & BAUMGARTEN (1992) und den in der DSMZ Abteilung
Pflanzenviren gebrauchlichen Labortechniken zum sterilen Arbeiten und der Zellkultur.

Aus 3 unabhéngigen Fusionsexperimenten wurden Hybridoma-Zellinien gewonnen und aus
einer Vielzahl von Chaetomium spp. positiven Antikorpern drei Zellinien, 2C12-A7-E6, 1-
2C12-F12-G2 und 1-2C12-F12-H2 selektiert, die fur die weiteren Arbeiten genutzt wurden.
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2.8 Serol ogische Nachsweismethoden von C. globosum

Verschiedene serologische Verfahren wurden fur den spezifischen Nachweis von C. globosum
und fur die Lokalisierung des Pilzes im Pflanzengewebe genutzt. Fir die Untersuchungen
wurden die Nachweismethoden PTA-ELISA, TPI und IMF herangezogen.

Die dlen drei Methoden zugrundeliegende Vorgehensweise zum Nachwels des Antigens
gliedert sich in folgende Arbeitsschritte:

Adsorption des Antigens an die Tragerschicht

Entfernung des nicht gebundenen Antigens
durch waschen

[

Bindung des monoklonalen Mausantikorpers an das Antigen,
blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit Magermilchpulver

U

Entfernung des nicht gebundenen monoklonalen
Mausantikorpers durch waschen

!

Bindung des sekundéren, tierartspezifischen Antikorperkonjugats (Kaninchen anti-
M ausantikorper-Reportermol ekiil-K onjugat) an den Mausantikorper, blockieren
unspezifischer Bindungsstellen mit Magermilchpulver

Entfernung des nicht gebundenen Kaninchenantikorper-
Konjugats durch waschen

Nachweis des vorliegenden Antigens durch die Reaktion des gebundenen
Reportermol ekiils am sekundaren Antikorper

2.8.1 Plate Trapped Antigen (PTA)-ELISA

Anhand eines PTA ELISA wurde sowohl die Spezifitdt as auch die Nachweisgrenze
(Sensitivitét) des monoklonalen Antikorpers (MAK) ermittelt. Der Antigennachwels erfolgte
nach Bindung des MAK an das Antigen indirekt durch einen sekundéren Antikorper. Dazu
wurde en tierartspezifischer Antikorper, hier ein in Kaninchen gegen Mause gebildetes
Immunglobulin G (RAM-IgG) verwendet, das Uber eine Konjugation mit dem Enzym
alkalische Phosphatase (RAM-1gG-ap) die Nachweisreaktion durch Hydrolyse des Substrats p-
Nitrophenylphosphat hervorruft.
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Im PTA-ELISA wurde das Pilzantigen direkt an die Polystyrolschicht der Mikrotiterplatte (96
Flachbodenkavernen mit 0,4 ml Fassungsvermdgen, Greiner, NUrtingen) adsorbiert. Nach dem
Blockieren der freien Bindungsstellen werden die priméren, pilzspezifischen Antikorper an die
immobilisierten Pilzantigene gebunden. Die spezifisch gebundenen monoklonalen Antikorper
werden dann mittels der sekunddren Kaninchen-Antikorperkonjugate nachgewiesen, deren
Bindung durch die Reaktion mit dem Substrat proportional zur Menge des gebundenen
sekundéren Antikorpers ist. Das Resultat ist eine Bildung von wasserlédichem, gelbem
Nitrophenal, die in gewissen Grenzen quantifiziert werden kann.

In den ELISA-Tests wurden die Kulturtbersténde drel verschiedener monoklonaler Zellinien
eingesetzt: 1-2C12-A7-ES6, 1-2C12-F12-G2 und 1-2C12-F12-H2. Die
Antikorperkonzentration in den Kulturiberstéanden betrug ca. 30 pg pro ml Kulturberstand.

Als Negativkontrolle wurde PBS statt des Pilzantigens in je zwel Kavernen pipettiert, um
unspezifische Bindungen der 1gG-L6sungen an das Polystyrol zu erfassen. Da die Randreihen
von Mikrotiterplatten unspezifische Reaktionen zeigen kénnen, wurden fur die Proben und die
Negativkontrolle nur die inneren Vertiefungen der Platte verwendet. Aus den
Readereinzelwerten in Form zweier Wiederholungen wurde durch das Programm Base (SLT,
Crailsheim) direkt der Leerwert abgezogen und der Mittelwert gebildet. Proben, deren
Extinktionswert Uber einer Extinktion von 0,2 lag, wurden a's positiv angesehen.

Einzelschritte des ELISA-Tests

o Anzucht der Pilze auf MEA. Extraktion von Pilzantigenen verschiedener Pilze durch
Zugabe von 3 ml PBS plus Tween (PBST; PBS, 0,05% Tween 20; v/v) zur
Petrischale, abschaben und mdrsern des Luftmyzels und Abnahme des zellfreien
Uberstands

1) Zugabe von 100 il C. globosum Pilzantigen in verschiedenen Proteinkonzentrationen
gelost in PBS (Bestimmung der Nachweissensitivitdt) bzw. Zugabe von 100 pl
unverdinnten Pilzantigenen verschiedener Gattungen in PBST (Bestimmung der
Nachweisspezifitdt). Inkubation der Platten Uber Nacht bel 4 °C, danach 3 x spulen
mit PBST: Die Platten werden mit einer Spritzflasche gespilt und zwischen den
Spulschritten griundlich ausgeklopft

2] Zugabe von 200 gl MAK-Kulturiiberstand, 1:10 verdinnt in Blockierungspuffer
(PBST plus 2 % Magermilchpulver, w/v), Inkubation der Platten Uber Nacht bei 4 °C,
danach 3 x spllen mit PBST

© Zugabe von 100 pl sekundéarer Kaninchen-Antikorperkonjugate (RAM-1gG-ap, 1 mg
Protein pro ml, DSMZ) 1:1000 verdunnt in Blockierungspuffer, Inkubation der
Platten Uber Nacht bei 4 °C, danach 3 x spilen mit PBST
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(4] Zugabe von 200 pl p-Nitrophenylphosphat (Merck) in Substratpuffer. Konzentration:
0,6 mg p-Nitrophenylphosphat pro ml Substratpuffer, Inkubation der Platten bei
Raumtemperatur bis eine maximale Farbentwicklung erreicht ist.

(5] Colorimetrische Auswertung der Farbentwicklung am EL1SA-Reader (EAR 340 SLT,
Crailsheim) bei 405 nm.

2.8.2  Immunfluoreszenzmarkierung (IMF)

Mittels IMF konnen Hyphen im Epifluoreszenzmikroskop spezifisch angefarbt und damit
sichtbar gemacht werden. Bel histologischen Untersuchungen kann so eine Besiedlung des
Pflanzengewebes durch C. globosum spezifisch aufgezeigt werden. Der Nachweis des
Pilzantigens erfolgte bel der IMF wie beim PTA-ELISA nach Bindung des priméaren
Mausantikorpers indirekt mittels RAM-IgG, an das als Reportermolekil das Fluorochrom
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiert wurde (RAM-IgG-FITC, Dianova). FITC emittiert
nach Anregung bel 495 nm gelbgrines Licht der Waelenldnge 525 nm. Im
Fluoreszenzmikroskop kénnen dadurch antikorpermarkierte Pilzstrukturen spezifisch sichtbar
gemacht werden. Die Uberpriffung der Spezifitdt erfolgte anhand von Pilzen verschiedener
Gattungen, die auf MEA 10 Tage vorgezogen und Lufthyphen durch Aufpressen eines
durchsichtigen Tesafilmstreifens abgenommen wurden. Die so fixierten Hyphen konnten dann
mit den primaren und sekundéren Antikorpern inkubiert werden. Danach wurden die
Tesastreifen mit der Klebeseite nach unten auf einen Tropfen 0,1 M phosphatgepuffertes
Glycerin plus 1,4-Diazobicyclo-(2.2.2)-Octan (DABCO; Merck; 2,5 % in phosphatgepuffertem
Glycerin, wiv. Phosphatgepuffertes Glycerin: 0,1 M NaHPO,, 0,1 M NaH,PO,, 44 %
Glycerin, viv; pH 7,6) auf einen Objekttrager gelegt. DABCO reduziert die Ldschung der
Fluoreszenz durch Abfangen freiler Radikale, die bel der Anregung des FITC durch das
Blaulicht entstehen (HARLOW & LANE 1988) und verldngert dadurch die Effektivitdt der
FITC-Markierung.

Zwei Negativkontrollen dienten der Erfassung unspezifischer Bindungen zwischen dem
Antigen und dem RAM-IgG: 1) in der Kontrolle mit sekundéren Antikorpern wurde der
Inkubationsschritt mit den primdren Antikoérpern ausgelassen; 2) in der Kontrolle mit
prammunem Serum wurde statt des monoklonalen Antikorpers préimmunes polyklonaes
Kaninchen 1gG (1:1000 verdinnt) verwendet.

Einzelschritte der IMF:

(1 Andriicken des Tesastreifens an das Luftmyzel und sofortige Uberfilhrung in
Resktionsgefél3e mit 1 ml des unverdinnten MAK-Kulturlberstands, dem zur
Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen 2 % Magermilchpulver zugegeben
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wurde. Inkubation der Tesastreifen fir 45 min bel Raumtemperatur, danach 3 X
waschen mit 1 ml PBST

2] Zugabe von 500 gl RAM-IgG-FITC, 1:200 verdinnt in Leitungswasser. Inkubation
der Tesastreifen fir 45 min im Dunkeln bel Raumtemperatur (FITC ist
lichtempfindlich), danach 3 x waschen mit PBST

3] Uberfihrung auf einen Objekttrager in einen Tropfen 0.1 M phosphatgepuffertes
Glycerin plus DABCO. Die inzwischen milchig gewordenen Streifen werden nach
kurzer Einwirkzeit im phosphatgepufferten Glycerin wieder durchsichtig und damit
mikroskopierbar. Aufbewahrung der Objekttrager bis zur fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung im Dunkeln bel 4 °C.

2.8.3  Bestimmung der pilzlichen Biomasse mittels PTA-ELISA

Der oben beschriebene PTA-ELISA eignet sich auf}er fur die qualitative Detektion von
Pilzantigenen auch fur die Bestimmung der pilzlichen Biomasse. Daflir wurden die Karyopsen
bzw. die axenischen Keimlinge mit C. globosum inokuliert und in unbehandelter und
steriliserter Felderde bzw. im MS-Medium kultiviert. Die Pflanzen wurden 14 Tage nach der
Inokulation ihren Topfgefalien bzw. ihren Testrohrchen enthommen und die Erde bzw. das
anhaftende MS-Medium vorsichtig unter flielendem Wasser entfernt. Der Umfang der
Besedlung mit C. globosum wurde anhand einer Einteillung des Pflanzengewebes in
funktionelle Abschnitte im PTA-ELISA nédher charakterisiert. Dazu wurden die Pflanzen in
folgende 4 Abschnitte geteilt: 1) Wurzelsystem, 2) Scutellum plus Adventivwurzeln und
Sprof3abschnitt in direkter Umgebung (5 mm) zum Scutellum, 3) Coleoptilenbereich und 4)
Blattbereich. Die Quantifizierung des an/in der Pflanze gebildeten Myzels erfolgte tber eine
Eichkurve, die anhand von lyophilisiertem, gemdrsertem und in PBST geldstem Myzel erstellt
wurde (KARPOVICH-TATE et a. 1998). Die Lyophiliserung des Myzels erfolgte nach
trockenem Abschaben des Luftmyzels von der Agarplatte mittels eines Gummispatels in einer
Gefriertrocknungsanlage (Leybold-Heraeus Lyovac GT-2, Hanau) Uber einen Zeitraum von
3h.

Im PTA-ELISA wurden drei Negativkontrollen eingesetzt. 1) die PBS- Kontrolle (s. 2.8.1); 2)
axenische Pflanzen aus der MS-Kultur dienten einem Nachwels moglicher unspezifischer
Bindungen der MAK an Inhaltsstoffe des Pflanzenpressaftes. Anhand dieser Negativkontrolle
wurde der Schwellenwert fur einen positiven Nachwels errechnet. Er wurde aus den
Extinktionen der Negativkontrollen plus der dreifachen Standardabweichung dieser Werte
errechnet und lag bel einem Extinktionswert von 0,2; 3) Pflanzen aus der Anzucht in Felderde
ohne C. globosum Inokulum dienten dem Nachweis einer moglichen Infektion mit Pilzen der
Gattung Chaetomium oder gattungsfremden Pilzen, die mit den MAK kreuzreagieren konnten.
Die Poditivkontrolle bestand aus axenischen Pflanzen der MS-Kultur, denen eine definierte
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Menge Pilzlyophilisat zugegeben wurde. Anhand dieser Kontrolle wurde der Einflufd der
Pflanzeninhaltsstoffe auf den Nachweis der pilzlichen Biomasse im PTA-ELISA mit erfal3t.

Einzelschritte im ELISA-Test:

o Erstellung eines Pressafthomogenats aus 3 Pflanzen. Die Pflanzen wurden in die oben
beschriebenen 4 Pflanzenabschnitte geteilt. Den Wurzeln und den Blé&tern wurde im
Verhdtnis 1:2 (wlv), dem Scutdlum im Verhdltnis 1.5 (w/v) und dem
Coleoptilenbereich im Verhdtnis 1:3 (w/v) Probenpuffer (PBST plus 2 %
Polyvinylpyrrolidon; PVP, Fuka, M,=40000; w/v) zugegeben. Positivkontrolle:
Zugabe des in PBS geosten lyophiliserten Myzels in  verschiedenen
Verdinnungsstufen zum Pressafthomogenat der axenischen Pflanzen

1) Zugabe von 100 pl Pressaft, Inkubation der Platten tiber Nacht bel 4 °C, danach 3x
spulen in PBST

2] Zugabe von 200 pI MAK-Kulturtiberstand, 1:10 verdinnt in Blockierungspuffer,
Inkubation der Platten Uber Nacht bel 4 °C, danach 3 x spllen mit PBST

© Zugabe Zugabe von 100 gl sekundérer Kaninchen-Antikorperkonjugate, 1:1000
verdunnt in Blockierungspuffer, Inkubation der Platten Uber Nacht bei 4 °C, danach 3
X spulen mit PBST

(4] Zugabe 200 pl p-Nitrophenylphosphat in Substratpuffer. Konzentration: 0,6 mg p-
Nitrophenylphosphat pro ml  Substratpuffer, Inkubation der Platten bei
Raumtemperatur bis eine maximale Farbentwicklung erreicht ist.

(5] Colorimetrische Auswertung der Farbentwicklung am ELISA-Reader (EAR 340 SLT,
Crailsheim) bei 405 nm.

2.8.4  Tissue Print Immunoblot (TPI)

Das Verfahren dient der Lokalisation von Antigenen an bzw. in der Pflanze. Durch das Pressen
quergeschittener Pflanzenteile auf eine Nitrocellulosemembran (Optitran BA-S 85, reinforced
NC, Schleicher & Schuell, Dassel) werden Proteine und Nukleinsduren an die Membran
gebunden. Gleichzeitig werden Gewebestrukturen festgehalten, da die Zellwande aufgrund
ihrer Druckfestigkeit Vertiefungen in der Membran hinterlassen, die bei der mikroskopischen
Auswertung als helle Linien sichtbar werden. Der Nachweis der Antigene erfolgt wie im PTA-
ELISA, wobel hier jedoch die akalische Phosphatase den Phosphatrest des BCIP abspaltet,
dieses dann bei akalischem Milieu dimerisiert und NBT zu einem unléslichen, blauvioletten
Diformazan reduziert (BLAKE et al. 1984, HORWITZ et a. 1966).

Als Negativkontrolle dienten wiederum einerseits PBS und andererseits Pflanzen aus der
Kontrollvariante ohne C. globosum Inokulum. Als Postivkontrolle wurde der pilzliche
Zellwandextrakt direkt auf die Membran pipettiert.
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Einzelschritte in TPI:

(1) Pressen von quergeschnittenem Pflanzengewebe auf die Membran. Der austretende
Pflanzensaft wird vorher durch Tupfen auf ein Stiick Zellstoff entfernt, damit der
Abdruck nicht durch zuviel Flissigkeit verlauft

2] Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit
Blockierungspuffer Gber Nacht bel Raumtemperatur, danach 3 x 10 min waschen der
Membranen mit PBST

3] Inkubation der Membranen in MAK-Kulturiberstand, 1:10 verdinnt in
Blockierungspuffer (PBST plus 2 % Magermilchpulver, w/v, plus 2 % PV P, wiv) fir
2 h, danach 3 x 10 min waschen der Membranen in PBST

(4] Inkubation der Membranen in sekundéren Kaninchen-Antikorperkonjugaten, 1:1000
verdinnt in Blockierungspuffer, danach 3 x 10 min waschen in PBST. Die
Antikorperl6sung wurde aufgefangen und 5-6x wiederverwendet

(5] Bel Verwendung von 20 ml Substratpuffer (0,1 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS), 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCly; pH 9,5) 90 l NBT* und 70 pl BCIP? zugeben
und die Entwicklung des blauen Farbstoff-Prazipitats verfolgen. Nach ca. 3-5 min
Inkubation die Stopplésung (0,02 M TRIS, 0,5 M EDTA; pH 7,5) zugeben, wenn
eine Uberfarbung der antigenhaltigen Strukturen eintritt (die vorher sichtbaren
scharfen Konturen verlaufen durch eine tberméldige Bildung des Farbstoffpréazipitats).

'Nitro Blue Tetrazolium (NBT, Sigma)-Stammlésung: eine Tablette NBT (10 mg) mit
300 pl A. bidest. anlésen und langsam 700 Wl Dimethylformamid zugeben. Bei 4 °C
aufbewahren.

?5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP, Sigma)-Stammlésung: eine Tablette
(25 mg) BCIP in 1 ml Dimethylformamid |6sen. Lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahren

285 Immunfluoreszenz (IMF)-Markierung an Hand- und Semidinnschnitten

Immuncytologische Untersuchungen an Handschnitten aus Frischmaterial bieten wesentliche
Vorteile gegenuber eingebetteten Proben. Da keine Fixierung durchgefuhrt wird bleiben
antigene Strukturen vollstdndig erhalten. Dadurch wird eine erfolgreiche Immunmarkierung
wesentlich erleichtert. Die Proben kénnen aufgrund der wenigen Aufarbeitungsschritte schnell
verarbeitet und mikroskopiert werden. Sie zeichnen sich auf3erdem durch eine verhdtnismaldig
hohe Schichtdicke auf, wodurch die Lokalisation des Pilzes im Pflanzengewebe durch die
leichte Autofluoreszenz der Zellwande verbessert wird. Ein wichtiger Nachteil besonders bei
der Mikroskopie mit konventioneller Auflichtfluoreszenz liegt aber in der Dicke der Schnitte,
da es bei immunfluoreszenzmarkierten Préparaten so zur Uberstrahlung der Objekte kommt.



Material und Methoden 25

Die serologische Aufarbeitung der Handschnitte erfolgte analog zu der schon unter 2.8.2
beschriebenen Methode. Es wurden jeweils mindestens 20 Schnitte aus Wurzelsystemen dreier
représentativer Pflanzen angefertigt. Die Schnitte wurden in phosphatgepuffertes Glycerin plus
DABCO eingedeckelt und mit Nagellack umrandet.

Die IMF-Markierung erfolgte auf3erdem auch an Wurzelproben, die in LR-White eingebettet
wurden. Dadurch konnte die IMF an Handschnitten mit der IMF an Semiduinnschnitten
verglichen werden. Die Prdparate wurden semidinn (1um) geschnitten und auf der
Waéarmebank bel 70-80 °C angetrocknet. Eine zweistindige Inkubation der Schnitte mit
priméaren Antikorpern erfolgte bei Raumtemperatur, die sekundaren Antikorper wurden Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Allen Inkubationen folgte ein dreimaliges Waschen der Schnitte mit
Leitungswasser.

29 Préparationstechniken
29.1 Totalpraparate

Die Bewertung der Entwicklung von E. graminis auf den Blétern erfolgte mikroskopisch
anhand von Totalpréparaten, die nach ZEYEN et al. (1991) erstellt wurden. Dazu wurden
zunéchst die Blattoberseiten mit E. graminis inokuliert, 41 h nach der Inokulation die Bl&tter
geerntet und in Glaspetrischalen auf Filterscheiben gelegt (inokulierte Blattseite nach oben), die
mit einer Mischung von Ethanol : Eisessig (3:1, v/v) getrénkt waren. Danach wurde fir die
Dauer von 3 Wochen fixiert und entfarbt. Dann wurden die Blétter auf wassergetrénktes
Filterpapier Ubertragen, um sie zu strecken und um die Fixierlésung zu entfernen. Der letzte
Entfarbeschritt erfolgte auf Lactophenol getréanktem Filterpapier, bis die Blétter vollkommen
entfarbt waren (2-3 Wochen). In beiden 2-3-wdchigen Entféarbungsschritten wurde die
verdunstete Losung jede Woche erganzt und die Filterscheiben ausgewechselt. Zum Schiuld
erfolgte die Ubertragung der Blétter auf 80 %iges Glycerin fir die Langzeitkonservierung. Fir
die Bewertung der Pathogenentwicklung wurden die Bléatter auf Objekttréager gelegt und
mikroskopiert.

Der Nachweis einer saprophytischen Besiedlung der Gerste mit C. globosum erfolgte
mikroskopisch anhand von Totapréparaten. Die Pflanzen aus unsteriler Felderde (s. 2.3)
wurden wie unter 2.6.2 beschrieben mit der Tauchbehandlung N-3,5 einer unzureichenden
Oberflachensterilisation unterzogen. Dann wurden die Blattsegmente auf 10 %igem PDA
ausgelegt. Nach 5-tagiger Inkubation erfolgte die Entfarbung und Fixierung der Blattsegmente
mittels Alkohol:Formaldehyd:Eisessig (18:1:1; v/v) fur 24 h. Dann wurden die Blatter mit
Anilinblau geférbt und mikroskopiert.
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2.9.2 Hand- und Semidinnschnitte

Fur die IMF-Markierung wie auch fur die Vitalitétsfarbung der Wurzeln mit DiOC;(3) wurden
Handschnitte (GERLACH 1984) angefertigt. Aul3erdem wurde die IMF-Markierung auch an
Semidinnschnitten durchgefuhrt. Fir die Handschnitte wurden Wurzelstiicke und Scutellen
mitsamt der umliegenden Gewebe in Styroporstiicke (Transportfullmaterial mit sehr feinen
Poren) eingeklemmt, mit Rasierklingen transversa geschnitten und mit Hilfe ener
Federstahlpinzette sofort in die Inkubationslésungen Uberfuhrt. Fir die Semidinnschnitte
wurden die Wurzelstiicke zunéchst in das Kunstharz LR White (Plano) eingebettet. Dazu
wurden die Wurzeln in 4 mm lange Stuicke geschnitten und nach KARNOV SKY (1965) mit 4
% Formaldehyd (v/v), 4 % Glutaraldehyd (v/v) und 0,001 % Calciumchlorid (w/v) in 0,1 M
Na-Cacodylatpuffer (pH 7,3) fur 2 h be Raumtemperatur fixiert. Nach 4-5 x waschen im
gleichen Puffer (Aldehydgeruch mul3 verschwinden) erfolgte die Dehydrierung mittels einer
ansteigenden Ethanol/A. bidest - Reihe:

1) 20 min in 15 % Ethanol

2) 20 min in 30 % Ethanol

3) je 20 min in 50 %Ethanol und 1 x die Lésung erneuern

4) je 20 minin 70 % Ethanol und 1 x die Lésung erneuern

5) je 20 min in 90 % Ethanol und 1x die Losung erneuern

6) schliefdich je 60 min in 96 % Ethanol und 2 x die LAsung erneuern.

Die anschlief3ende Einbettung in LR White erfolgte wieder in einer aufsteigenden Reihe aus LR
White : Ethanol: 1) 16 hin 1:3 (v/v); 2) 8 hin 1:1 (v/v); 3) 16 hiin 3:1 und schliefdich 3-5 Tage
in 100% LR White. Die Polymerisation erfolgte in geschlossenen Gelatinekapseln (Grofe 4)
bei 50 °C fur 48 h. Die Proben wurden an einem Mikrotom (Leica, Bensheim, vormals
Reichert-Jung) in einer Dicke von 1 pm mit einem Glasmesser geschnitten, auf Objekttrager
transferiert und auf einer Warmebank bel 70-80 °C angetrocknet.

210  Farbungen fir die Hellfeldmikroskopie

Durch eine Anilinblaufarbung wurde zum einen handgeschnittenes Wurzel-  und
Scutellumgewebe aus der MS-Anzucht auf eine Besiedlung mit C. globosum untersucht, zum
anderen mittels Totalprépataten von Bléttern die saprophytische Besiedlung der ausgelegten
Blattsegmente aufgezeigt. Die Proben wurden:

1) 0,51 min in einer Anilinblau-Milchsaure-Lésung (0,1 % Anilinblau, Merck, wiv, in 2:1
70 %iges Ethanol :85 %ige Milchsaure) gefarbt und
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2) weitere 5-10 min in einer Lactophenollésung (10 % Phenol, w/v, in 10:2:1 Milchsaure:
95 %iges Ethanol:Glycerin) entférbt.

Die Hyphen sowie das Cytoplasma, insbesondere die Zellkerne werden intensiv blau gefarbt,
das Wirtsgewebe wird dagegen nur schwach gefarbt.

Die Féarbung in LR White eingebetteter Wurzeln und Bl&tter mit Toluidinblau O (Merck, 1 %
in 1 %iger NaB,O;-Losung, wiv) diente der Anfarbung und damit Sichtbarmachung des
Pflanzengewebes und der Hyphen. Die dem Objekttrager anhaftenden Schnitte wurden mit
einem Tropfen der Toluidinblauldsung bedeckt. Dann wurden die Schnitte auf der Warmebank
fur eine Minute inkubiert und mit A. demin. gewaschen. Das Cytoplasma, RNA-haltige
Strukturen und unverholzte Zellwande farben sich violett; phenolhaltige Pflanzenteile farben
sich durch die Metachromasie des Farbstoffs blaugriin bis grin (GERLACH 1984, GAHAN
1984).

211  Vitditésfarbung fur die Fluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung vitaler Membransysteme oberflachensterilisierter Wurzelgewebe mitsamt ihrer
inter- bzw. intrazellulérer Hyphen von C. globosum wurde nach DUCKETT & READ (1991)
eine wal¥rige 3,3-Diheptyloxacarbocyanin-jodid (DiOC,(3), Molecular Probes, 0,1 uM)-
Losung verwendet. Die DiOC;(3)-L6sung wurde immer frisch aus der 1 mM, ethanolischen
Stammlésung angesetzt. Wurzeln aus axenischer Pflanzenanzucht mit C. globosum Inokulum
wurden mit der Tauchbehandlung P-10 oberfléchensterilisiert und transversal mit der Hand
geschnitten. Die Schnitte wurden dann in der DiOC4(3)-Losung fur ca 2 h im Dunkeln
inkubiert. Dann wurden die Schnitte in Glycerin eingedeckelt. Fluoreszenzmikroskopisch
konnte mit dieser Technik nachgewiesen werden, wie tief die Sterilisationsreagenzien in das
Gewebe eingedrungen waren.

Die Farbung mit DiOC,(3) diente aulRerdem dem Nachweis physiologischer Verdnderungen in
der Epidermis der Wurzelzellen nach epiphytischer Besiedlung der Gerstenwurzeln mit C.
globosum. Besiedelte Wurzeln aus steriler Erde wurden transversal geschnitten und wie oben
beschrieben gefarbt. Die Intensitét der Fluoreszenzfarbung, die nur an  vitalen
Zellkompartimenten aufgrund von Membranpotentialen auftritt (JOHNSON et a. 1981),
wurde als Mal3 fur die Aktivitét der Epidermiszellen gewertet.

212  Mikroskopie

Sowohl die IMF-markierten Hand- und Semidiinnschnitte als auch die Vitalitéatsfarbungen der
Handschnitte mit DiOC,(3) wurden mit Hilfe der Auflichtfluoreszenzoptik am DMRB
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Photomikroskop (Leica, Bensheim) unter Verwendung eines FITC-Filters (Leica FI/RH
Filtersystem mit einem Anregungsfilter mit maximalem Durchlal? bel 490 und 560 nm, einem
Tellerspiegel mit Durchlal’ Gber 500nm und einem Sperrfilter mit maximalem Durchlald bel 525
und 605nm) ausgewertet. Die Hellfeldmikroskopie der Totalprgparate und der Hand- bzw.
Dunnschnitte erfolgte  am DMRB  Photomikroskop bei Normarski  differentiellem
Interferenzkontrast.

Die Dokumentation erfolgte auf Fujichrome Tagedichtdiafilmen: 400 ASA Dbei
Fluoreszenzmikroskopie, 100 ASA bei Hellfeld-Mikroskopie.

213  Datenverarbeitung

Statistische Unterschiede wurden mit Hilfe des Programms Statgraphics Plus® (Manugistics,
Rockville, USA) anhand des t-Tests nach STUDENT ermittelt (Frisch- oder Trockengewichte,
Anzahl der Mehltaupusteln pro cm Blattflache, Anzahl der Mehltaukonidien pro cm?
Blattflache der Kontrollen bzw. der mit C. globosum behandelten Varianten). Fir die
statistische Analyse prozentualer Werte (E. graminis Konidienkeimung, Konidien mit
Appressorien, Appressorien mit Haustorien, lokale Autofluoreszenz der Epidermiszellen)
wurde die Notwendigkeit der Transformation mittels Arcus-Sinus gepruft. Signifikante
Unterschiede wurden dabei fir P Werte £ 0,05 angenommen und in den Graphiken mit einem
Stern (*) versehen. Hochsignifikante Unterschiede wurden fir P Werte £ 0,001 angenommen
und in den Graphiken mit einem Doppelstern (**) versehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Oberflachensterilisation

Mittels Oberflachensterilisation sollte eine mogliche endophytische Besiedlung des Gewebes
der Gerstenpflanze mit C. globosum anhand ener Standardmethode mit den
Sterilisationsmitteln Ethanol (95%) und NaOCl (3,5% aktives Chlor) bei folgenden
Einwirkzeiten aufgezeigt werden: 0,5 min Ethanol gefolgt von 5 min NaOCI und erneut 0,5
min Ethanol (FISHER et a. 1991, SCHULZ et a. 1995 CROUS et a. 1995). Diese
Tauchbehandlung wird im Folgenden als N-3,5 bezeichnet.

In diesen Voruntersuchungen zur endophytischen Besiedlung der Gerste wurden die zwel
Wochen alten Pflanzen ihren Topfgefél3en entnommen und die den Wurzeln anhaftende Erde
unter fliefendem Wasser entfernt. Nach der Standard-Oberfléachensterilisation mit N-3,5
wurden die Gewebesegmente auf 10 % PDA ausgelegt und die endophytische Besiedlung der
Segmente bonitiert. Bis zu 90 % der Wurzel- bzw. Blattsegmente zeigten eine solche
Besiedlung. In histologischen Untersuchungen zeigte sich jedoch nur in dem auf PDA
inkubierten Gewebe Hyphen. Diese Hyphen konnten grundsétzlich Ascosporen zugeordnet
werden, die sich auf der Pflanzenoberflache befanden. Die Gewebeteile, die nicht auf PDA
ausgelegt gewesen waren, zeigten in keinen der durchgefiihrten Untersuchungen Hyphen. Die
Ascosporen hatten demnach die Oberfléchensterilisation Uberlebt und  entstammten
offensichtlich der Koleoptilen-Inokulation vor der Pflanzenanzucht. Folglich erwies sich die
anhand der Standard-Oberfléchensterilisation gefundene "endophytische® Besiedlung as
saprophytische Besiedlung (Abb. 4-8). Daher wurde die Effektivitdt verschiedener
Sterilisationsmittel anhand von  Vitalitétstests  Oberprift, um eine  wirksame
Oberflachensterilisation zu finden. Die Oberflachensterilisationsmethode, die sich dann as
effektiv erwiesen hatte, wurde zur Bewertung der endophytischen Besiedlung herangezogen.

3.1.1 Vitalitatstests mit Chaetomium globosum und C. funicola Ascosporen

3.1.1.1 Ascosporenvitalitétstest auf Nitrocellulosemembranen

Die Vitditd von C. globosum und C. funicola Ascosporen, die auf ene
Nitrocellulosemembran aufgebracht worden waren, konnte durch ene 3-Schritt
Tauchbehandlung mit den Sterilisationsmitteln stark herabgesetzt werden (Tab. 2). Bel einem
Einsatz von NaOCI-Konzentrationen 3 3,5 % (aktives Chlor) in der Tauchbehandlung N-3,5
bzw. N-9 war eine ausreichende Abtétung der Sporen (die Sporenkeimung war < 1%)
festzustellen. Eine ausreichende Abtotung der Sporen wurde auf3erdem durch die
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Tauchbehandlung P-10 bzw. durch eine Tauchbehandlung mit 2 % NaOCI be verlangerter
Einwirkung des Ethanols (5 min Ethanol, 95 %, 5 min NaOCI, 0,5 min Ethanol, 95 %)
erreicht. Eine vollstandige Reduktion der Ascosporenkeimung auf 0 % konnte mit keiner der
untersuchten Kombinationen erreicht werden.

Abb. 4-8. Saprophytische Besiedlung der Gerste mit Chaetomium globosum. Gerstensaatgut
wurde mit einer C. globosum Ascosporensuspension behandelt. Nach einer zweiwdchigen
Anzuchtsphase wurden die Pflanzen einer NaOCI-Tauchbehandlung (N-3,5) unterzogen. Die
an der Oberflache des Gewebes anhaftenden Sporen werden dabei nur unvollstandig abgetttet.
Bel 3-5 tagiger Inkubation der Pflanzensegmente auf PDA besiedeln die noch vitalen Sporen
das Gewebe saprophytisch, tauschen jedoch eine endophytische Besiedlung vor.

Abb.4und5. Besedlung eines Wurzelsegments mit C. globosum auf PDA: die Hyphen
von C. globosum besiedeln das Gewebe saprophytisch inter- und intrazellulér
und wachsen an der Schnittstelle des Segments wieder aus (Abb. 4: 3 Tage
auf PDA nach der Tauchbehandlung, 40-fache Vergrol3erung; Abb. 5: 5
Tage auf PDA nach der Tauchbehandlung, 10-fache Vergrél3erung).

Abb.6und7. Besedlung eines Blattscheidensegments mit C. globosum (Pfeil): auch hier
besiedeln die Hyphen von C. globosum das Gewebe saprophytisch und
wachsen an der Schnittstelle des Segments wieder aus (Abb. 6: 3 Tage auf
PDA nach der Tauchbehandlung, 40-fache Vergrélierung; Abb. 7: 5 Tage
auf PDA nach der Tauchbehandlung, 10-fache Vergrélierung).

Abb. 8. Saprophytisches interzelluldres Wachstum von C. globosum (Cg) im
Mesophyllgewebe (Me) eines Blattsgements (Hellfeldaufnahme, Anilinblau-
farbung).
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Tabelle 2. Einflu3 von Tauchbehandlungen mit unterschiedlichen Sterilisationsmitteln und
unterschiedlichen Einwirkzeiten auf die Keimung von Chaetomium spp. Ascosporen. Die auf
eine Nitrocellulosemembran aufgebrachten Ascosporen wurden mit Kombinationen aus
oxidierend wirkendem Reagenz und Ethanol (EtOH) behandelt und danach mit sterilem Wasser
gespult. Die Kontrolle wurde nur mit sterilem Wasser behandelt.

verwendetes oxidierend Einwirkzeiten der Ascosporenkeimung nach ca.
wirkendes Reagenz Tauchbehandlung 30 h*
[min] [%]
EtOH Reagenz  EtOH C. globosum  C. funicola

H,O (Kontrolle) - - - 75 45
0,7 % NaOCl 1 5 0,5 8 27

5 5 0,5 1 2

5 15 5 1 1
2 % NaOCl 1 5 0,5 1 1

5 5 0,5 0,2 0,1

5 15 5 0,2 0,1
3,5 % NaOCl N-35 1 5 0,5 0,2 0,1
5 % Peressigsaure P-> 1 5 0,5 1 0,2
9 % NaOCI N-9 1 5 0,5 0,2 0,1
10 % Peressigsaure P-10 1 5 0,5 0,1 0,01

N-3,5, P-5, N-9, P-10 Tgychbehandlungen die im Vitalitatstest mit Ascosporen die axenischer Gerste anhaften
erneut getestet wurden

* Die Bestimmung der Ascosporenkeimung erfolgte zu leicht abweichenden Zeiten aufgrund unterschiedlicher
Keimungsgeschwindigkeiten, abhéngig von der Pilzspecies und der Behandlungsart (s. 2.6.1)

3.1.1.2 Vitalitatstest mit Ascosporen die axenischer Gerste anhaften

Im Vitaitatstest mit Ascosporen, die vor der Behandlung auf das Gewebe von Pflanzen aus
axenischer MS-Kultur aufgebracht worden waren, wurden die Ergebnisse der
Tauchbehandlungen N-3,5, P-5, N-9 und P-10 des Vitalitétstests auf Nitrocellulosemembranen
erneut getestet. Dadurch sollte Uberpriift werden, ob diese Oberflachensterilisationsmethoden
die gleiche Wirksamkeit an lebendem Pflanzengewebe besitzen.

Die Untersuchungen verdeutlichen, da3 nur im Falle der Tauchbehandlung P-10 kein
Hyphenwachstum, das von keimfahigen Ascosporen auf der Pflanzenoberflache ausgeht,
gefunden werden konnte. Alle untersuchten Gewebesegmente blieben bel  dieser
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Tauchbehandlung besiedlungsfrei (Abb. 10, Dreiecke). Bei Verwendung der Tauchbehandlung
N-3,5 zeigte sich im Vergleich zur Postivkontrolle lediglich eine Reduktion der Anzahl
besiedelter Gewebesegmente. Nach 6 tagiger Inkubation waren 27 % der Wurzel- und 71 %
der Blattsegmente mit C. globosum, 31 % der Wurzel- und 66 % der Blattsegmente mit C.
funicola besiedelt, wogegen in der ohne Sterilisationsreagenzien behandelten Kontrolle 100 %
der untersuchten Gewebesegmente besiedelt waren. Aul3erdem war eine eintdgige
Keimungsverzégerung zu beobachten (Abb. 9). Durch den Einsatz der Tauchbehandlung N-9
konnte der prozentuale Anteil der mit C. globosum besiedelten Gewebesegmente auf 10 %
(Wurzelsegmente) bzw. 20 % (Blattsegmente) erniedrigt werden (Abb. 10, Kreise). Es zeigte
sich demnach ein in etwa linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration des eingesetzten
NaOCl und prozentualem Anteil besiedelter Gewebesegmente (Abb. 10). Durch den Einsatz
der Tauchbehandlung P-5 konnte der prozentuale Anteil der mit C. globosum besiedelten
Gewebesegmente im Vergleich zur Tauchbehandlung N-9 zwar noch weiter reduziert, jedoch
nicht vollstandig unterdriickt werden (keine Abbildung).

Chaetomium globosum Chaetomium funicola
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ADbb. 9. Wirkung der Tauchbehandlung N-3,5 (1 min 95 % Ethanol, 5 min 3,5 % NaOCl und
0,5 min Ethanol) auf die Anzahl besiedelter Gewebesegmente und damit der
Chaetomium spp. Ascosporenkeimung nach Applikation der Ascosporen an axenische
Wurzeln (0% @) bzw. Blétter (0% Q) im Vergleich zu Wurzeln (m3, m) bzw. Blétter
(O%.0) der Positivkontrolle (Mittelwerte + SEM, n=10).



Ergebnisse

90
. O- -0 N-35 (Bléter)
A B—8 N-35 (Wurzeln)
= O--O N-0 (Bléter) 5
= ®—® N-9 (Wurzeln) 5 ,-—‘E'
€ 60 & -4 P10(Blate) g
> A—A P-10 (Wurzeln) ’
[72] /
leb) /
) 2

/

= E/
O
g 30
D
- N N g &--ov
[72]
8 , — 4

0 e S e

0 1 2 4 5 6 7

Tage nach der Tauchbehandlung

Abb. 10.Wirkung der Tauchbehandlung N-3,5 , N-9 und P-10 auf die Anzahl besedelter
Gewebesegmente und damit der Chaetomium globosum Ascosporenkeimung nach
Applikation der Ascosporen an axenische Wurzeln und Blétter (Mittelwerte + SEM,
n=10).

Eine vollsténdige Abt6tung der vor der Behandlung kuinstlich auf das Gewebe von axenischen
Pflanzen aufgebrachten Ascosporen konnte mit NaOCI demnach nicht erbracht werden. Dieses
Reagenz eignete sich somit nicht zum Nachweis einer endophytischen Besiedlung der Gerste
mit C. globosum. Wird das Pflanzenmaterial dagegen mit Peressigsaure durch die
Tauchbehandlung P-10 oberfléchensterilisert, konnte eine vollsténdige Abtétung der C.
globosum Ascosporen erreicht werden (Abb. 10, Dreiecke). Daher wurde diese Methode in
den folgenden Experimenten fir den Nachwels einer endophytischen Besiedlung verwendet.
3.1.2  Nachweisvon Chaetomium globosum in planta bei Anzucht im MS-Medium

Fur den Nachweis von C. globosum in planta wurden Wurzeln aus der Pflanzenanzucht im

MS-Medium verwendet. Axenische Gerstenkeimlinge wurden hierfir in Testrohrchen gesetzt
die mit MS-Medium und C. globosum Ascosporen befillt waren und fir 2 Wochen inkubiert.
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Schon das &ul3ere Erscheinungsbild der Wurzeln aus
diesem Anzuchtssystem deutet auf die enge
Wechselbeziehung zwischen C. globosum und der
Pflanze hin: Die Wurzeln wiesen Verbréunungen
insbesondere in den vollstandig vom MS-Medium
umgebenen Wurzeln auf (Abb. 11). Anhand der
Tauchbehandlung P-10 zur Oberflachensterilisation
des Wurzelgewebes wurde dann die Besiedlung des
Pflanzengewebes mit C. globosum untersucht. Nach 6
Tagen Inkubation der oberflachensterilisierten
Wurzeln zeigten 20 % der Wurzelsticke ene
Besiedlung mit C. globosum. Der Pilz wuchs somit
entweder intra- oder interzelluldr im Wurzelgewebe.
Die Bléatter waren dagegen besiedlungsfrei.

3.1.3 Nachweis von Chaetomium globosum in
planta bel Pflanzenanzucht in steriler Erde

Die Tauchbehandlung P-10 sollte auf3erdem auch die
endophytische Besiedlung der Pflanze mit C.
globosum bel Anzucht der Pflanzen in steriler Erde
aufzeigen. Hierfur wurden oberfléchensterilisierte
Karyopsen in ene C. globosum Ascosporen-
suspension geraucht und in sterile Erde gesdt. Nach
einer zwelwdchigen Anzuchtsphase wurden die
Pflanzen entnommen. Alle Pflanzen, sowohl die der
Behandlung als auch die der Kontrolle, zeigten im
Vergleich zu Anzucht in unsteriler Erde oder in MS-
Kultur ~ starke  Wachstumsdepressionen. Die
behandelten Pflanzen wiesen jedoch im Vergleich zur
Anzucht in MSKultur keine Verbraunungen des

Abb. 11. Gerstenpflanzen in MS
Kultur. Die mit Chaetomium globo-
sum inokulierten Pflanzen (rechts)
zeichnen sich im Gegensatz zur axe-
nischen Kontrolle durch Verbraun-
ungen des Wurzel systems aus.

Wurzelsystems auf, sondern erschienen gesund. Die nach der Oberflachensterilisation mittels
der Tauchbehandlung P-10 auf PDA ausgelegten Wurzelsegmente zeigten nach 7 Tagen
Inkubation keinerlei Hyphenwachstum und demzufolge keine endophytische Besiediung mit C.

globosum.
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3.1.4 Nachweis der Eindringung der Sterilisationsreagenzien in das Pflanzengewebe

Der Nachwels der Eindringung der Sterilisationsreagenzien Peressigsaure und Ethanol der
Tauchbehandlung P-10 in das Wurzelgewebe erfolgte anhand einer Vitalitétsfarbung mit
DiOC7(3). Im Fluoreszenzmikroskop erscheinen die Membranen vitaler Pflanzenzellen bzw.
vitaler Hyphen aufgrund ihres Membranpotentials in einer gelbgriinen Fluoreszenz, wahrend
abgetotete Zellen aufgrund ihres fehlenden Membranpotentials nicht fluoreszieren. Die mit C.
globosum inokulierten Wurzeln der MS-Kultur zeigten eine intensive inter- und intrazelluldre
Besiedlung mit dem PFilz (Abb. 13), dessen epiphytische und intrazelluldren Hyphen der
Epidermis jedoch nach der Tauchbehandlung P-10 nicht mehr fluoreszierten (Abb. 14). Es
konnte demnach gezeigt werden, da3 die Sterilisationsmittel bis in die Epidermis der
Gerstenwurzel eindringen und sowohl das Pflanzengewebe, as auch die dort vorhandenen
Hyphen abttten. Anhand der Vitalitétsfarbung konnte auflerdem gezeigt werden, dal3 die
intrazelluldre Besiedlung der Zellen durch C. globosum mit einem Vitalitétsverlust dieser
Zellen einhergeht: bei alen intrazellulér besiedelten Cortex- und Epidermiszellen war keine
Fluoreszenz zu beobachten, wahrend alle unbesiedelten Zellen fluoreszierten. Die mit C.
globosum besiedelte, aber nicht mit der Tauchbehandlung P-10 behandelte Kontrolle zeigte
eine gleichmaldige Fluoreszenz aler Hyphen und Gewebeteile mit Ausnahme der mit C.
globosum besiedelten Zellen der Epidermis (Abb. 12, Pfeilspitze).

Abb. 12-14. Inter- und intrazellulére Besiedlung der Gerstenwurzeln mit Chaetomium
globosum.

Abb. 12. Querschnitt einer Wurzel der Kontrolle ohne Tauchbehandlung mit Peressigséaure.
Die Vitdita& der Pilz- und Pflanzenzellen ist mit Ausnahme der Epidermis
(Pfeilspitze) im gesamten Querschnitt intensiv  (Epifluoreszenzaufnahme,
Vitalitétsfarbung mit DiOC(3)).

Abb. 13. Querschnitt einer Wurzel nach der Tauchbehandlung mit Peressigsaure. C. globosum
besiedelt das Gewebe intensiv inter- (Pfeil) und intrazelluldr (Hellfeldaufnahme,
Vitalitatsfarbung mit DiOC(3))

Abb. 14. Gleicher Bildausschnitt der Abb. 11 bel Epifluoreszenz. Ein Vitalitétsverlust der
Pilz- und Pflanzenzellen ist im Bereich der von den Sterilisationsmitteln erreichten
Epidermis zu erkennen. Inter- (Pfeil) und intrazellulére Hyphen des Cortexgewebes,
unbesiedelte Zellen des Cortex, sowie der Zentrazylinder sind dagegen vita
(Vitaitatsfarbung mit DiOC(3)).

Ep, epidermis; Cx, Cortex; Xy, Xylem.
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3.2 Serologischer Nachweis von Chaetomium globosum

321  Spezifitéat und Sengtivitéat der Antikorper

3.21.1 Plate Trapped Antigen (PTA)-ELISA

Im PTA-ELISA wurde sowohl die Spezifitét der monoklonalen Antikorper (MAK) der drei
selektierten Hybridoma-Zellinien, 1-2C12-F12-G2 (A), 1-2C12-F12-H2 (B) und 1-2C12-A7-
E6 (C), as auch die Sengtivitét der Zellinie C Uberprift. Die Bestimmung der Spezifitét der
drei Zelinien erfolgte an Myzdl 13 verschiedener Pilzgattungen (Abb. 15 A-C). Alle
Antikorper sind Gattungsspezifisch, d. h. es konnten Kreuzreaktionen mit Chaetomium spp.
festgestellt werden, aber keine Reaktion mit Pilzen anderer Gattungen. Auffalend ist die
fehlende Kreuzreaktion mit C. irregulare und die leichte Kreuzresktion mit Trichoderma
harzianum, die jedoch mit einer Extinktion von 0,07 innerhalb des Vertrauens der
Negativwerte lag. Die MAK der drei getesteten Zelinien zeigten die gleiche
Nachweisspezifitdt, so dal3 alle drei Linien fir einen Nachweis von Chaetomium spp.
gleichermal3en genutzt werden konnten.

Abb. 15 A
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Abb. 15B

siuiweld “ds "j siuiwelb seoAwouuewnses)
"ds wno2021d3
1-90-013|nNBolI1 D

ds oe|isn

9eAIU WNIYIOPOIA

1L [0S e 1U0100Z Iy

Bas,UuD snAnog

BIgel e1Ayo0sy

wnfeauiweld wniiodsoeyded
‘dselreuR] |y

euelUoJos Siejodig

wnJesuiwe.f wniesnd

;]mmf7lf7]mwﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬂ_ﬁ—lﬁ—l

winue 1z ey ewepoyd L |

G-90-01 WNER "D
25Se|001UNJ "D

2SS WNsogo|f winwoey)

I ' ! ' 1
N i o

W0 0ndaosqy

Abb.15C

siuiweld “ds "J siuwelb ssoAwouuewnses)
"ds wno2021d3

1-90-013r|nNBolI1 D

ds oe|isn

9eAIU WNIYIOPOIA

1L [0S B 1U0100Z Iy

Bas,Uu D snAnog

BIgel e1Ayoosy

wnfeauiweld wniiodsoeyded
‘dselreun] |y

eueluolos siejodig

A r A r A A A r—-a o rz A r - e r o r——)

wnesuiwe.f wniesnd

winue 1Zey ewepoyd L | W

G-80-01WNEP D
asse|ooIUNy D

2SS WNsogo|f winwoey)

I ' ! ' 1
N i o

W0 0ndaosqy

1-2C12-F12-H2 (B) und 1-2C12-A7-E6 (C) gegen Pilzantigene verschiedener

Abb. 15 A-C. Spezifitédt der Monoklonalen Antikorper der Zellinien 1-2C12-F12-G2 (A),

Pilzeim PTA-ELISA.
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Die Bestimmung der Sensitivitdt des MAK der Zellinie C erfolgte im PTA-ELISA mit dem C.
globosum Zellwandextrakt, der auch fur die Immunisierung der Méuse verwendet wurde (s.
2.7.1). Die Nachweisgrenze lag bei 3 pg Pilzprotein pro ml (Abb. 16), da ene
Positivbewertung des Nachweises bei einer Extinktion 3 0.2 zugrunde gelegt werden mul3 (s.
2.8.3). Da 1 pg Pilzprotein in etwa aus 55 pg Pilzfrischgewicht gewonnen wurde, entspricht
diese Nachweisgrenze in etwa 165 pg Pilzfrischgewicht.
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Abb. 16.Sengitivitdt der monoklonalen Antikorper der Zellinie 1-2C12-A7-E6 (C) gegen
Chaetomium globosum Zellwandextrakt im PTA-ELISA

3.2.1.2 Immunfluoreszenz (IMF) - Markierung

Die Antikorperspezifitét der Zellinie C wurde auch mittels der IMF an 15 Pilzarten getestet
(Tab. 3). Dazu wurden die Pilze auf MEA vorgezogen, die Hyphen an Klebestreifen fixiert, in
die Antikorperlosungen Uberfihrt und auf Objekttrager Ubertragen. Die Pr8parate wurden
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des PTA-
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ELISA fluoreszierten Zellwandbestandteile aller Chaetomium spp. mit Ausnahme des C.
irregulare Isolats ic-ce-7. Die Markierung erfolgte spezifisch in der vegetativen und nicht in
der generativen Phase in Form einer IMF der Hyphen und einer fehlenden IMF der Perithecien
und Ascosporen des Isolates C. globosum ssc 3 (Abb. 17-20). Im Gegensatz zu den
Ergebnissen des PTA-ELISAS kreuzreagierten die Antikorper jedoch auch mit den Hyphen
von Trichoderma harzianum (Abb. 21 und 22). Die monoklonalen Antikorper kreuzreagierten
im IMF-Test ansonsten mit keiner weiteren Pilzart (Tab. 3, Abb. 23 und 24). In allen weiteren
Versuchen wurden die monoklonalen Antikorper der Zellinie C fur die serologischen
Nachweisverfahren verwendet.

Abb. 17-24. Immunfluoreszenzmarkierung von Chaetomium globosum und Trichoderma spp.

Abb. 17.Perithecium von C. globosum (Pfeill) umgeben von C. globosum Hyphen
(Hellfeldaufnahme, Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).

Abb. 18.Gleicher Bildausschnitt der Abb. 15 be Epifluoreszenzz.  Hyphen aller
Wachstumsstadien werden durch den monoklonalen Antikorper dekoriert, das
Perithecium dagegen nicht (Pfeil, Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).

Abb. 19. Oberflachenantigene einer C. globosum Hyphe, dekoriert mit den priméaren und
sekundéren Antikorpern (Epifluoreszenzaufnahme, Immunfluoreszenzmarkierung mit
FITC).

Abb. 20. Ascosporen und immunmarkierte Hyphen von C. globosum. Die Ascosporen werden
durch den AntikOorper nicht dekoriert (Pfell, Epifluoreszenzaufnahme,
Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).

Abb. 21.Hyphe und Chlamydospore von T. harzianum (Pfell, Hellfeldaufnahme,
Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).

Abb. 22.Gleicher Bildausschnitt der Abb. 19 bei Epifluoreszenz: im Gegensatz zu der
Chlamydospore von T. harzianum werden die Hyphen dieses Pilzes durch den gegen
C. globosum gerichteten Antikorper ebenfalls  dekoriert (Pfeil,
Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).
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Abb. 23.

Abb. 24.

Hyphen und Konidien von Trichoderma sp. Das Isolat wurde aus Erde
gewonnen, die nach der Sterilisation durch Mikroorganismen wiederbesiedelt
war (Hellfeldaufnahme, Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).

Gleicher Bildausschnitt der Abb. 23 be  Epifluoreszenz.  Dieses
Trichoderma-Isolat zeigt keine Fluoreszenz und wird daher nicht mit dem
gegen Chaetomium globosum gerichteten monoklonalen Antikérper dekoriert
(Immunfluoreszenzmarkierung mit FITC).

Tabelle 3. Immunfluoreszenz (IMF)-Markierung von Hyphen verschiedener ausgewahlter Pilze
mit monoklonalen Antikorpern der Zellinie 1-2C12-A7-EB6.

Isolat

IMF | solat IMF | solat IMF

Kontrolle', Kontroll€® - Trichoderma sp. - Botrytis cinerea -

Chaetomium globosum ssc+ Fusarium graminearum - Ustilago sp. -
C. funicola ssc + Bipolaris sorokiniana - Microdochium nivale -
C. elatum ic-ce-5 + Alternaria sp. - Rhizoctonia solani -
C. irregulare ic-ce-7 - Cephalosporium g. - Epicoccum sp. -

Trichoderma harzianum + Ascochyta rabiei

Gaeumannomyces g.

! sekundére Anti korperkontrolle, 2 Kontrolle mit préaimmunem Serum
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3.2.2  Bestimmung der pilzlichen Biomasse mittels PTA-ELISA

Die Bestimmung der pilzlichen Biomasse in verschiedenen Pflanzenabschnitten im PTA-ELISA
war aufgrund der konstitutiven Bildung des Pilzantigens in Hyphen aller Wachstumsstadien
maoglich. Untersucht wurde die Bildung der pilzlichen Biomasse des Isolats Chaetomium
globosum ssc3 an bzw. in verschiedenen Pflanzenabschnitten. Die Pflanzenanzucht erfolgte
dabei in den Kultursubstraten sterile Erde, unsterile Erde bzw. MS-Kultur. Ziel dabel war es,
die von der Karyopse ausgehende Ausbreitung des Pilzes an bzw. in der Pflanze sowie seine
Konkurrenzfghigkeit im Boden ndher zu charakterisieren. Die Pilzmenge wurde anhand von
Referenzverdiinnungen des gefriergetrockneten Myzels ermittelt. Der ELISA-Wert verlief
zwischen 70-200 pg Pilztrockengewicht pro ml linear zur Konzentration des
gefriergetrockneten Myzels (Abb. 25).

Absorption ,.

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Hg Pilztrockengewicht pro mi

Abb. 25.Eichkurven mit verschiedenen Verdinnungsstufen des gefriergetrockneten Myzels
von Chaetomium globosum im PTA-ELISA, hier dargestellt anhand von 3
unabhangigen Assays (Vierecke, Kreise und Dreiecke).
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Mittels der Referenzverdiinnungen konnte die Menge des an bzw. in der Pflanze gebildeten
Pilzfrischgewichts errechnet werden. Die Nachweisgrenze des PTA-ELISA betrug 30 pg
Pilztrockengewicht pro ml (Abb. 25). Beai enem Umrechnungfaktor von 5,63 von
Pilztrockengewicht zu Frischgewicht liegt diese Nachweisgrenze bei 170 ug Pilzfrischgewicht
und stimmt mit der Nachwel sgrenze des aufgereinigten Pilzproteins Uberein (s. 3.2.1.1). Durch
die Gefriertrocknung konnte demnach keine Beeintrachtigung der antigenen Eigenschaften des
Myzels festgestellt werden.

Die PTA-ELISA Resultate unbehandelter Kontrollpflanzen in steriler Erde bzw. in MS-Kultur
waren immer negativ, d.h. es traten keine Kreuzreaktionen mit Pflanzeninhaltsstoffen auf.
Wegen der Wachstumsdepressionen in steriler Erde wurde anfangs statt dieser eine
autoklavierte und fur 7 Tage gelagerte, d.h. eine mit Mikroorganismen wiederbesiedelte, Erde
verwendet. Dabel zeigte sich im PTA-ELISA der unbehandelten Kontrollpflanzen allerdings
faschpositive Werte, die auf eine Infektion der Pflanzen mit einem unbekannten Pilz
(moglicherweise Trichoderma sp.) zurtckgefuhrt wurden. Die Ergebnisse aus diesen
Versuchen werden deshalb nicht dargestellt. PTA-ELISA Resultate unbehandelter
Kontrollpflanzen waren auch in unsteriler Erde in manchen Versuchen positiv, weshalb auch
solche Versuche in die Auswertung nicht miteinbezogen wurden.

Mit C. globosum inokulierte Pflanzen wurden in Abhangigkeit der Anzuchtsmedien
unterschiedlich stark besiedelt. In steriler Erde trat ein intensives Pilzwachstum mit 8 mg
Pilzfrischgewicht pro Gramm Pflanzenfrischgewicht am/im Scutellum auf, wogegen in
unsteriler Erde nur Werte von 1,8 mg Pilzfrischmasse erreicht wurden. In steriler Erde war
aul¥erdem eine Besiedlung des gesamten Wurzelsystems (1 mg Pilzfrischmasse pro Gramm
Wurzelfrischgewicht) und eine Besiedlung des Coleoptilenbereiches (0,6 mg Pilzfrischmasse
pro Gramm Sprof3frischgewicht) zu erkennen, die bei Anzucht in unsteriler Felderde vollig
ausblieb (Abb. 26).

Bel beiden Anzuchtsbedingungen, steriler und unsteriler Erde, kam es jedoch offensichtlich zu
keiner Besiedlung der Blattspreiten (Abb. 26).

Die Pflanzenanzucht in MS-Kultur fuhrte ebenfalls zu keiner Besiediung der Blattspreiten,
jedoch war das Pilzwachstum in Wurzeln, Scutellum und Coleoptile im Vergleich zur Anzucht
in steriler Felderde 5 mal stérker (Abb. 26).
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Abb. 26.Pilzfrischgewicht von Chaetomium globosum pro Gramm Pflanzenfrischgewicht
unterschiedlicher Gewebe der Gerste in Abhéngigkeit verschiedener Kultursubstrate
(unsterile Erde, sterile Erde und MS-Kultur). Die Pilzfrischgewichtsbestimmung
erfolgte mittels PTA-ELISA.

3.2.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen C. globosum und der Gerste

3.2.3.1 Tissue Print Immunoblot (TPI)

Mittels TPl sollte zwischen einer epiphytischen und einer endophytischen Besiedlung der
verschiedenen Pflanzenabschnitte unterschieden und die mittels PTA-ELISA festgestellte
Pilzbesiedlung der Pflanze Uberprift werden. Es konnte wie im PTA-ELISA keine Besiediung
der Blattspreiten gefunden werden. Das Scutellum, sowie der Bereich der noch unentwickelten
Sprossachse und der Bereich der Wurzel primordien, also alle Zonen in Scutellumnéhe, wurden
unabhangig der Anzuchtsbedingungen (sterile Erde, unsterile Erde, MS-Kultur) epiphytisch
besiedelt. In MS-Kultur fihrte eine Inokulation der Keimpflanzen mit C. globosum und eine
nachfolgende 3-wochige Pflanzenanzuchtsphase zu einer intensiven Pilzbesiediung der Zellen
der Wurzelrinde, was im TPI durch das grof¥flachige Prézipitat des blauen Azofarbstoffs zu
erkennen ist. Der Zentralzylinder blieb jedoch grundsétzlich besiedlungsfrel (Abb. 27).
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Abb. 27.Nachweis der Besiedlung des Gerstengewebes mit Chaetomium globosum im Tissue
Print Immunoblot (TP!).

Die Pflanzenanzucht erfolgte entweder in MS-Kultur (Spalten 6-8) oder in autoklavierter,
durch Mikroorganismen wiederbesiedelte Erde (Spalten 1-5). Die Pflanzen wurden transversal
geschnitten und die Schnittflache auf die Membran gepresst. Der Abdruck des Sprosses (Spalte
1, 4,5, 6 und 8) bzw. der Wurzeln (Spalte 2, 3 und 7) erfolgte von oben nach unten fortlaufend
von proximal nach distal. Das blaue Prazipitat verdeutlicht die epiphyische Besiedlung des
bodennahen Bereichs der gestauchten Sprof3achse von Pflanzen in wiederbesiedelter Erde
durch C. globosum (Spalte 1). In den Spaten 3-5 wurden Pflanzen der unbehandelten
Kontrollvariante abgedriickt. In den Spalten 6 und 7 zeigt sich die intensive epiphytische
Besiedlung der gestauchten Sprof3achse (Spalte 6) durch C. globosum und die intensive
Ausbreitung in den Wurzeln (Spalte 7) bei Anzucht der Pflanzen in MS-Kultur.
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3.2.3.2 Immunfluoreszenz (IMF)-Markierung

Die IMF diente dem spezifischen Nachweis von C. globosum Antigenen bzw. Hyphen auf
cytologischer Ebene. Es wurden sowohl die Wurzeln, as auch die Scutellen und die Bereiche
der noch unentwickelten Sprof3achse transversal geschnitten und die Besiedlung durch C
globosum untersucht. Der Test bestétigte die PTA-ELISA und TPI Ergebnisse. Es konnte eine
von den Pflanzenanzuchtsbedingungen abhéngige variierende Intensitét der Wachstums von C.
globosum in/ad planta festgestellt werden.

Eine ausgepragte inter- und intrazellulére Besiedlung der Wurzel, d.h. des Cortexgewebes und
der Epidermis, zeigte sich in der MS-Kultur mit C. globosum, wobel die im TP festgestellte
fehlende Besiedlung des Zentralzylinders auch hier bestétigt werden konnte (Abb. 28). In stark
verminderter Intensitdt erfolgte die Besiedlung des Wurzelgewebes bei Anzucht in steriler
Felderde (Abb. 30 und 31). Hierbel war sowohl die inter- wie auch die intrazellulare
Besiedlung von einer Autofluoreszenz der benachbarten Zellwande begleitet, die durch
Emission von gelbem Licht charakterisiert war.

In unsteriler Felderde konnte keine Besiedlung des Wurzelgewebes mit C. globosum
festgestellt werden.

AuRerdem wurde in alen untersuchten Proben im Bereich der Zellwandverstérkten tertidren
Endodermis und des Xylems, unabhangig von der Besiedlung mit C. globosum und unabhéngig
von der IMF-Markierung, eine gelbe Autofluoreszenz beobachtet (Abb. 29).

Unter allen Anzuchtsbedingungen wurden das Scutellum und die proximalen Bereiche des
Sprosses entsprechend der Ergebnisse des TPl epiphytisch besiedelt. Eine die epiphytische
Besiedlung begleitende sehr starke Autofluoreszenz der Epidermiszellwande zeigte sich,
gemdald der endophytischen Besiedlung der Wurzeln, auch im Scutellum. In keiner der
untersuchten Proben konnte einer Eindringung des Pilzes in das Scutellumgewebe festgestellt
werden (Abb. 32).

Ebenfalls konnte, in Ubereingimmung mit dem PTA-ELISA und TP, in keiner der
untersuchten Proben eine Besiedlung der Blattspreiten gefunden werden.
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Abb. 28-32. Besiedlung der Gerstenwurzeln durch Chaetomium globosum im Querschnitt.

Abb. 28.1ntensive inter- und intrazelluléare (Pfeile) Besiedlung bis in tiefere Cortexschichten
(Anzucht in MS-Kultur, Epifluoreszenzaufnahme, IMF-Markierung mit FITC,
Semidinnschnitt).

Abb. 29.Kontrolle ohne C. globosum. Der Zentralzylinder zeigt eine starke von der IMF-
Markierung  unabhdngige Autofluoreszenz  (Anzucht in  dteriler  Erde,
Epifluoreszenzaufnahme, IMF-Markierung mit FITC, Handschnitt).

Abb. 30.Inter- und intrazelluldre (Pfeile) Besiedlung der auferen Wurzel schichten. (Anzucht in
steriler Erde, Epifluoreszenzaufnahme, IMF-Markierung mit FITC, Handschnitt).

Abb. 31.Inter- und intrazelluldre (Pfeile) Besiedlung der dulReren Wurzelschichten. Die an die
Hyphen angrenzenden Wirtszellwdnde zeigen eine Autofluoreszenz (Pfellspitze;
Anzucht in dsteriler Erde, Epifluoreszenzaufnahme, IMF-Markierung mit FITC,
Handschnitt).

Abb. 32.Epiphytische Besiedlung des Scutellums. Auch hier zeigen die an die Hyphen
angrenzenden Epidermiszellwdnde eine Autofluoreszenz (Pfeilspitze; Anzucht in

steriler Erde, Epifluoreszenzaufnahme, IMF-Markierung mit FITC, Handschnitt).

Ep, epidermis; Cx, Cortex; Xy, Xylem; Wh, Wurzelhaar; Cg, Chaetomium globosum.
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3.3  Einflussder Chaetomium globosum Besiedlung auf das Pflanzenwachstum

Anhand des Pflanzenfrischgewichts sollte der Einflul3 der Besiediung der Wurzeln mit C.
globosum auf das Pflanzenwachstum aufgezeigt werden. Hierflr wurden Frischgewichtsdaten
sowohl aus der Pflanzenanzucht in MS-Kultur as auch aus der Anzucht in steriler Erde
herangezogen. Da die Pflanzen aus der MS-Kultur grundsétzlich nach der Bestimmung des
Pflanzenfrischgewichts fur die Mehltauexperimente verwendet wurden, konnte keine Trennung
des Frischgewichts in Wurzel- und Sprossfrischgewicht vorgenommen werden.

Bel Anzucht der Pflanzen in MS-Kultur war eine Wachstumsreduktion in der mit C. globosum
besiedelten Variante auffédlig (Abb. 33). Das Pflanzenfrischgewicht war verringert (Abb. 34)
und bei Aufteilung des Gesamtgewichts in Sprofs und Wurzelgewicht war eine tendenzielle
Wachstumsverschiebung in steriler Erde zugunsten des Wurzelsystems erkennbar (Abb. 34,
Sterile Erde'), die sich be weiterfihrender Anayse des Wurzelwachstums in MS-Kultur
mittels einer Bestimmung der Wurzellange, des Wurzelvolumens und des Wurzeldurchmessers
bestétigte. Die Lange nahm bei gleichzeitig verringertem Durchmesser zu, wéhrend das
Volumen jedoch unverdndert blieb (Abb. 35).

il
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Abb. 33. Einflul3 einer Chaetomium globosum Besiedlung der Gerstenwurzeln auf das
Pflanzenwachstum. Im Gegensatz zur axenischen Kontrolle (6 Pflanzen von links)
weisen die mit Chaetomium globosum besiedelten Pflanzen (rechts) in MS-Kultur
ein verringertes Wachstum auf.
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Abb. 34.Einflu einer Besiedlung der Gerstenwurzeln durch Chaetomium globosum in MS
Kultur bzw. steriler Erde auf das Pflanzenwachstum in vier voneinander unabhéngigen
Versuchen (Mittelwerte + S.EE.M., n=30).
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Abb. 35.Einflul einer Besiedlung der Gerstenwurzeln durch Chaetomium globosum in MS-
Kultur auf das Wurzelwachstum (Mittelwerte + SE.M., n=10).
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34 Strukturelle und physiologische Veranderungen der Wurzeln

Bel Anzucht der Pflanzen in MS-Kultur waren Abwehrreaktionen der Pflanzen gegen die
Besiedlung mit C. globosum in Form von Verbraunungen der Wurzeln sichtbar. Im Gegensatz
dazu konnten in steriler Erde makroskopisch keine Symptome festgestellt werden. Jedoch
zeigte sich in den IMF-Untersuchungen eine endophytische Besiedlung des Wurzelgewebes
durch C. globosum. Um diese gegensétzlichen Beobachtungen zu erkldren, wurde die
Interaktion zwischen Pflanze und Pilz auf histologischer Ebene ndher untersucht. Hierfir
wurden Hand- und Semidinnschnitte der Wurzeln aus beiden Anzuchtssystemen hergestellt.
V erschiedene Férbetechniken sollte eine Interpretation der Wechselwirkung ermdglichen.

1) An Handschnitten der mit C. globosum besiedelten Wurzeln in steriler Erde wurde eine
Vitaitésfarbung mit DiOC(3) durchgefihrt und die Vitaitdt der Epidermiszellen
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. 2) Eine Toluidinblau-Férbung von Semidinnschnitten
der mit C. globosum besiedelten Wurzeln aus MS-Kultur sollte einen Hinwel's auf die wéhrend
der Abwehrresktion gebildeten Substanzen liefern. Ohne Farbstoffzusatz wurden
Lichtmikroskopisch die Verbraunungsreaktionen der besiedelten Wurzeln in MS-Kultur mit der
symptomlosen Besiedlung der Wurzeln in steriler Erde verglichen.

Die Farbung der mit C. globosum besiedelten Wurzeln mit DiOC(3) verdeutlichte den Verlust
der Epidermisvitalitét. Die fehlende Fluoreszenz war lokal auf die mit C. globosum besiedelten
Epidermisbereiche beschrankt (Abb. 37). Die unbesiedelten Epidermiszellen zeigten dagegen
eine starke Fluoreszenz (Abb. 36).

Eine Farbung der besiedelten Wurzeln mit Toluidinblau verdeutlichte die Einlagerung von
unbekannten Substanzen in die Zellwénde und in den Interzellularraum. Diese Substanzen
fuhrten zu einem Farbwechsel des Farbstoffs von violett zu gelbgriin (Metachromasie). Der
Farbwechsel war insbesondere in Bereichen papillenformiger oder hemisphérischer
Zellwandauflagerungen, jedoch auch in begrenzten Bereichen des Interzellularraumes zu
erkennen (Abb. 41 und 42). Auffalend war die unmittelbare Nahe der anamorphen Substanzen
zu C. globosum Hyphen. In manchen Falen konnte eine offensichtliche Einschrénkung der
Ausbreitung von C. globosum im Gewebe aufgrund dieser Substanzen festgestellt werden
(Abb. 42).

Bel lichtmikroskopischer Auswertung der besiedelten Wurzeln in MS-Kultur konnte eine
Einlagerung braun geféarbter Verbindungen in die Zellwénde festgestellt werden (Abb. 38).
Diese Braunférbung fuhrte offensichtlich zu dem &ufReren Erscheinungsbild des verbraunten
Wurzelsystems. Die Wurzeln aus steriler Erde wiesen in besiedelten Regionen ebenfalls leichte
Verbrdunungen auf (Abb. 40), die jedoch makroskopisch nicht erkennbar waren. Mit der
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Pilzbesiediung einhergehend konnten in diesen Zellen hemispharische und papillenférmige
Zellwandauflagerungen gemé&l3 den Beobachtungen in MS-Kultur gefunden werden (Abb. 39
und 40).

Abb. 36-42. Strukturelle und physiologische Veranderungen in den mit Chaetomium globosum
besiedelten Gerstenwurzeln.

ADbb. 36.Vitde Epidermis ener unbesiedelten Wurzel (Anzucht in steriler  Erde,
Epifluoreszenzaufnahme, Vitaitétsfarbung mit DiOC; (3), Handschnitt).

Abb. 37.Die Epidermis fluoresziert nur noch schwach, wodurch ein Vitalittsverlust bedingt
durch eine Verénderung des Membranpotentials dieses Gewebes angezeigt wird. Die
Epidermis wird gleichzeitig durch vitade C. globosum Hyphen (Pfell) epiphytisch
besiedelt (Anzucht in steriler Erde, Epifluoreszenzaufnahme,Vitalitétsfarbung mit
DiOC,(3), Handschnitt).

Abb. 38.1ntensive Verbraunung der Cortexzellwande (Doppelpfeil) durch die Besiedlung des
Wurzelsystems mit C. globosum (Anzucht in MS-Kultur, Hellfeldaufnahme,
Handschnitt).

Abb. 39.Hemisphérische und papillenformige Zellwandauflagerungen (Pfeilspitzen) in
unmittelbarer Néhe zu C. globosum Hyphen (Anzucht in MS-Kultur,
Hellfeldaufnahme, Handschnitt)

Abb. 40. Hemisphérische Zellwandauflagerungen (Pfeilspitze) und leichte Verbrdunungen der
Epidermiszellwénde (Doppelpfeil) in unmittelbarer Nahe zu C. globosum Hyphen
(Pfeil; Anzucht in steriler Erde, Hellfeldaufnahme, Handschnitt).

Abb. 41 und 42. Einlagerung von unbekannten Substanzen in die papillenférmige Ausstil pung
der Zellwand (Abb. 41, Pfeilspitze) und in den Interzellularraum (Abb. 42,
Pfeilspitze). Benachbarte Zellen sind vollstdndig mit C. globosum Hyphen ausgefillt
(Abb. 41, Pfeil; Anzucht in MS-Kultur, Hellfeldaufnahme, Toluidinblau-Férbung,
Semidinnschnitt).

Ep, epidermis; Cx, Cortex.
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35 Einfluf3 von Chaetomium globosum auf den Befall mit Erysiphe graminis

3.5.1 Bedeutung der Anzuchtsbedingungen

In den hier vorliegenden Untersuchungen zur Befallsreduktion des Echten Mehltaus wurden
zunéchst Pflanzen in unsteriler Felderde verwendet. Das Saatgut wurde vor der Anzucht mit
einer C. globosum Ascosporensuspension behandelt und die Pflanzen nach einer
Anzuchtsphase von 14 Tagen mit Mehltau inokuliert. Nach weiteren 5-6 Tagen wurde der
Befal der Primérbl&tter mit Mehltau bonitiert. Es konnte in diesem Anzuchtssystem keine
Befallsreduktion reproduziert werden (Abb. 43). In zwei von vier Versuchen konnte eine
Befallsreduktion aufgezeigt werden, wahrend in den weiteren zwei Versuchen die Pflanzen
sogar eine erhohte Kolonienanzahl aufwiesen.

Wurde die Pflanzenanzucht dagegen in der MS-Kultur durchgefiihrt, die Pflanzen dabel nach
der Anzuchtsperiode in ein Kultursubstrat ausgepflanzt und dann mit Mehltau inokuliert,
konnte in jedem Versuch eine Befallsreduktion festgestellt werden (Abb. 44).

10
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Abb. 43.Einflul einer Chaetomium globosum Besiedlung des Scutellums auf den Befall der
Gerste mit Erysiphe graminis f. sp. hordei in vier voneinander unabhéngigen Tests
(Mittelwerte + SE.M., n=30).
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ADbb. 44.Einflul3 einer Chaetomium globosum Besiedlung der Wurzeln und des Scutellums auf
den Befall der Gerste mit Erysiphe graminis f. sp. hordei in vier voneinander
unabhéngigen Tests (Mittelwerte + S.E.M., n=30, 'n=10).

Die Pflanzen wiesen in alen Versuchen eine reduzierte E. graminis Kolonienanzahl in der mit
C. globosum besiedelten Variante auf. Diese Befallsreduktion konnte jedoch nur in einem von
vier Versuchen statistisch abgesichert werden (Abb. 44, Test 1).

3.5.2  Ursachen der Befallsminderung

Fur die Charakterisierung der Wirkungsmechanismen der Befallsreduktion von E. graminis an
Gerste durch eine Vorbehandlung mit C. globosum wurden die Ursachen der Befallsminderung
untersucht. Dafur wurden sowohl die Pathogenentwicklung a's auch die Pathogenreproduktion
auf den Primarbléttern der Gerste analysiert. Die Pflanzenanzucht erfolgte hierfir in MS-
Kultur. Fur die Mehltauinokulation wurden die Pflanzen 24 h vor Inokulationstermin dem MS-
Medium entnommen und in Einheitserde gepflanzt.

Der Infektionsverlauf von E. graminis erfolgt nach der Anhaftung der Konidien auf der
Epidermis nach einem festgelegten zeitlichen Ablauf. Nach der Bildung eines
Primérkeimschlauchs  3-35 h nach Inokulation der Primérbléter folgte eine
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Appressorienbildung nach ca 10 h und eine Ausformung der Primérhaustorien in den
Epidermiszellen ca. 25 h nach Inokulation, wodurch die obligat biotrophe Phase des Pathogens
eingeleitet ist (Abb. 3, S. 4).

Unterschiede im Infektionsverlauf von E. graminis f. sp. hordei, bedingt durch die Besiediung
der Wurzeln mit C. globosum, wurden mikroskopisch anhand der Konidienkeimung, der
Appressorienbildung und der Haustorienbildung (erfolgreiche Etablierung des Pathogens)
untersucht. Auf3erdem wurde die Intensitét der Autofluoreszenz der in unmittelbarem Kontakt
zum Appressorium stehenden Epidermiszellwand gemessen, um mdgliche Abwehrreaktionen
des Wirtes gegen das Pathogen zu erfassen.

Es zeigten sich keine Unterschiede im Infektionsverlauf und in der Pathogenabwehr. Durch die
Vorinokulation mit C. globosum war sowohl die Konidienkeimung auf den Bl&ttern der Gerste,
as auch der Anteil der Konidien mit Appressorien nicht reduziert. Die fir die
Weiterentwicklung des Pathogens ndtige Bildung der Haustorien war ebenfalls nicht
beeinfluld. Dartiber hinaus waren auch die Abwehrreaktionen des Wirtes gegen das Pathogen
in Form von fluoreszierenden Zellwandeinlagerungen nicht modifiziert (Tab. 5).

Unterschiede in der Reproduktivitdt von E. graminis konnten ebenfalls nicht festgestellt
werden. Die as Mal3 fur die Reproduktivitét ausgewertete Anzahl gebildeter Konidien pro
Kolonie war durch die Infektion der Wurzeln mit C. globosum nicht verringert. Es konnte
jedoch eine leicht verringerte Konidienanzahl pro cm? Blattflache festgestellt werden, was die
verringerte Koloniendichte widerspiegelt (Tab. 4).

Die mikroskopischen Untersuchungen des Infektionsverlaufs lieferten den Hinweis auf eine
beeinflulite Konidienanhaftung nach Inokulation mit E. graminis. Wurde zum Zeitpunkt der
Bildung der Primérhaustorien (41 h nach Inokulation) die Anzahl der nach Inokulation mit E.
graminis dem Blatt anhaftenden Konidien ausgewertet, ergab sich eine um 50 % verringerte
Konidiendichte pro cm? Blattflache in der mit C. globosum inokulierten Variante (Abb. 45).

Tabelle 4. Einflul einer Chaetomium globosum Besiedlung der Wurzeln und des Scutellums
der Gerste auf die Sporulation von Erysiphe graminis f. sp. hordei. 10 Tage nach Inokulation
mit E. graminis wurde die Konidienbildung nach 48 h ausgewertet (n=7).

Konidienbildung nach 48 h

Behandlung pro cm Blattflache pro Kolonie
Kontrolle 15308 1321
Chaetomium globosum 12655 1246

p - Wert 0,837 0,392
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Tabelle 5. Einfluf einer Chaetomium globosum Besiedlung der Wurzeln und des Scutellums
der Gerste auf die Pathogenentwicklung von Erysiphe graminis f. sp. hordei und auf die
Abwehrreaktionen der Pflanze, gemessen am Antell der Penetrationsstellen mit
Autofluoreszenz der Zellwande (n=10).

Behandlung
I nfektionsstadien [%0] Kontrolle C. globosum p - Wert
Konidienkeimung 14,6 19,1 0,254
Konidien mit Appressorien 55,9 67,1 0,253
Appressorien mit Haustorien 65,0 67,3 0,793
Pathogenabwehr:
Anteil der Penetrationsstellen mit
Zéelllwandautofluoreszenz [%] 44,3 37,5 0,317
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Abb. 45.Einflul3 einer Chaetomium globosum Besiedlung der Wurzeln und des Scutellums der
Gerste auf die Konidienanhaftung von Erysiphe graminis f. sp. hordei an die
Primérblatter (Mittelwerte + S.E.M., n=10).
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4 Diskussion

4.1 Oberflachensterilisation

Es ist bekannt, dal3 Pilzsporen relativ kurze Einwirkzeiten biotischer oder abiotischer
Stressoren, wie im vorliegenden Fall die Sterilisationsmittel, Uberdauern konnen. In manchen
Falen kann die Sporenkeimung sogar durch die Stresseinwirkung verstérkt werden, wenn nach
der Einwirkung gunstige L ebensbedingungen eintreten (WALTHER & GINDRAT 1987). Eine
ausreichend hohe Konzentration des Sterilisationsmittels und eine dadurch bedingte Abt6tung
aler an der Pflanzenoberfléche anhaftenden Hyphen oder Sporen eines zu untersuchenden
Pilzes ist deshab die wichtigste Voraussetzung fir den Nachwels einer endophytischen
Besiedlung der Pflanze durch den Pilz. Solche Studien setzen daher eine effektive Methode fir
die Oberflachensterilisation voraus. Die Effektivitdt der Methode kann nach erfolgter
Oberfléchensterilisation mittels eines Gewebeabdrucks auf ein geeignetes Kulturmedium
Uberpriift werden. Mikroorganismen, die durch Oberflachenstrukturen, z.B. Vertiefungen im
pflanzlichen Gewebe, geschiitzt sind, werden jedoch durch diese Methode jedoch nicht immer
ausreichend erfalt.

Mittels einer Standardmethode zur Oberfléchensterilisation des Gerstengewebes (N-3,5;
CROUS et al. 1995) wurde zunéchst eine mogliche endophytische Besiedlung des Gewebes
mit C. globosum untersucht. C. globosum schien tatsachlich den Sprof3 und die Wurzeln
endophytisch zu besiedeln. Histologische Untersuchungen an Gewebeteilen, die ein solches
Hyphenwachstum aufwiesen, zeigten jedoch eine Gewebebesiedlung, die auf oberfléchlich
anhaftende Ascosporen zurtickzufiihren war (Abb. 6 - 10). Die weiterfihrenden histol ogischen
Untersuchungen verdeutlichten, dal3 nur solche Gewebeteile durch ein Hyphenwachstum
gekennzeichnet waren, die auf PDA ausgelegt und fur einige Tage inkubiert worden waren.
Gewebeteile, die direkt fur die Mikroskopie aufgearbeitet wurden, wiesen keine Pilzbesiediung
auf. Es wurde deshalb angenommen, dal3 die beobachtete Besiedlung des Gewebes durch C.
globosum ausschliefdich von auskeimenden Ascosporen ausgegangen war. Sie hatten
offensichtlich die Oberflachensterilisation Uberlebt. Eine Besiedlung der auf Agar ausgelegten
Gewebesegmente durch C. globosum erfolgte demnach, bedingt durch die unvollstandige
Oberflachensterilisation, saprophytisch und nicht endophytisch.

Durch die Unzuldnglichkeit der Methode N-3,5 muldte eine effektive Tauchbehandiung
erarbeitet werden, um die Abt6tung aller an der Pflanzenoberfléche anhaftenden Ascosporen
von C. globosum zu erreichen. Da die Uberpriifung der Effektivitdt durch ein Gewebeabdruck
des behandelten Pflanzenmaterials aus den oben genannten Griinden als nicht ausreichend
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erachtet wurde, galt es eine neue Methode zu entwickeln, mit der eine moglichst effektive
Oberflachensterilisation erreicht werden konnte.

Zunéchst wurde die Wirkung verschiedener Tauchbehandlungen (Ethanol in Verbindung mit
NaOCl oder Peressigsaure) auf die Vitalitdt der Ascosporen von C. globosum getestet
(‘Ascosporenvitalitétstest auf Nitrocellulosemembranen’). Bel einer solchen Behandlung der
Ascosporen von Chaetomium spp. auf Nitrocellulosemembranen waren relativ. hohe
Konzentrationen der Sterilisationsmittel bzw. ausgedehnte Einwirkzeiten fir eine effektive
Reduktion der Ascosporenkeimung (< 1 % gekeimte Ascosporen) notwendig. Dazu mufdte die
Konzentration von NaOC| auf mehr als 2 % NaOCI und die von Peressigsaure auf mehr als
5 % eingestellt werden. Auf der anderen Seite kann statt dessen die Einwirkzeit von Ethanol
(95 %) auf 5 min ausgedehnt werden (Tab. 2, S. 32). Diese Ergebnisse stimmen mit den
Ergebnissen von FISHER et a. (1991) Uberein, welche eine vergleichbare Tauchbehandiung
fur eine effektive Reduktion der Sporenkeimung von Sporormiella intermedia, Tricladium
splendens und Cylindrocarpon destructans benétigten. In anderen Féllen genligte dagegen
schon eine 5 mindtige Tauchbehandlung mit 50 %igem Ethanol fir eine effektive Reduktion
der Sporenkeimung von Fusarium, Alternaria und Epicoccum sp. (SCHULZ et a., 1993). Um
die Diffuson der Reagenzien in das Gerstengewebe zu reduzieren, wurde eine kirzere
Einwirkzeit bei htheren Konzentrationen der Reagenzien gewahilt.

Nach den hier vorliegenden Ergebnissen aus den Ascosporenvitaitatstests auf
Nitrocellulosemembranen hétte demnach eine Tauchbehandlung mit N-3,5 ausreichend sein
mussen, um die oberflachlich am Gerstengewebe anhaftenden Ascosporen abzutéten. Deshalb
wurde in einem weiteren Test ('Vitalitatstest flr Ascosporen die axenischer Gerste anhaften’)
die Effektivitédt der Tauchbehandlungen erneut getestet. Es wurden axenisch angezogene
Pflanzen in eine Ascosporensuspension von C. globosum getaucht und danach die Wirksamkeit
der Oberflachensterilisationsmittel ad planta getestet. HierfUr wurden die Tauchbehandiungen
N-3,5, N-9, P-5 und P-10 ausgewdhlt (Tab. 2).

Die Untersuchungen zur Wirksamkeit der Tauchbehandlungen bel Verwendung von
Ascosporen, die dem Pflanzengewebe anhaften, zeigten jedoch eine unzureichende Effektivitéat
fast aler getesteten Tauchbehandlungen, die auf Nitrocellulosemembranen gewirkt hatten. Nur
die Tauchbehandlung P-10 mit Peressigsaure zeigte eine ausreichende Wirksamkeit am
Pflanzengewebe. Die Behandlung des Gewebes mit N-3,5 fuhrte zwar zu einer verzogerten
Ascosporenkeimung, aber nicht zu einer Abtotung. Dieser Effekt kann nicht allein durch die
hohe Konzentration des Oxidationsmittels erklért werden, da eine dhnliche Konzentration von
9 % aktivem Chlor in der NaOCI-Losung nicht zu einer vollstdndigen Abtoétung der
Ascosporen auf der Pflanzenoberfléche fihrte. Eine Erklarung ist in der Aziditét (pH 1) des
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Sterilisationsmittels zu suchen, welches moglicherweise die Eindringung des Oxidationsmittels
in die Sporen erleichtern konnte.

Die hier gefundene Keimverzégerung der Ascosporen, die durch die Behandlung des Gewebes
mit N-3,5 ausgel 6st wurde, kann durch die Schaffung unginstiger Lebensbedingungen erklart
werden. Auch CHAPMAN & FERGUS (1975) konnten zeigen, dal3 eine Keimverzogerung der
Chaetomium spp. Ascosporenkeimung durch abiotischen Stress hervorgerufen werden kann.
Es konnte demnach auch hier von einer Stresseinwirkung, bedingt durch die Behandlung der
Sporen mit N-3,5, gesprochen werden.

Grundsétzlich war eine Tauchbehandlung der Ascosporen auf Nitrocellulosemembranen bei
geringeren Konzentrationen des Oxidationsmittels effektiv, as bei Tauchbehandlung der
Ascosporen ad planta. Wahrscheinlich sind Oberfl&chenstrukturen des Pflanzengewebes fir die
verminderte Wirksamkeit der Reagenzien verantwortlich. Lipide, Glycoproteine oder
Lipoproteine liefern Substrate fur eine Oxidationsreaktion mit den Sterilisationsreagenzien,
wodurch die verfligbare Konzentration aktiver Substanzen zur Abtotung der Ascosporen
herabsetzt wird. Aulerdem konnten pilzliche Oberfléchenstrukturen wie Fimbriae oder
Hydrophobine den Kontakt der Ascosporen zur Pflanzenoberflache erleichtern, wodurch fir
die Sporen ein schiitzendes Milieu erreicht wird. Solche Mechanismen sind bel Erkennungs-
und Anheftungsreaktionen in Zell-Zell Interaktionen bekannt und bei der Wirtserkennung
phytopathogener Pilze (DAY & GARDINER 1987, TEMPLETON et a. 1994, WESSELS
1994) sowie bel der Morphogenese der Pilze (WESSELS 1991 und 1997) beschrieben
worden. Fir diesen Erkldrungsansatz spricht ebenfalls die hohere Besiedlungsrate auf den
Blattsegmenten im Vergleich zu den Wurzelsegmenten. Fimbriae/Hydrophobine vermitteln
einen besseren Kontakt zur Blattoberflache, welche im Gegensatz zur hydrophilen
Wurzeloberflache stark hydrophob ist. Dadurch waren die Tauchbehandlungen der Blatter
weniger wirksam as die Tauchbehandlungen der Wurzeln.

Mit der Oberflachensterilisation durch Peressigsaure in der Tauchbehandlung P-10 konnte
demnach eine effektive Methode zur Abtétung oberfléachlich dem Gewebe anhaftenden
Ascosporen von C. globosum gefunden werden. Diese Methode wurde deshalb fur die
Uberpriifung der endophytischen Besiediung der Gerste mit C. globosum verwendet. Es
wurden sowohl Pflanzen aus der MS-Kultur, als auch Pflanzen aus steriler Erde verwendet.
Die histologischen und serologischen Untersuchungen zum Wachstum von C. globosum in
planta zeigten, dal} die Besiedlung des Gewebes im MSMedium bis in vid tiefere
Cortexschichten vordrang, als dies in steriler Erde der Fall war (Abb. 28 und 30). Trotzdem
mite durch die Oberflachensterilisation ein Wachstum in planta fir beide
Pflanzenanzuchtsmedien nachweisbar sein. Nachgewiesen werden konnte jedoch lediglich das
Wachstum in planta in MS-Kultur. Hier zeigten 20 % der nach der Tauchbehandiung P-10
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ausgelegten Wurzelsegmente eine Besiedlung mit C. globosum. Die endophytische Besiedlung
der Wurzeln in steriler Erde konnte mit P-10 jedoch nicht nachgewiesen werden. Es galt daher
die Eindringtiefe der Sterilisationsmittel genauer zu untersuchen.

Anhand der Vitalitétsfarbung mit DiOC;(3) konnte die Eindringung der Sterilisationsmittel der
Tauchbehandlung P-10 in das Wurzelgewebe aufgezeigt werden. Die Sterilisationsmittel
drangen bis in die Epidermis der Wurzel ein und toteten die dort angesiedelten Hyphen ab
(Abb. 13 und 14). Da die endophytische Besiedlung des Wurzelgewebes durch C. globosum in
steriler Erde in der Epidermis lokalisert war, konnte diese Besedlung durch die
Oberfl&chensterilisation nicht nachgewiesen werden.

Eine Oberflachensterilisation, die dem Gewebe anhaftende Ascosporen abtétet, jedoch nicht in
das Gewebe eindringt, konnte demnach in den hier vorliegenden Untersuchungen nicht
gefunden werden. Die Studien zur endophytischen Besiedlung des Wurzelgewebes durch C.
globosum stiitzten sich deshalb auf die Anwendung histologischer Methoden.

Eine Eignung der Tauchbehandlung P-10 fir stabileres Pflanzenmaterial, wie etwa holziges
oder verkorktes Gewebe wére jedoch zu prifen und kénnte, mit Aussicht auf ene
ausreichende Wirksamkeit gegen oberfléchlich anhaftende Ascosporen, erfolgversprechend
sein. Ebenso ware die Nutzung der Methode fir den Nachweis einer endophytischen
Besiedlung des Blattgewebes zu untersuchen. Hier konnten die hydrophoben Eigenschaften der
Cuticula eine effektvollere Barriere gegen die Eindringung der Sterilisationsmittel in das
Gewebe darstellen.

4.2 Serologischer Nachweis von Chaetomium globosum

Serologische Verfahren zum Nachwels von Pilzen sind fir viele Blattpathogene erfolgreich
etabliert worden. Jedoch nur wenig Immunoassays sind bisher fiir Wurzel pathogene entwickelt
worden, da Bodenbestandteile wie z.B. Huminsduren (THORNTON & GILLIGAN 1999)
oder auch andere Bodenmikroorganismen (DEWEY et al. 1997) die Assays empfindlich
storten. In den hier vorliegenden Untersuchungen konnten sensitive und spezifische
monoklonale Antikorper hergestellt werden, die sich fur den Nachweis der Besiedlung von
Gerstenwurzeln mit C. globosum sehr gut eignen.

Der Einsatz serologischer Verfahren diente in den hier dargestellten Untersuchungen zunéchst
der Untersuchung einer potentiell endophytischen Besiedlung von Gerstenpflanzen mit C.
globosum. Hierfir wurden ELISA-Tests eingesetzt, die in gewissen Grenzen auch ene
Quantifizierung des Pilzantigens ermdglichen. Mittels tissue print immunoassay (TPI) konnte
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dann die Besiedlung mit C. globosum naher definiert und auf bestimmte Pflanzengsegmente
eingegrenzt werden, die dann mit Immunfluoreszenztechniken ndher untersucht wurden.

Fur die serologischen Untersuchungen wurden sowohl polyklonale Antikorper aus Kaninchen-
Antiseren und auch monoklonale Antikorper, die in Hybridoma-Zellinien produziert wurden,
eingesetzt. Der polyklonale Antikorper zeigte eine Kreuzreaktion nicht nur mit anderen
Vertretern der Gattung, sondern auch mit verschiedenen Vertretern anderer Gattungen. Auch
in der Selektion von Hybridoma Zellinien konnten keine Linien gefunden werden, die hohe
Speziesspezifitdt aufweisen. Monoklonale Antikorper gegen Pilzantigene zeigen nur sehr selten
speziesspezifische Differenzierungseigenschaften und weniger als 1 % aler Hybridoma
Zdlinien sezernieren Antikorper, die mit speziesspezifischen Epitopen reagieren (DEWEY &
BRASIER 1988). Speziesspezifitdt von monoklonalen Antikdrpern gegen Pilze scheint
demnach eher eine Ausnahme zu sein (MILLER 1996).

Alle aus den 3 unabhangigen Fusionsexperimenten hervorgegangenen und selektierten
Antikorper zeigten eine Kreuzreaktion mit anderen Vertretern der Gattung Chaetomium. So
wurden aus den 13 efolgreich selektierten Hybridomen 3 Zelinien mit sehr &hnlichen
Reaktionseigenschaften ausgewahlt und diese weiter getestet. Alle monoklonalen Antikérper
zeigten keine Kreuzreaktionen im ELISA, jedoch wurde im IMF eine Dekoration von
Trichoderma harzianum Hyphen und ene dadurch bedingte Fluoreszenz festgestellt.
Kreuzreaktionen mit gattungsfremden Pilzarten wurden auch fir monoklonale Antikérper
gegen andere Pilze beschrieben und scheinen relativ haufig aufzutreten (BOSSI &
DEWEY 1992, DEWEY et a. 1989, HIAT et a. 1997, KARPOVICH-TATE et al. 1998,
THORNTON et a. 1997). Auf eine Verbesserung der Spezifitét durch erneute Selektion
wurde deshalb verzichtet, weil nicht zu erwarten war, dal3 eine Kreuzreaktion mit T.
harzianum vdllig verhindert werden konnte. In den Versuchen wurde deshalb sehr darauf
geachtet, Kontaminationen mit T. harzianum zu vermeiden.

Ein quantitativer Immunoassay kann das Pilzwachstum anhand von zwei Parametern
beschreiben: die Bildung der pilzlichen Biomasse oder die Anzahl koloniebildender Einheiten
(DEWEY et al. 1997). Dain den hier vorliegenden Untersuchungen die Ausbreitung des Pilzes
am bzw. im Pflanzengewebe untersucht werden sollte, wurde die Biomassenbildung als
Parameter gewahlt. Voraussetzung fur die Biomassenbestimmung ist die konstitutive Bildung
des Pilzantigens in alen vegetativen Wachstumsstadien des Pilzes. Dies konnte im IMF-
Screening zur Bestimmung der Spezifitét der monoklonalen Antikorper sowohl an jungen als
auch an alten Hyphen gezeigt werden (Abb. 18). Die Gefriertrocknung zur Haltbarmachung
der Pilzproteinstandards darf auf3erdem keinen Einflul? auf die verflgbare Menge des gelGsten
Antigens haben, da die darauf basierende Eichkurve dann nicht auf die Frischsubstanz des
Pilzes Ubertragbar wére. Eine enge Korrelation der Werte von getrockneten und frischen
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Pilzantigenen konnte jedoch bestétigt werden, so dal? eine Quantifizierung der Pilzmasse
mittels der serologischen Verfahren erlaubt war (s. 3.2.2). Die Nachweisgrenze fir das Antigen
in der pilzlichen Biomasse lag bei < 1 mg Pilzfrischmasse pro g Pflanzenfrischgewicht und war
damit niedrig.

KARPOVICH-TATE et a. (1998) konnten die Ausbreitung von Cladosporium vulvum in
Tomatenbléttern sowohl im GUS-Assay, wie auch im PTA-ELISA bis zu einer
Nachweisgrenze von < 1 mg Pilzfrischmasse pro g Pflanzenfrischgewicht verfolgen. Dieser
Nachweis war folglich ahnlich sensitiv. Der Nachweis des Antigens in der Pilztrockenmasse
war jedoch etwas sensitiver, was sich bel eéinem Vergleich der Absorptionswerte der Standard-
Eichkurve zeigt. Die Absorptionswerte waren in diesen Untersuchungen im Bereich von 1 bis
62,5 ug pro ml PBS proportional zur Konzentration des Pilzantigens. Im Vergleich dazu lag
dieser Bereich in den hier vorliegenden Untersuchungen zwischen 70 und 200 pg pro ml PBS
(Abb. 25). Bei Untersuchungen zum Wachstum von Humicola lanuginosa an Reiskoérnern lag
der Bereich des linearen Verlaufs der Standard-Eichkurve mit 0,5 bis 3 pg Pilztrockenmasse
pro ml PBS (DEWEY et al. 1992) ebenfals niedriger as der hier gefundene lineare Verlauf.
Demgegentiber wurden jedoch in ELISA-Tests mit gefriergetrocknetem Myzelextrakten von
Rhizoctonia solani lineare Messbereiche zwischen 125 pg und 1000 pg pro ml PBS bestimmt
(THORNTON & GILLIGAN 1999), die somit oberhalb der hier dargestellten Werten lagen.

In den IMF-Untersuchungen wurde deutlich, dal3 die Antigen-Antikorperreaktion nur am
Pilzmyzel stattfindet, wahrend Perithecien oder Ascosporen nicht dekoriert wurden (Abb. 18
und 20). Dies konnte fur die IMF-Markierung von Trichoderma harzianum, mit dem die
monoklonalen Antikorper kreuzreagierten, bestétigt werden. Auch hier wiesen die Hyphen eine
starke Fluoreszenz auf, die jedoch nicht die Chlamydosporen einschlossen (Abb. 22). Diese
Differenzierung kann bel der Produktion der Antikorper genutzt werden. THORNTON et al.
(1994) und THORNTON & DEWEY (1996) gelang es, sowohl monoklonale Antikérper
spezifisch gegen das Myzel bzw. spezifisch gegen die Konidien von T. harzianum zu bilden.
Die Charakterisierung der antigenen Strukturen zeigten in beiden Fallen eine spezifische
Bindung der Antikorper an niedermolekulare Peptide.

In den meisten Untersuchungen jedoch reagieren die Antikorper mit hohermolekularen
Glycoproteinen (DEWEY & THORNTON 1995, DEWEY et a. 1997), die anscheinend in
zahlreichen Pilzgattungen ungeachtet ihrer Organisationsstufe gebildet werden. So erklaren
sich die haufigen und unerwlnschten Kreuzreaktionen der Antikorper mit Pilzen anderer
Gattungen, da die antigenen Gruppen (Epitope) des gattungsfremden Pilzes und des
homologen Pilzes identisch sind.
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Auch in der hier vorliegenden Arbeit snd die antigenen Strukturen wahrscheinlich
hohermolekularen Glykoproteinen zuzurechnen, da der Proteinnachweis nach LOWRY et a.
(1952) mit ca. 0,26 mg Protein pro ml positiv verlief und selbst ein autoklavieren des
Pilzmaterials keinen Verlust der antigenen Eigenschaften bedingte. Hier sollten jedoch
weitergehende Untersuchungen, z.B. eine Perjodat- und Proteasebehandlung bzw. eine
chemische Deglycolisierung, die antigenen Bestandteile genauer charakterisieren.

Geringe Proteinanteile der Pilzantigene wurden auch bel Glycoproteinen aus Humicola
lanuginosa (0,4 mg mi™, DEWEY et al. 1989), Ophiostoma sp., Pseudocercosporella sp. und
Penicillium sp. (jeweils 0,25, 0,01 und 1,5 mg ml™*, MACDONALD et al. 1989), Botrytis
cinerea (0,0007 mg ml™, BOSSI & DEWEY 1992) und Rhizoctonia solani (0,04 mg ml™,
THORNTON et a. 1993) gefunden. DEWEY & THORNTON (1995) beobachteten, dal? die
wasserlodichen  Zellwandbestandteile von  saprotrophen  Pilzen hohere  immunogene
Eigenschaften und hthere Proteinmengen beinhalten, als die wasserl6dichen Bestandteile von
Pathogenen. In den Voruntersuchungen zur Spezifitét der polyklonalen Antiseren konnte die
Beobachtung hoherer Proteinmengen in den wasserlodichen Zellwandbestandteilen von
Saprophyten nicht bestétigt werden.

Ba der Immuniserung von Maéusen mit Pilzantigenen werden eine Vielzahl von
Antikorperklassen gebildet, wobel Antikorper der Fraktion IgM besonders haufig auftreten.
Diese haben zwar den Vortell sehr gut zu reagieren, jedoch auch ein hohes Mal3 an
unspezifischen Reaktionen zu bewirken (DEWEY & THORNTON 1995). In den fir
Chaetomium durchgefiihrten MAK-Screenings gelang es, Immunglobuline der Klasse 1gG zu
selektieren, die generell spezifischer und leichter zu modifizieren sind als IgM Antikérper, aber
bel der Immunisierung mit wasserl6slichen Zellwandbestandteilen in nur sehr geringem Umfang
von den Hybridoma-Zellinien sezerniert werden (DEWEY et a. 1997).

4.3 Die Interaktion von C. globosum mit der Gerste

Die biologische Bekampfung von Phytopathogenen durch Chaetomium spp. ist in zahreichen
Arbeiten beschrieben worden (s. 1.3). TVEIT & WOOD (1955) zeigten erstmals in
Untersuchungen an suppressiven Boden das antagonistische Potential von C. globosum gegen
Phytopathogene. Die Wirkungsmechanismen, die der Befallsreduktion zugrunde liegen,
wurden bisher hauptsachlich in Antibiose und Nahrstoff- bzw. Platzkonkurrenz gesucht. Der
Pflanze as moglicher interagierender Organismus wurde dabel wenig Beachtung geschenkt.

In den hier durchgeftihrten histologischen Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 eine Inokulation
von C. globosum an Gerste zu einer endophytischen Besiedlung des Wurzelgewebes fihren
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kann. Diese Besiedlung hatte Abwehrreaktionen der Pflanze zur Folge, die sich in
Verbraunungen der Wurzelzellwédnde und in papillendhnlichen oder hemisphéarischen
Zellwandauflagerungen bzw. in einer Zellwand-Autofluoreszenz sowohl in der Epidermis as
auch im Cortexgewebe aullerten (Abb. 38-40). AulRRerdem war im Interzellularraum eine
anamorphe Substanz zu finden, die als weitere Abwehrreaktion gegen die interzellulére
Ausbreitung des Pilzes gedeutet wurde (Abb. 42). Solche Abwehrreaktionen sind aus der
Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen bekannt (AIST 1976, SEQUERRA et al. 1990)
und wurden in neueren Untersuchungen auch bei der symptomlosen Besiedlung der Pflanzen
mit Bakterien oder Pilzen beschrieben (BENHAMOU et al. 1996 und 1998, CORDIER et a.
1998, REY et a. 1998a, YEDIDA et a. 1999). Sie scheinen demzufolge nicht nur bei
Pathogenbefall, sondern auch als erste Resktion der Pflanze auf eine Besiedlung durch
endophytische Mikroorganismen weit verbreitet zu sein. Je nach Kréaftegleichgtewicht kann
sich in der darauffolgenden Interaktion eine Symbiose, wie z.B. die Arbuskulére Mykorrhiza,
oder aber auch Parasitismus einstellen. Dal3 C. globosum eine Pflanzenabwehr ausésen kann,
ohne dal3 die Pflanze sichtbare Symptome entwickelt, ist bislang nicht bekannt. Untersucht
wurde jedoch der Einflul3 von C. trilaterali auf Spitzklee (Trifolium pratense, L.), wobel
schwach pathogene Eigenschaften festgestellt werden konnten (PRATT & KNIGHT 1983).
Aullerdem konnten Bestandteile aus der Zellwand von C. globosum Abwehrreaktionen und
Verbrdunungen in Karottenzellkulturen induzieren. So fuhrten diese sowohl hitzestabilen as
auch wasserlddichen Zellwandbestandteile zu einer erhohten Chitinasesktivitdt (KUROSAKI
& NISHI 1984, KUROSAKI et a. 1986 und 1987a,b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3
eine Behandlung der Zellkulturen mit diesen Elicitoren zu einer erhdhten Konzentration von
Sdlicylsdure und eine Anstieg der intrazelluldren Ca?* lonenkonzentration und dadurch bedingt
einer Erhdhung der extrazelluldren Chitinaseaktivitédt filhrte (SCHNEIDER-MULLER et al.
1994).

In der Interaktion zwischen C. globosum und der Gerste wird das Kréftegleichgewicht
offensichtlich durch &uf¥ere biotische Faktoren bedingt, die dem Pilz nur bel bestimmten
optimalen Verhaltnissen die Eindringung in die Pflanze ermdglichen. So bendtigte C. globosum
vollige Konkurrenzfretheit, um das Gewebe inter- und intrazellulér zu besiedeln. Dies wurde
durch die Anzucht in MS-Kultur bzw. steriler Erde gewéhrleistet. Bei Konkurrenzdruck durch
Anwesenheit von weiteren Mikroorganismen in unsteriler Erde konnte C. globosum das
Gewebe nur am Inokulationsort epiphytisch besiedeln (s. 3.2.3.2 und Abb. 26). Ahnliche
Beobachtungen wurden in Untersuchungen zur Befalsreduktion von bodenbirtigen
Pathogenen an unterschiedlichen Kulturpflanzen gemacht. Auch dort war die Besiediung in
unsteriler Erde auf den Inokulationsort beschrénkt (DI PIETRO et al. 1991, HUBBARD et al.
1982, KOMMEDAHL 1981). Da C. globosum jedoch die Fahigkeit zur endophytischen
Besiedlung der Gerstenwurzeln besitzt, kann dieser as ein Endophyt mit ausgepragten
saprophytischen Eigenschaften bezeichnet werden (s. 1.2 und 3.1). Als solcher hat er einen
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Mechanismus zur Vermeidung der Bodenkonkurrenz entwickelt, indem er teilweise das
Pflanzengewebe besiedelt bevor dieses seneszent wird. Bel Seneszenzeintritt fungiert er dann
als Erstbesiedler und besitzt folglich einen Wettbewerbsvortell (RODRIGUEZ und REDMAN
1997).

Die der Verbraunungsreaktion der Pflanze zugrundeliegenden Stoffe konnten nicht eindeutig
identifiziert werden. Die gelbe Zellwandautofluoreszenz, die vor der Verbraunung als erste
Abwehrreaktion beobachtet wurde, sowie die Metachromasie des Farbstoffs Toluidinblau O
deuten aber auf die Bildung phenolischer Substanzen hin (GIANINAZZI-PEARSON et al.
1996, GUTMANN 1995, JAHNEN & HAHLBROCK 1988, KOMBRINK & SOMSSICH,
1995, OLIVARES et a. 1997, RAMALINGHAM & RAVINDRANATH 1970). Die
beobachtete starke Autofluoreszenz der Xylemelemente und der terti&ren Endodermis (Abb.
29) bei bekannter Einlagerung von Ligninen in die Zellwénde dieser Gewebe bestérkt diese
Vermutung (SITTE 1991). Die Verbraunungsreaktion wird dann durch Phenoloxidasen der
Pflanze Uber eine Oxidation der Phenole zu Melaninen hervorgerufen (LIBBERT 1993). Diese
bilden zusammen mit den oben beschriebenen Zellwandauflagerungen eine Abwehrstrategie der
Pflanze, die ener Einschrénkung der Ausbreitung des Pilzes dient. Solche Formen
perivascularer Abwehrreaktionen sind bel der efolgreichen Pathogenabwehr von
Welkeerregern und bei der Abwehr der AMF in inkompatiblen Interaktionen (GIANINAZZI-
PEARSON et al. 1996) haufig beschrieben worden. Sie dienen neben der Abwehr der
Stabilisierung des Zellverbandes, wodurch ein Kollabieren der mit den Pilzen besiedelten
Gewebezonen verhindert wird (REY et al. 1998b). So kdnnte auch erklart werden, weshalb C.
globosum trotz seiner Ausstattung mit aktiven Cellulasen bei nur sehr bedingten Fahigkeit zum
Ligninabbau (SAVORY 1954, SULAIMAN & MURPHY 1994, TANAKA et a. 1992) keine
fortschreitende Zerstorung des Pflanzengewebes bewirkte.

Interessant ist die Beobachtung, dal3 grundsétzlich keine endophytische Besiediung der Blétter
und des Scutellums auftrat. Da jedoch am Scutellum eine besonders intensive Autofluoreszenz
der Zellwénde festgestellt werden konnte, scheinen pflanzliche Abwehrmechanismen die
endophytische Besiedlung zu verhindern. In wieweit die pilzliche Enzymausstattung fur die
fehlende Penetration von Bedeutung ist, ist nicht bekannt. Die beobachtete saprophytische
interzellulére Besiedlung der Bléatter (s. 3.1) deutet jedoch auf eine aktive Penetration unter
Beteiligung von Cutinasen hin.

Die Intensitét der beobachteten Abwehrreaktionen der Wurzelzellen korrelierte mit dem
Ausmal3 der Besiedlung des Wurzel systems. Dieser Zusammenhang konnte sowohl anhand der
Biomassenentwicklung von C. globosum als auch der mikroskopischen Untersuchung des
Pilzwachstums in der Pflanze aufgezeigt werden. Die variable Intensitét der Abwehrreaktionen
und die fehlende Wirtsspezifitdt deuten auf die Bildung horizontaler Virulenzfaktoren durch C.
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globosum hin, wobel diese Faktoren in Abhangigkeit von ihrer Menge eine unterschiedlich
starke Pflanzenabwehr ausésen. So kann die Bildung phytotoxischer Metabolite durch C.
globosum in direkten Zusammenhang mit den Abwehrreaktionen gebracht werden. Eine
Bildung solcher toxischen Metabolite wurde verstarkt bei pilzlichen Endophyten bzw. latenten
Pathogenen gefunden, wéahrend sich Pathogene durch eine geringere Toxizitét auszeichnen
(SCHULZ et a. 1998). Die cytotoxischen Metabolite der Gattung Chaetomium (s. 1.2)
konnten in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle spielen. Cytotoxische Wirkungen
konnten auferdem in den hier vorliegenden Untersuchungen zur Vitaitat besedelter
Wurzelzellen aufgezeigt werden. Die Wurzel epidermiszellen zeigten nach Vitalitétsfarbung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff DiOC(3) eine die Vitalitdt anzeigende intensive Fluoreszenz der
Zellen. Bei Besiedlung dieser Zellen mit C. globosum war jedoch eine sehr geringe Fluoreszenz
der Zellen zu erkennen (Abb. 36 und 37). C. globosum schien demnach die Epidermiszellen
negativ zu beeinflussen, wobei dies als erster Schritt zu einer erfolgreichen intrazellularen
Besiedlung des Pflanzengewebes gedeutet werden kann.

AulBer Toxinen konnen die schon an Karottenzellkulturen beschriebenen Elicitoren aus der
Zdlwand von C. globosum die Abwehrreaktionen der Gerste ausgel6st haben (SCHNEIDER-
MULLER et al. 1994). Die Intensitdt der Abwehrreaktion ware auch hier direkt mit der
Besiedlungsintensitét und damit der Menge des gebildeten Elicitors zu korrelieren. Es ist
aul3erdem bekannt, dal3 Elicitoren in der sehr friihen Erkennungsreaktion zwischen Wirt und
Pathogen die Membranpermeabilitét und damit das Membranpotentia beeinflussen (WUBBEN
et a. 1997). So konnte die Anderung des Membranpotentials wiederum die beobachtete
Reduktion der Farbung mit DiOC(3) erkldren. Weder eine Toxinwirkung noch eine
Elicitorwirkung von C. globosum ist fir die hier vorliegende Interaktion mit der Gerste
bekannt. Im Hinblick auf die in der Antikdrperproduktion eingesetzte immunogene Wirkung
der Glycoproteine aus der Zellwandoberflache von C. globosum auf Tiere, liegt ene
weiterfihrende Untersuchung der moglichen Elicitorwirkung dieser Verbindungen auf die
Gerste besonders nahe.

Bel Anzucht der Pflanzen in MS-Kultur konnten verstarkte Abwehrreaktionen gegen die
Besiedlung mit C. globosum festgestellt werden, die zu makroskopisch sichtbaren Symptomen
fuhrten (Abb. 33). Diese Symptome werden jedoch auf die speziellen Anzuchtsbedingungen,
insbesondere die starke raumliche Einschréankung des Pilzes und damit verbundene
Akkumulation der Toxine und/oder Elicitoren zurlickgefthrt. So werden Pilze, die nur unter
sog. in vitro Bedingungen der Pflanzenanzucht Symptome an der Pflanze verursachen, als
"vitropaths' bezeichnet (LEIFERT et al. 1994).

Nicht nur verstarkte Abwehrreaktionen, sondern auch ein vermindertes Pflanzenwachstum war
in MS-Kultur zu beobachten. Dies kann durch die Intensivierung der Abwehrreaktionen der
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Pflanze gegen C. globosum erklart werden, derer es einer zusétzlichen Bereitstellung von
Energie bedarf. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Erhohung der Wurzellange (Abb.
35), die auch von VILICH et a. (1998) an C. globosum und von HALLMANN (1994) an C.
funicola gefunden werden konnte und nicht nur bei Pflanzenanzucht im MS-Medium, sondern
auch bei Anzucht in steriler Erde (Abb. 34) auffallig war. Moglich wére eine Beeinflussung des
Hormonhaushalts der Pflanze, z.B. des Auxinhaushalts, durch C. globosum und damit eine
Stimulation des Streckenwachstums als "schnelle Hormonwirkung” (LIBBERT 1993).
Auxinreiche Orte sind Attraktionszentren flir verschiedene Substrate, z.B. Zucker und
Phosphate. So kénnte aul3erdem ein erhdhter Auxingehalt bel vermehrtem Bedarf der Wurzeln
an Zucker und anderen Stoffen neben der Pilzabwehr zusétzlich Energie verbrauchen und
damit indirekt ein verringertes Sprof3wachstum hervorrufen. Inwieweit C. globosum in der
Lage ist, Auxine zu synthetisieren, ist nicht bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal3
zahlreiche Bakterien und Pilze, u.a. Fusarium, Phytophthora und Agrobakterium Auxine
produzieren konnen (ELSTNER et al. 1996, LIBBERT 1993).

Im unsterilen Anzuchtssystem reagierte die Pflanze auf die Pilzbesiedlung nicht eindeutig mit
einer Wachstumsforderung des Wurzelsystems. In manchen Félen konnte eine signifikante
Reduktion des Wurzelwachstums festgestellt werden, in anderen war das Wachstum sowohl
der Wurzeln als auch des Sprosses signifikant erhoht. Die Vielschichtigkeit der Interaktionen
im ungterilen System bedingt durch die Anwesenheit zahlreicher unterschiedlicher
Mikroorganismen erklért die starken Schwankungen im Pflanzenwachstum. Zu diskutierende
Einfluifaktoren sind hier: die Konkurrenz oder die Wechselwirkung mit anderen
Mikroorganismen, die Verfligbarmachung von Néhrsalzen (ALTOMARE et a. 1999) bzw. die
Strukturverbesserung des Bodens durch die Mikroorganismen (EASH et a. 1994). So kdnnte
eine Wachstumsférderung der Pflanze bel lokaler Besiedlung des Bodens durch C. globosum
Uber eine Verfligbarmachung von Nahrsalzen bzw. einer Strukturverbesserung des Bodens
bewirkt werden. Eine Wachstumshemmung des Wurzelsystems ist, bedingt durch die Induktion
von Abwehrmechanismen bei gleichzeitiger Hemmung des Streckungswachstums z. B. durch
Ethyleneffekte vorstellbar. Die Vielschichtigkeit der Interaktionen kann in diesem
Zusammenhang nur erahnt werden. Um zu einer befriedigenden Erklarung fur die fehlende
Reproduzierbarkeit im unsterilen Anzuchtssystem zu kommen, muifden die mikrobiellen
Prozesse, die das Pflanzenwachstum beeinflussen kénnten, detailliert untersucht werden.

Bel Pflanzenanzucht in steriler Erde waren die beschriebenen Abwehrreaktionen im Verhdtnis
zur Anzucht in MS-Kultur stark abgeschwécht und deshalb nur auf mikroskopischer Ebene zu
finden (Abb. 40). Neben den oben diskutierten Toxinen und/oder Elicitoren wird auch die
wesentlich geringere Besiedlung der Pflanze mit C. globosum in steriler Erde einer der Griinde
fur die schwacheren Abwehrreaktionen der Pflanze sein. Ein wesentlich geringeres
Nahrstoffangebot wie auch ein vermindertes Wasserpotential der Erde im Vergleich zum MS-
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Medium konnte die Ursache fir die reduzierte Besiedlung sein. Ein weiterer Grund fir das
reduzierte Pilzwachstum kénnte in cytotoxischen Eigenschaften der sterilisierten Erde gesucht
werden. So ist zumindest ein negativer Einflul einer Sterilisationsbehandlung der
Anzuchtserde auf das Pflanzenwachstum bekannt (WOLF et al. 1989). Ein gleichzeitiger
Einflud auf das Pilzwachstum ist daher nicht auszuschlief3en. Weiterhin unterliegt das
Wachstum von C. globosum in der Erde verglichen mit dem Wachstum im MS-Medium dem
Einflu? einer wiederholten Wésserung, was zu einer Verdinnung der cytotoxischen Metabolite
und/oder der Elicitoren und dadurch zu einer verringerten Wirksamkeit fuhren kann.

Da keine makroskopisch sichtbaren Symptome bei Pflanzenanzucht in steriler Erde zu finden
waren, ist das Wachstum von C. globosum in planta in diesem Anzuchtssystem eindeutig als
endophytisch zu bezeichnen. Endophyten kénnen nach RODRIGUEZ & REDMAN (1997)
abhangig von der Art ihres Wachstums in der Pflanze in vier Gruppen eingeteilt werden: 1.
Pilze die aktiv und umfangreich das Pflanzengewebe besiedeln, 2. Pilze die aktiv aber sehr [okal
das Pflanzengewebe besiedeln, 3. Pilze die sehr rasch durch pflanzliche Abwehrreaktionen in
ihrem Wachstum eingegrenzt werden und in einem Ruhestadium verbleiben bis die Pflanze
seneszent wird, 4. Pilze die rasch durch pflanzliche Abwehrmechanismen abgeschirmt werden,
aber metabolisch aktiv bleiben.

Vorstellbar ware eine Zuordnung von C. globosum in die Gruppe (3), da die en- bis
zweiwochige Besiedlungsphase durch eine Perithecienbildung abgeschlossen wurde und damit
der RFilz in eine metabolisch inaktive Phase Uberging. Ein Szenario, in dem C. globosum die
Pflanze im jungen Stadium besiedelt und dann bis zur Sensezenz in einem Ruhestadium dort
verbleibt, wére nach den hier vorliegenden Untersuchungen moglich.

4.4 Die Mechanismen der Befallsminderung

Aus Voruntersuchungen war der befallsreduzierende Einfluld von C. globosum auf Erysiphe
graminis f. sp. hordei bekannt (VILICH 1995, VILICH et a. 1998). In diesen Untersuchungen
wurde das Saatgut mit einer Ascosporensuspension von C. globosum behandelt und nach einer
zweiwochigen Anzuchtsphase in einem Felderde-Sand Gemisch die Oberseite der Primérbl &tter
mit E. graminis inokuliert. Es ergab sich eine reduzierte Pustelanzahl pro Blatt von bis zu
48 %. Die hier vorliegenden Untersuchungen konnten den befallsreduzierenden Einflul3 einer
C. globosum Behandlung der Wurzeln auf E. graminis bestétigen. Die Befallsreduktionen
lagen jedoch meist zwischen 15 und 25 %. Die Variabilitét im Wirkungsgrad eines biologischen
Agens ist ein weit verbreitetes Phdnomen und beruht auf der Zusammenwirkung dreier
voneinander anhéngiger Organismen (WELLER 1988) und deren jahreszeitlichen Rhythmen
(VILICH et al. 1998).
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Neben der Untersuchung der Interaktion Pflanze - C. globosum war ein weiteres Ziel der hier
vorliegenden Arbeit die Mechanismen der beobachteten Befallsreduktion zu untersuchen.
Bedingt durch die fehlende Reproduzierbarkeit bel Anzucht der Pflanzen in unsteriler Felderde
bzw. das stark unterdriickte Pflanzenwachstum bei Anzucht in steriler Erde wurden diese
Untersuchungen ausschliefdich an Pflanzen in MS-Kultur durchgefiihrt. Wenig einheitliche
Versuchsbedingungen, wie z.B. eine variierende Zusammensetzung der Anzuchtserde und eine
variierende Mikroorganismenflora werden zusammen mit der Konkurrenzschwache von C.
globosum (s. 4.3) fur die fehlende Reproduzierbarkeit verantwortlich sein. Von besonderer
Bedeutung war in diesem Zusammenhang die Wiederbesiedlung des sterilisierten Substrats mit
Mikroorganismen. Viele Pilze fungieren als Erstbesiedler und werden z.B.durch die Gattungen
Cladosporium, Penicillium und Trichoderma reprasentiert (DOMSCH et al. 1993).
Insbesondere Trichoderma spp. wurde in den Versuchen regelméldig aus der Erde isoliert.
Viele erstbesiedelnde Pilze besitzen ebenfalls ein antagonistisches Potential und kénnen somit
die Wirksamkeit einer Chaetomium Behandlung relativieren. Fir Trichoderma harzianum z.B.
ist eine befallsmindernde Wirkung auf E. graminis nach einer Bodenapplikation erst kirzlich
beobachtet worden (ELAD et al. 1999). Unter diesem Gesichtspunkt war fir die
weiterfUhrenden Untersuchungen der Wirkungsmechanismen der Einsatz eines axenischen
Pflanzenanzuchtssystems mittels hydroponischer bzw. fester Kultur, z.B. MS-Agar, dem
Einsatz von Felderde vorzuziehen.

C. globosum besiedelte ausschliefdich die Wurzeln der Gerste bzw. die bodennahen Bereiche
der Coleoptile und der Blattscheiden (Abb. 26 und 27). Direkte Wirkungsmechanismen wie
Mykoparasitismus oder Platzkonkurrenz konnen deshalb fir die Reduktion des Befalls mit dem
Blattpathogen E. graminis f. sp. hordei ausgeschlossen werden. Eine Nahrstoffkonkurrenz,
z.B. Uber eine veranderte Stickstoffverfligbarkeit bedingt durch das Wachstum des Pilzes in der
Wurzel, scheint ebenfalls fraglich, da ein verandertes Stickstoffangebot bei Befall der Gerste
mit E. graminis in einer Minderung der Penetration des Epidermisgewebes durch das Pathogen
und der Sporulation des Pathogens resultiert (OERKE et a. 1989, BAINBRIDGE 1974).
Beides konnte jedoch in den vorliegenden Untersuchungen ausgeschlossen werden (Tab. 4 und
5). Hypersensitive Reaktionen bzw. eine erhthte Autofluoreszenz der Zellwande der mit E.
graminis befallenen Blattepidermen wurden ebenfalls nicht beobachtet (Tab. 5). Derartige
Verdnderungen waren insbesondere im Hinblick auf die gefundenen verstarkten
Abwehrreaktionen in den Wurzeln vermutet worden. Die beobachtete erhthte Autofluoreszenz
wurde dabel als ein Hinweis auf eine verstarkte Einlagerung von phenolischen Verbindungen in
die Zellwand der Wurzeln as Reaktion auf die Besiedlung durch C. globosum gewertet
(CARVER et a. 1991).

Die Besiedlung der Gerstenwurzeln durch C. globosum resultierte auf den Primérbléttern in
einer verringerten Dichte der 41 h nach der Inokulation mit E. graminis auf dem Blait
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vorgefundenen Konidien. Es kann daher davon ausgegangen werden, dal3 die Befallsreduktion
durch ene veringerte Konidienanhaftung an die Bléatter hervorgerufen wurde. Der
verringerten Konidienanhaftung muf3 somit ein unbekannter Wirkungsmechanismus zugrunde
liegen, der den Verlust der Konidienvitalitdt und damit der Konidienanhaftung in einem sehr
frihen Stadium der Infektion bewirkte. Wahrend der 41-stiindigen Inkubation, der Entnahme
der Blétter oder durch die Vernetzungseigenschaften der Fixierungsmittel Ethanol und Eisessig
wahrend der Aufarbeitung der Proben kénnen die abgettteten Konidien abgel 6st worden sein
(STEINER, pers. Mitt.).

Die Anhaftung der Mehltaukonidien an die Primérbl&tter konnte durch Wirkungsmechanismen
beeinfluld werden, die den ersten Kontakt der Konidien zu den Wirtszellen stéren und dadurch
den sehr frihen Infektionsprozeld beeintrachtigen. Insbesondere dem Primérkeimschlauch des
Konidiums kommt eine wichtige Funktion wahrend des Infektionsprozesses zu. Er dient z.B.
der Verankerung im Wirtsgewebe, der Wasseraufnahme bei geringer Luftfeuchtigkeit und der
Nahrstoffaufnahme (CARVER & BUSHNELL 1983, CARVER & INGERSSON 1987). Eine
Storung dieses frihen Infektionsstadiums kann zu einem Verlust der Konidienvitalitét fuhren.
Diese Konidien kénnen dann bei der Entnahme oder Aufbereitung der Proben verloren gehen.
MOogliche Faktoren, die den ersten Kontakt des Priméarkeimschlauchs zur Epidermis
beeinflussen, sind in cuticuldren Wachsstrukturen, der Cuticuladicke und dem Silicium-Anteil
der Zelwénde zu suchen (CARVER & BUSHNELL 1983). Derartige pflanzliche
Abwehrreaktionen, die durch systemische Resistenz, 'systemic aquired resistance’ (SAR),
ausgel st werden, kdnnen auf3erdem mit der Induktion von 'pathogenesis-related proteins, PR-
Proteinen, oder durch Akkumulation von Salicylsure, antimikrobiellen Phytoalexinen und
strukturellen  Abwehrbarrieren wie  Lignin, Kallose, oder hydroxyprolinreichen
Zellwandproteinen, die Pathogenentwicklung einschréanken (KUC 1997, FRYE & INNES
1998). So konnte eine systemische Resistenz z.B. durch Elicitoren aus der Zellwand von C.
globosum induziert werden, die durch einen Anstieg des Sdlicylsduregehalts geméld den
Untersuchungen von SCHNEIDER-MULLER et al. (1994) charaktierisiert ist. Bekannt ist,
da3 eine Saicylsdure-Behandlung von Erbsenbléttern eine Befalsreduktion mit Echtem
Mehltau in einer GrofRenordnung von 20-30 % (FREY & CARVER 1998) und eine
Behandlung von Gerstenbléttern eine Befallsreduktion mit Echtem Mehltau von >80 % durch
SAR bewirken kann (WALTERS et al. 1993). Da angenommen wird, dal3 Salicylsdure nicht als
priméres Signal einer SAR in der Pflanze fungiert (RASMUSSEN et al. 1991, WILLITS &
RYALS 1998), mul3 ein weiteres Signal postuliert werden, welches in der Pflanze trandoziert
wird und in der Epidermis die Resistenz induziert. In dem hier vorliegenden System kann eine
Storung des Kontaktes des Primarkeimschlauchs mit der Wirtszelle, z.B. tber eine Induktion
der Chitinase, die Befallsreduktion ausgelGst haben. Es sai ergénzend hinzugefigt, dal’ solche
Steigerungen der Enzymaktivitdten oft mit der Resistenzinduktion in Dicotyledonen korreliert,
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jedoch in Monocotyledonen bislang nicht eindeutig aufgezeigt werden konnte (STEINER &
SCHONBECK 1995).

Neben SAR koénnen grundséizlich noch antagonistische Effekte, wie z.B. die Trandokation
von Antibiotika, fur die Befallsreduktion in Frage kommen. Solche Antibiotika oder Toxine
koénnen von C. globosum gebildet und Uber den Transpirationsstrom zum ihrem Wirkungsort
gebracht werden (NATORI 1986, s. auch 1.2). Erste Hinweise, die fur einen solchen
Wirkungsmechanismus sprechen, lieferten in vitro Untersuchungen zur Hemmung der E.
graminis Konidienkeimung durch Kulturfiltrate von C. globosum (VILICH et al. 1998). Die
Reduktion der Konidienkeimung betrug in diesen Experimenten 30 %. Demzufolge ist auch
eine direkte Wirkung von C. globosum auf E. graminis Uber eine Metabolitentranslokation in
der Pflanze nicht géanzlich auszuschlief3en.
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5 Zusammenfassung

Der Ascomycet Chaetomium globosum konnte systemisch den Befall der Gerste mit dem
Echten Gerstenmehltau Erysiphe graminis f. sp. hordei vermindern. Um die der
Befallsreduktion zugrundeliegenden Interaktionen zwischen Chaetomium globosum, der
Pflanze und dem Echten Mehltau auf den Primérblattern aufzuklaren, wurden Untersuchungen
zu folgenden Themengebieten durchgefhrt:

1) Interaktion Gerste - Chaetomium globosum

Serologie

Zum spezifischen Nachweis des Pilzes in der Pflanze wurden sowohl polyklonale Antikorper
aus Kaninchen-Antiseren as auch monoklonale Antikorper der Klasse 1gG gegen
Oberflachenstrukturen von C. globosum Hyphen getestet. Die polyklonalen Antikorper zeigten
Kreuzreaktionen mit  zahlreichen  Vertretern verschiedener  Pilzgattungen,  mit
Pflanzenkonstituenten und mit verschiedenen Arten der Gattung Chaetomium. Die
eingesetzten monoklonalen Antikorper dreier selektierter Hybridoma-Zellinien waren
gattungsspezifisch und zeigten keine Kreuzreaktion mit Pflanzenkonstituenten. Die Antikorper
der Zellinie 1-2C12-A7-E6 wiesen das Pilzantigen bis zu einer Nachweisgrenze von 165 pg
Pilzfrischgewicht bzw. 3 pg Pilzprotein pro ml nach.

Endophytisches Wachstum: Histologie

C. globosum besiedelte das Wurzelgewebe der Gerste in Murashige und Skoog (MS) - Kultur
inter- und intrazellulér. Die Hyphen drangen von der Rhizosphére aus in die Epidermis ein und
wuchsen dann bis in das Cortexgewebe. Eine Besiedlung der Endodermis und des
Zentralzylinders wurde nie beobachtet. In steriler Erde besiedelte C. globosum die
Wurzelepidermis und die &ul3eren Cortexschichten endophytisch, drang jedoch nicht in tiefere
Gewebeschichten ein. Das Scutellum und der proximale Bereich der Blattscheiden wurden in
beiden Anzuchtssystemen epiphytisch besiedelt. Eine Besiedlung der Blattspreiten wurde
dagegen nie beobachtet.

Endophytisches Wachstum: Oberflachensterilisation

Das Wachstum von C. globosum in planta in MSKultur wurde anhand einer
Oberfléchensterilisation der Wurzeln mit Peressigsaure und Ethanol nachgewiesen. In
Reisolationsversuchen von C. globosum aus diesen Wurzelsegmenten zeigten 20 % der
Segmente eine Besiedlung. Da die Sterilisationsmittel bis in die Epidermis eindrangen und die
dort gelegenen Hyphen abtoteten konnte eine Besiedlung in steriler Erde dagegen mit diesem
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Test nicht nachgewiesen werden. Eine Ublicherweise verwendete Oberflachensterilisation mit
Natriumhypochlorid und Ethanol war nicht ausreichend, da bei Verwendung von bis zu 9 %
NaOCl die Ascosporen von C. globosum auf der Oberfléche des Gewebes nicht abgetotet
wurden.

Etablierung der Interaktion

C. globosum besiedelte die Gerstenwurzeln offensichtlich nur bei Ausschlufd konkurrierender
Mikroorganismen endophytisch. Bei mikrobieller Konkurrenz verblieb C. globosum am
Inokulationsort und besiedelte das Scutellum epiphytisch.

Bel Ausschluf® mikrobieller Konkurrenz wurde in der friihen Phase der Wurzelbesiediung ein
Vitalitétsverlust der Epidermiszellen beobachtet. Dies &% auf eine Erkennungsreaktion
zwischen Pilz und Pflanze schlief3en, die bel fortschreitender Besiedlung der Wurzelzellen
durch C. globosum zu einem Absterben dieser Zellen fihrte.

Induktion von Abwehrreaktionen

Die epiphytische und endophytische Besiedlung durch C. globosum war von Abwehrreaktionen
der Pflanze begleitet, die sich in  Zelwandverbréunungen, hemisphéarischen und
papillendhnlichen Zellwandauflagerungen und einer Autofluoreszenz bei Blaulichtanregung der
unmittelbar an die Hyphen angrenzenden Wirtszellwande aul3erte. Zusdtzlich war die Bildung
einer anamorphen Substanz im Interzellularraum zu beobachten, die die interzelluldre
Ausbreitung des Pilzes einzuschranken schien. Eine besonders starke Autofluoreszenz, welche
auf die Einlagerung phenolischer Substanzen in die Zellwénde hindeutete, war in den
Epidermiszellwanden der epiphytisch besiedelten Scutellen zu beobachten.

Pflanzenwachstum

Bel inter- und intrazelluldrer Besiedlung der Wurzeln durch C. globosum war das
Sprof3wachstum der Gerste reduziert. Das Wurzellangenwachstum wurde dagegen durch die
Besiedlung mit C. globosum signifikant gefordert, wobei gleichzeitig der Wurzeldurchmesser
abnahm. Aul¥erdem war dann das Wurzelfrischgewicht erhoht.

2) Interaktion Chaetomium globosum - Gerste - Erysiphe graminis f. sp. hordei

Daniemals eine Besiedlung der Blattspreiten durch C. globosum beobachtet wurde, kénnen die

Mechanismen der Befdlsreduktion von E. graminis f. sp. hordei deshab weder auf
Platzkonkurrenz noch auf Hyperparasitismus beruhen.
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Pflanzenanzuchtsbedingungen

In MS-Kultur wurde eine reproduzierbare Resistenzerhohung der Pflanzen durch C. globosum
gegeniber E. graminis f. sp. hordei erreicht, die eine Erarbeitung der Wirkungsmechanismen
ermdglichte. Die beobachteten Wirkungsgrade lagen zwischen 15 und 25 %.

Befallsverlauf

Eine erfolgreiche Pathogenabwehr konnte weder auf eine reduzierte Appressorienbildung noch
auf eine gestérte Haustorienbildung des obligat biotrophen Parasits zurlickgefihrt werden.
Auch die Reproduktion von E. graminis f. sp. hordei war nach seiner Etablierung in der
Epidermis unbeeinflul®t. Es zeigte sich jedoch eine dSgnifikante Reduktion der
Konidienanhaftung an die Blattoberflache, die sich in ener verringerten Konidiendichte
aulRerte. Vermutet wird deshalb ein induziertes und systemisch trandoziertes Signal, das die
Konidienkeimung und damit die Anhaftung von E. graminis f. sp. hordei an die Blattoberfl&che
verringert.
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6 Anhang

Liste der im Text verwendeten Abkirzungen

A. demin
A. bidest
BCIP
DABCO
DiOC+(3)
ELISA
FITC

19G

IgM

IMF

Ix

M

MAK
MEA
MS-Kultur
pm

NaOCl
NBT

nm

n.s.

PAK

PBS
PBST
PDA
PTA-ELISA
PVP
RAM-1gG-aP

RAM-IgG-FITC

RAM-1gG (H+L)

SEM
TP

demineralisiertes Wasser

zweifach destilliertes Wasser
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl phosphat
1,4-Diazobicyclo-(2.2.2)-Octan
3,3-Diheptyloxacarbocyanin-jodid

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Fluorescein | sothiocyanat

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Immunfluoreszenz

Lux

Molaritét

monoklonale Antikorper

Malzextrakt Agar

Murashige und Skoog - Kultur

Mikrometer

Natriumhypochlorid

Nitro Blue Tetrazolium

Nanometer

nicht signifikant

polyklonale Antikorper

Phosphatpuffer, Phosphate Buffered Saline

PBS plus 0,05 % Tween 20

Kartoffel Dextrose Agar

Plate trapped antigen - ELISA

Polyvinylpyrrolidon

mit alkalischer Posphatase gekoppelte sekundére Antikorper, die in
Kaninchen gegen Mé&use hergestellt wurden

mit FITC gekoppelte sekundére Antikorper, die in Kaninchen gegen
Maéause hergestellt wurden

sekundére Antikorper, Gesamtmolekil aus leichten (Light) und
schweren (Heavy) Polypeptidketten

Standard error of mean; Standardfehler des Mittelwerts
Tissue print immunobl ot
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