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ZUSAMMENFASSUNG

Phytophthora citricola Saw. wurde als bedeutsames und aggressives Pathogen an
Rotbuche (Fagus sylvatica L.) charakterisiert. Buchensamlinge, die mit dem
Pathogen inokuliert wurden, zeigten nach wenigen Tagen einen starken Einbruch der
Netto-CO»-Aufnahmerate, der stomataren Leitfahigkeit und der Transpiration. Zudem
zeigten das Wasserpotential, sowie die Quantenausbeute von Photosystems Il einen
leichten Einbruch vor dem Auftreten der ersten Symptome an Blattern. Typische
Welkesymptome wurden erst nach dem deutlichen Absinken der zuletzt
beschriebenen Parameter beobachtet. Quantitative PCR-Analysen an infizierten
Buchensamlingen zeigten, dass eine P. citricola Infektion Uberwiegend an der
Hauptwurzel und dem Wurzelhals begann, und dass das Pathogen fahig war, bis ins
Hypokotyl einzuwachsen. Elektronenmikroskopische (TEM) Untersuchung zeigten
zudem, dass nach Infektion viele Zellen plasmolysierten und teilweise kam es zur
Auflésung von Zellverbanden, ohne dass diese Zellen von Hyphen direkt penetriert
wurden. Daraus wurde die mogliche Beteiligung von Toxinen oder hydrolytischen
Enzymen abgeleitet.

Um dies zu Uberprufen, wurde die Aufreinigung der Proteine aus dem P. citricola-
Kulturfiltrat mittels FPLC durchgefihrt. Zuerst wurde das Protein Citricolin (Elicitin)
zur Homogenitat gereinigt und an Buchensamlingen getestet; es erwies sich
allerdings als wirkungslos. Demgegenuber reduzierte es bei Tabakblattern die Netto-
COz-Aufnahmerate sowie die stomatare Leitfahigkeit und verursachte die fur Elicitine
typischen Blattnekrosen. Die weitere Aufreinigung des P. citricola-Kulturfiltrates
ergab eine Fraktion, die im Biotest ahnliche Welkesymptome verursachte, wie sie
auch nach einer P. citricola-Wurzelinfektion an Blattern zu beobachten waren. Diese,
als ,Welkefaktor® bezeichnete Proteinfraktion, wurde mit Hilfe elektrophoretischer
Methoden genauer charakterisiert. Die SDS-PAGE-Auftrennung resultierte in
mindestens drei Proteinbanden (10, 25 und 75 kDa) mit sauren isoelektrischen
Punkten. Diese Proteinfraktion hemmte die Wasseraufnahme und reduzierte sowonhl
die Photosynthese als auch die Chlorophyll-Fluoreszenz im Buchentest. Zusatzliche
histologische Untersuchungen an mit Welkefaktor behandelten Buchensamlingen
zeigten die lokale Auflosung der Mittellamelle und die Desintegration von
Zellwandstrukturen. Die aktive Fraktion zeichnete sich auch durch hydrolytische
Aktivitat aus, die hauptsachlich auf a- und B-Glucosidasen zurtckzufuhren war.

In weiterfuhrenden Versuchen mit P. citricola inokulierten Buchensamlingen wurde
gezeigt, dass sowohl die Hemmung der Photosynthese, als auch die
Wasseraufnahme negativ mit der Konzentration von P. citricola in den Wurzeln
korreliert war. Ein Schwellenwert zwischen 40 und 50 ng P. citricola-DNA mg™
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Trockengewicht reichte aus, um beide Parameter signifikant zu beeinflussen. Es
wurde zudem gezeigt, dass der Anstieg der Infektion in den Wurzeln mit der
Abnahme aller I6slichen Zucker korrelierte. Das aufwandige Split-root-
Infektionssystem lieferte zudem Hinweise dafir, dass Invertasen lokal und
systemisch fur die Spaltung von Saccharose in mit P. citricola infizierten Wurzeln von
Bedeutung sind.

Zusatzlich zeigten Buchensamlinge, die mit P. citricola inokuliert waren, eine zur
Kontrolle signifikant gesteigerte Ethylenbildung, die mit der transienten,
systemischen Expression der 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure Oxidase (ACO) in
Blattern zu erklaren war. Auch fur die Expression von Genen des Primar- und
Sekundarstoffwechsels konnten deutliche Reaktionen der Pflanze auf den
Phytophthora - Befall beobachtet werden. Fir die kleine Untereinheit der Ribulose-
1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RbcS) wurde eine Downregulation
wahrend der Pathogenentwicklung gemessen, was mit dem Einbruch der
Photosynthese einherging. Die gro3e Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat
Carboxyl-ase/Oxygenase (RbclL) zeigte dagegen keine signifikanten Veranderungen
in ihrem Expressionsmuster wahrend des Infektionsverlaufes. Auferdem wurde eine
Upregulation des Aquaporin-Gens vornehmlich in Blattern infizierter Buchensamlinge
detektiert. In Wurzeln wurde, im Gegensatz zur Upregulation des Osmotin-Gens in
Blattern, eine Downregulation nachgewiesen. Das Kaffeesaure-O-methyltransferase
(COMT)-Gen zeigte nur in Buchenblattern eine signifikante Downregulation 6 und
144 Stunden nach Inokulation.
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ABSTRACT

In the last decade Phytophthora citricola Saw. was described as an important and
aggressive pathogen on European beech (Fagus sylvatica L.).

Inoculated beech seedlings, grown under controlled conditions, showed a significant
decrease in net photosynthesis, stomatal conductance and transpiration as
compared to controls. The electron quantum yield of photosystem Il and leaf water
potential were significantly impaired when wilt symptoms on leaves were visible.
Quantitative PCR analysis of beech saplings proved that P. citricola mainly infected
the main root and that the pathogen was able to grow from infected roots up into the
hypocotyl tissue.

Transmission electron microscopy (TEM) studies clearly showed that after infection
many cells plasmolysed and the cell structure disintegrated without having been
penetrated directly by hyphae.

For verification FPLC was used to characterize proteins from the culture filtrate of P.
citricola. The purified protein Citricolin, an elicitin was tested on beech, but it proved
to be ineffective to cause symptoms seen on beech saplings being infected with the
root pathogen. However, Citricolin treatment on tobacco leaves caused a decreased
gas exchange and stomatal conductance as well as leaf necrosis.

Further purification of the P. citricola culture filtrate resulted in a protein fraction that
caused similar wilt symptoms as found on leaves of beech saplings infected with P.
citricola. This so called “wilting factor” was further characterized by electrophoresis
techniques. The separation by SDS-PAGE resulted in at least three protein bands
(10, 25 and 75 kDa) with acidic isoelectric points. This fraction inhibited the water
uptake and decreased photosynthesis as well as chlorophyll fluorescence in infected
beech saplings. Additional histological investigations on beech seedlings treated with
the wilting factor showed the disintegration of the middle lamella and of further cell
wall structures. The active fraction was characterized by its hydrolytic activity that
was mainly due to a- and B-glucosidases.

Further studies on beech saplings inoculated with P. citricola revealed that inhibition
of photosynthesis as well as water uptake was negatively correlated with the amount
of P. citricola present in roots. A threshold of 40 to 50 ng P. citricola-DNA mg™" dry
weight was sufficient to affect both parameters significantly. In addition it was shown
that the increase of infection in roots correlated with the decrease of all soluble
sugar. The split-root infection system gave evidence for invertases being locally and
systemically important to convert sucrose into glucose and fructose.

Beech saplings inoculated with P. citricola revealed a significantly increased ethylene
biosynthesis, as compared to controls, that was due to the transient systemical
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expression of 1-Aminocyclopropane-1-carbon acid oxidase (ACO) in leaves. In
addition, significant reactions of inoculated plants regarding the expression of genes
of the primary and secondary metabolism could be observed. In parallel with the
breakdown of photosynthesis, a down-regulation of the small subunit of Ribulose-1,5-
bisphosphat carboxylase/oxygenase (RbcS) was measured during the ongoing root
infection. However, the large RbcL subunit did not show a significant change in
leaves of infected plants. Furthermore an up-regulation of the aquaporin gene mainly
in leaves of inoculated beech saplings was detected. In contrast to the up-regulation
of the osmotin gene in leaves a down-regulation in roots was found. Finally a
significant down-regulation of the coffee acid-O-methyltransferase (COMT) gene was
monitored in beech leaves between 6 and 144 hours after inoculation.



| EINLEITUNG

1 BEGRIFFSBESTIMMUNGEN UND MODELLSYSTEME
1.1 Phytophthora-Krankheitskomplex

Phyto-Pathosysteme bestehen aus pflanzlichen Wirten und ihren Krankheitserregern,
deren Beziehung als antagonistische Symbiose bezeichnet wird (Bailey, 1983).
Dabei kann die Entwicklung von Wirt-Pathogenkomplexen zwischen beiden an der
Pathogenese beteiligten Komponenten als Koevolution charakterisiert werden
(Parlevliet, 1979), die auf einen zunehmenden Grad der Spezialisierung gerichtet ist
und schlieB3lich zu Gen-fur-Gen-Beziehungen fuhrt (Frank, 1992).
Phytophthora-Pathogene sind seit langem als aggressive meist bodenbdirtige
Wurzelzerstorer sowohl an krautigen als auch an vielen Holzpflanzen bekannt und
sind weltweit im Pflanzenbau als Schadorganismen von Bedeutung (Erwin und
Ribeiro, 1996). Phytophthora wird gemeinsam mit Kieselalgen, Braunalgen und
Goldalgen in das Reich der Chromista eingeordnet (Familie Phytiaceae, Ordnung
Peronosporales, Klasse Oomycetes, Abteilung Oomycota) (Hawksworth, 1995; Erwin
und Ribeiro, 1996; Kumar und Rzhetsky, 1996; Cavalier-Smith, 1998; Kirk et al.,
2001; Agrios, 2005). Grund fir die neue taxonomische Einordnung sind nicht-
pilzliche Merkmale der Oomycota: die Zellwand enthalt ein Mikrofibrillenskelett aus
Zellulose, sowie 1-3-Glucane statt Chitin, die Zoosporen sind heterokont begeilelt,
eine Ergosterolbiosynthese unterbleibt. Das coenozytische Myzel der Oomyceten
bildet keine Septierungen.

Oomyceten haben die Fahigkeit zur sexuellen Reproduktion durch Bildung
dickwandiger Oosporen nach der Vereinigung zweier nach Reduktionsteilung
haploider Gameten, Antheridium und Oogonium. Diese findet allerdings nur
gelegentlich statt. Zahlreiche Oomyceten zeigen eine an ein aquatisches Milieu
angepasste Lebensweise. Sie bilden durch asexuelle Vermehrung doppelt
begeillelte Zoosporen, die sich im Wasser selbstandig fortbewegen kénnen und als
wesentliche Infektions- und Dispersionsorgane der Pathogene fungieren. Bei einigen
Gattungen (z. B. Bremia und Peronospora spp.) ist jedoch eine Anpassung an das
Landleben unter Ruckbildung der mobilen Stadien der Zoosporen zu beobachten
(Schlosser, 1997).

Bei Phytophthora-Arten ist die Feuchtigkeit ebenso wichtig fur die Fortbewegung und
damit fiir das Uberleben (Erwin und Ribeiro, 1996; Agrios, 2005). Alle bodenburtigen
Phytophthora-Arten besitzen einen gemeinsamen Infektionszyklus (s. Abb. 1.1).



Optimale Temperatur- und pH-Bedingungen und von Pflanzen abgegebene
Wurzelexsudate regen die dickwandigen, sexuell gebildeten Oosporen zur Keimung
in der Rhizosphare an. Angelockt von Wurzelexudaten schwimmen die austretenden
Zoosporen bei ausreichender Bodenfeuchte aktiv zu den Feinwurzeln der
potentiellen Wirtspflanze und dringen im Bereich der Streckungszone der
Feinwurzeln in die Epidermiszellen ein. Die innerhalb weniger Tage in den
Wirtszellen gebildeten Zoosporen konnen nach ihrer Freisetzung bei gentgend
hoher Bodenfeuchte standig Neuinfektionen am Wirt hervorrufen (Borner, 1997;
ORwald, 2004).

| Phytophthora spp.

rain
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Abbildung 1: Infektionszyklus von bodenblirtigen Phytophthora-Arten (ORwald,
2004).

Typische Symptome von an Phytophthora erkrankten Gehdlzen stellen nekrotische
Schleimflussflecken an der Stammbasis und Wurzelfaule dar (Erwin und Ribeiro,
1996). An Standorten mit zeitweiliger Staunasse wird die Phytophthora-Wurzelfaule
besonders gefordert, da hier ideale Bedingungen fir eine Infektion Uber Zoosporen
gegeben sind (Hartmann und Blank, 1998). Vor dem Absterben der Baume werden



an den Blattern in der gesamten Krone Chlorosen, Nekrosen und Welke sichtbar
(ORwald et al., 2004).

Verantwortlich fur das verstarkte Auftreten der Phytophthora-Erkrankungen wird
unter anderem der hohe Stickstoffeintrag in die Waldern gemacht, was zu
verminderter Mycorrhiza-Besiedelung und damit zu einer Schwachung der Baume
fuhrt. Auch der Klimawandel, der ein haufiges Auftreten von milden, feuchten
Perioden im Winter und Frihling sowie zunehmende Trockenheit im Sommer
auslost, kann eine Ursache fir das Baumsterben sein. Phytophthora-Arten sind in
der Lage, bei Temperaturen zwischen 2° C und 8° C Sporangien und Zoosporen zu
bilden. So kommt es zu einer zunehmenden Population der Pathogene und damit
auch zu einer zunehmenden Feinwurzelzerstorung, wahrend die Baume durch die
sommerlichen Trockenperioden noch zusatzlich gestresst sind und ihr Wurzelsystem
nicht ausreichend regenerieren kdnnen (Jung et al., 1996; Jung und Blaschke, 1996).
Die Anfalligkeit der Rotbuche (Fagus sylvatica) gegenuber P. cactorum, P. cambivora
und P. syringae ist seit langem bekannt (Day, 1938). Neuerdings wurde auch in
Nord- und Suddeutschland Uber das Vorkommen von P. cambivora, P. citricola und
P. syringae in erkrankten Buchenbestanden berichtet (Jung und Blaschke, 1996;
Hartmann und Blank, 1998; Jung, 2004).

Phytophthora citricola ist seit langerem als Verursacher einer Wurzel- und
Rindenfaule an Rosskastanie (Aesculus hippocastanum) mit nachfolgendem Blatt-
und Zweigsterben bekannt (Brasier und Strouts, 1976). Nechwatal et al. (2001)
isolierten P. citricola aus dem Rhizospharenboden von Buchen (Fagus sylvatica) und
zeigten in Infektionsversuchen ein groRes Schadigungspotential des Pathogens am
Wurzelsystem der Baume. Nachfolgende Arbeiten charakterisierten P. citricola als
wichtige und aggressive Art an Rotbuche (Fleischmann et al., 2002; Wang et al.,
2003; Jung et al., 2005). Bei zwei Jahre alten Buchensamlingen fuhrte die Infektion
mit P. citricola nach Knospenaustrieb zu einer signifikanten Reduktion von Netto-
CO,-Aufnahmerate und Transpiration. Einige Tage vor Beginn der Welke waren
Photosynthese und Transpiration der Buchensamlinge nahezu auf Null abgesunken.
Die Pflanzen litten zu diesem Zeitpunkt unter starkem Trockenstress (Fleischmann et
al., 2002). Neben einer Reduktion der physiologischen Parameter, zeigten die
Autoren auch eine deutliche Zerstorung des Wurzelsystems durch das Pathogen.

1.2 Erregereigene Substanzen

Die Bedeutung biochemischer Faktoren bei der Wirt-Pathogen-Interaktion wurde
schon am Ende des 19. Jahrhunderts durch die Arbeiten von de Bary mit zellfreien
Kulturfiltraten Sclerotinia befallener Karotten erkannt (Graniti, 1991). Die Funktion



von Toxinen in der Atiologie ist dabei im Verlauf der Geschichte der Phytopathologie
kontrovers geblieben (Daly, 1987).

Hydrolytische Enzyme spielen eine grof3e Rolle fur das Eindringen von Pathogenen
in die Wirtspflanze. Sie helfen dem Pathogen, Zellwandbestandteile in kleine
Bruchstiicke zu spalten, um sie so aufzulésen (Borner, 1997). Die Produktion
hydrolytischer Enzyme durch Phytophthora wurde bereits 1978 von Mcintyre und
Hankin nachgewiesen. Sie konnten zeigen, dass P. citricola unter anderem
Cellulasen, Lipasen, Amylasen und Proteasen absonderte (Mcintyre und Hankin,
1978). Benhamou und Cété (1992) registrierten die Produktion von Pektinasen durch
P. parasitica var. nicotianae.

Eine mogliche Beteiligung am Einbruch des Wassertransportes im Xylem infizierter
Pflanzen haben nach Ansicht von Duniway (1977) auch vom Pathogen abgegebene
Toxine. Auch Wolf et al. (1954) und Schramm et al. (1954) sehen in ihren
Untersuchungen mit infizierten Tabakpflanzen einen engen Zusammenhang
zwischen von P. parasitica var. nicotianae abgegebenen Toxinen und dem
Zusammenbruch des Wassertransportes im Xylem. Als Toxin wird in der
Phytopathologie nach einer Definition von Wood (1967) eine Substanz bezeichnet,
die Protoplasten von Pflanzen unabhangig von ihrer Herkunft oder chemischen Natur
schadigt oder abtotet. Damit werden mikrobielle Produkte zusammengefasst, die
nicht-enzymatisch in geringen Konzentrationen schadigend auf Pflanzen wirken
(Rudolph, 1976). Eine weitere Prazisierung erfolgte durch Durbin (1983) sowie
Scheffer und Livingston (1984), die als Toxine nur die Produkte des mikrobiellen
Stoffwechsels bezeichneten, die sichtbare Schaden am pflanzlichen Gewebe
verursachen und in die Krankheitsentwicklung involviert sind (Pathogenitats- oder
Virulenzfaktoren).

Die Arbeiten von Wolf (1933) deuteten bereits an, dass Phytophthora phytotoxische
Verbindungen sezerniert. Aufgrund der Fallbarkeit mit Magnesiumsulfat wurde
vermutet, dass es sich bei den toxischen Komponenten des Kulturfiltrates um
Proteine handeln konnte. Zahlreiche Arbeiten belegen die Synthese toxischer
Verbindungen durch Phytophthora-Arten in Flussigkultur (Ronnebeck, 1956; Paxton,
1972; Csinos und Hendrix, 1977; Plich und Rudnicki, 1979). Csinos und Hendrix
(1977) bestatigten, dass P. cryptogea Toxine produziert, die an in Kulturfiltrat
inkubierten Tabakblattern deutliche Welkesymptome hervorriefen. Ende der 1970er
Jahre war die Natur der toxischen Komponenten noch unbekannt. Erst spater konnte
belegt werden, dass es sich tatsachlich um Proteine handelte (Huet und Pernollet,
1989; Huet et al., 1992; Nespoulous et al., 1992).

Im Zusammenhang mit der pflanzlichen Reaktion auf einen pathogenen Angriff ist
der Begriff biotischer Elicitor fur diejenigen Substanzen aus dem pilzlichen
Metabolismus definiert worden, die typische Abwehrreaktionen der Pflanze im



inkompatiblen Verhaltnis zu induzieren in der Lage sind (Ebel und Scheel, 1992;
Kogel und BeiBmann, 1992). Elicitoren kdnnen Reaktionen unspezifisch in einem
breiten Wirtsspektrum oder spezifisch nur in den Pflanzen hervorrufen, die durch das
betreffende Pathogen befallen werden (Yoshikawa, 1983; Yoshikawa et al., 1993).
Die vom Pathogen produzierten Elicitoren sind Substanzen verschiedener
Stoffklassen, darunter Kohlehydrate, Proteine, Glykoproteine und Fettsduren
(Latijnhouwers et al., 2003; Kamoun, 2005). Verschiedene Pathogene der Gattung
Phytophthora geben Elicitoren in ihr Kulturmedium ab. Dabei konnten Ricci et al.
(1989; 1992) Proteine mit einem Molekulargewicht von 10 kDa nachweisen. Von
diesen Autoren wurden diese Proteine als ,Elicitine® zusammengefasst. Neben
Phytophthora-Arten wurden Elicitine auch bei Pythium vexans nachgewiesen (Huet
et al., 1995). Bezuglich ihrer Nettoladung werden basische und saure Elicitine
unterschieden (Birch et al. 1997). Basische B-Elicitine sind 50- bis 100-mal toxischer
als saure o-Elicitine (Keller et al., 1996; Birch et al., 1997). Fur P. quercina
erbrachten Heiser et al. (1999) den Nachweis, dass es sich bei der phytotoxischen
Komponente im Kulturfiltat um Elicitine handelte.

In zahlreichen Experimenten an mit Elicitinen behandeltem Tabak waren die Bildung
von Blattnekrosen und =zugleich die Akkumulation von ,pathogenesis-related
proteins" (PR-Proteine) festzustellen (Bonnet et al., 1986). Es trat eine Resistenz
gegen die nachfolgende Inokulation mit P. nicotianae auf (Ricci et al., 1989). Ponchet
et al. (1999) zeigten, dass Elicitine in der Lage sind, sowohl eine hypersensitive
Reaktion (HR) als auch eine systemisch erworbene Resistenz (SAR) zu induzieren.
Kamoun et al. (1994) zeigten, dass Elicitine moglicherweise als Avirulenzfaktoren
fungieren. Untersuchungen an verschiedenen Phytophthora-Arten ergaben, dass
Isolate, die Elicitine produzierten, an Tabak nicht pathogen waren. Umgekehrt konnte
an P. parasitica var. nicotianae eine starke Virulenz gegenuber Tabak beobachtet
werden (Ponchet et al., 1999). Auch Kamoun et al. (1994) fanden einige P. parasitica
Isolate, die Elicitine produzierten und Tabak infizieren konnten. Auch eine
Herabregelung der Transkription von Elicitingenen wahrend der kompatiblen
Interaktion, d.h. wahrend des Infektionsvorganges, ware denkbar (Colas et al., 2001).
Colas et al. (2001) zeigten, dass die Transkription von Elicitingenen einiger in vitro
Elicitine produzierender Isolate von Phytophthora parasitica var. nicotianae wahrend
der Infektion von Tabak herabgeregelt wird.

Im Versuch mit Tabakblattern zeigte sich sehr deutlich, dass die Elicitine von P.
quercina die Auflosung von Biomembranen, besonders der Chloroplasten auslosten
(Giefing, 1997). Erste mikroskopische Untersuchungen von Blattern mit P. quercina
infizierter Eichen im Freiland zeigten eine Schadigung der Membranstrukturen der
Chloroplasten (Heyne, 2002).



1.3 Pflanzeneigene Substanzen und Reaktionen

Hohere Pflanzen sind dem standigen Kontakt mit einer Vielzahl von
Mikroorganismen ausgesetzt, von denen jedoch nur eine vergleichsweise geringe
Zahl zur Infektion und damit zur Ausloésung von Krankheiten in der Lage ist
(Panopoulos et al 1984; Gabriel und Rolfe 1990).

Pflanzen reagieren auf biotischen oder abiotischen Stress mit der Expression von
Genen, deren Produkte auf vielfaltige Weise den Abwehrstatus der Pflanze erhdéhen
konnen (Heldt, 1996; Wasternack und Hause, 2000; Buchanan et al., 2005).
Wahrend des friuhen Stadiums der Abwehrantwort aktiviert der Wirt vielfaltige
Abwehrmechanismen. Diese Aktivierung ist ein Versuch der Pflanze, die Infektion
und die Verbreitung des Pathogens einzuschranken. Zu  diesen
Abwehrmechanismen gehoren die Induktion der Genexpression und die Produktion
von PR-Proteinen, die Verstarkung von Zellwanden, sowie die Akkumulation von
phenolischen Substanzen, die eine toxische Wirkung auf das Pathogen haben (Dixon
and Lamb, 1990; van Kan et al., 1992; Alexander et al., 1994; Smith, 1996; Dangl
und Jones, 2001; Kessler und Baldwin, 2003; Agrios, 2005). Neuland stellen in
mancher Hinsicht auch die Untersuchungen der biochemischen
Abwehrmechanismen gegen einen Pathogenbefall an holzigen Pflanzen dar
(Brummer, 2002). Es ist jedoch anzunehmen, dass holzige Pflanzen &ahnliche
Verbindungen zur Pathogenabwehr induzieren, wie krautige Pflanzen (ORwald,
2000).

Zur erfolgreichen Abwehr von Oomyceten konnte nachgewiesen werden, dass
Proteine der Familie PR-5, die so genannten Osmotine, innerhalb der Gruppe der
thaumatinahnlichen Proteine, fir Oomyceten toxisch sind. Osmotine hemmen das
Wachstum von Oomyceten irreversibel (Elstner et al. 1996). Untersuchungen von
Sharma et al. (1993) haben gezeigt, dass in Fichtenwurzeln viele verschiedene saure
und basische PR-Proteine nach der Infektion mit dem Oomyceten Pythium sp.
induziert wurden. Vleeshouwers et al. (2000) beschreiben fur Solanum tuberosum
eine positive Korrelation zwischen der Expression von PR-1 (PR-1-Typ, unbekannt)-,
PR-2 (B-1,3-Glucanasen)-, PR-5 (thaumatindhnlichen Proteinen)-Genen und der
Resistenz verschiedener Kartoffelsorten gegen Phytophthora infestans.

Ein zusatzlicher Abwehrmechanismus ist die so genannte hypersensitive Reaktion
(HR), die Uber oxidativen Stress vermittelt wird und zum Absterben von
Pflanzengewebe im Bereich eines Infektionsherdes fuhrt, wodurch die Ausbreitung
von Pflanzenpathogenen, die auf lebende Zellen angewiesen sind, verhindert wird
(Pennazio, 1995).

Die Lignifizierung ist fur die Resistenzausbildung von Bedeutung, da hierdurch eine
héhere mechanische Widerstandsfahigkeit der Zellwande erreicht wird. Zudem wird



der Abbau pflanzlicher Zellstrukturen durch Enzyme des Pathogens erschwert und
die Translokation von Wasser und Nahrstoffen der Pflanze zum Pathogen wird
behindert. Umgekehrt wird auch die Translokation von Enzymen und Toxinen vom
Erreger zum Wirt gestort (Elstner et al., 1996).

Im weiteren Verlauf einer Infektion werden durch pflanzeneigene Botenstoffe Signale
in nicht befallene Gewebe weitergegeben, die auch dort zur Auslésung von
Abwehrreaktionen fuhren und die Entstehung von Sekundarinfektionen behindern
(Ryals et al., 1996). Eine Reihe von pflanzenendogenen Signalstoffen, die in die
Stresstoleranz bzw. die Pathogenabwehr involviert sind, ist bereits bekannt. Zu
nennen sind hier beispielsweise Salicylsaure, Benzoesaure, Jasmonsaure oder
Ethylen (Buchanan et al., 2005).

2 ZIELE DER ARBEIT

Um zu klaren, auf welche Weise bodenburtige Phytophthora-Arten ihre Wirte befallen
und schlieBlich abtéten, muss der Effekt der Pathogene auf die Physiologie der
infizierten Wirtspflanzen untersucht werden (ORwald et al., 2004). Die Untersuchung
von mit verschiedenen Phytophthora-Arten infizierten holzigen Pflanzen ergab, dass
physiologische Parameter wie Netto-CO,-Aufnahmerate, Transpiration, stomatare
Leitfahigkeit, hydraulische Leitfahigkeit der Wurzeln und das Wasserpotential im
Xylem gegenuber den Kontrollpflanzen deutlich erniedrigt waren (Duniway, 1977,
Dawson und Weste, 1984; Ploetz und Schaffer, 1989; Brummer, 2001; Fleischmann
et al., 2002). Zudem kam es zu einem deutlichen Elektrolytverlust der Wurzeln als
Antwort auf eine Infektion (Cahill et al., 1985).

Fraglich ist, auf welche Weise Phytophthora-Pathogene derartig massive Schaden
auslosen konnen. Die Produktion von hydrolytischen Enzymen und toxischen
Substanzen durch Phytophthora konnte bereits bei einigen Interaktionen
nachgewiesen werden (Mclintyre und Hankin, 1978; Benhamou und Coété, 1992;
Heiser et al., 1999). Noch nicht vollstandig geklart ist jedoch, welche Metabolite von
Phytophthora citricola fur die Welkeerscheinungen an infizierten Buchen
verantwortlich sein konnten. In diesem Zusammenhang galt es zuerst die Rolle der
P. citricola Elicitine abzuklaren.

Bereits gut beschrieben sind die nach einer Infektion mit P. citricola auftretenden
Symptome, wie Welke der Blatter, das Abknicken der Blattstiele und schliel3lich das
Absterben der Samlinge. Unklar war bislang jedoch die Art und der Verlauf der
Infektion von Buchenwurzeln durch P. citricola. Auch das Ausmal der Infektion,
welches die beschriebenen oberirdischen Symptome verursacht, sollte untersucht
werden. So war es Ziel dieser Arbeit, mittels histologischer (inter- und intrazellulares
Wachstum in der Wurzel), physiologischer (Photosynthese, Wasserpotential,



Transpiration, Ethylen) und molekulargenetischer Methoden (quantitative PCR
(qPCR)) die Art und den Verlauf der Infektion von Buchensamlingen durch P. citricola
zu untersuchen und die zeitliche Abhangigkeit der Symptomauspragung von der
Infektionsstarke zu analysieren. Zudem sollte die Wechselwirkung zwischen dem
Wirt und dem Pathogen durch die Analyse wichtiger Genexpressions-Studien, die
sowohl lokal in der Wurzel nach einer Infektion, als auch systemisch in den Blattern
auftreten, komplettiert werden. Ein wichtiger Aspekt dabei war die anschlielRende
Verknupfung der Daten der Genexpression mit physiologischen und biochemischen
Parametern.



I MATERIAL UND METHODEN

1 CHEMIKALIEN UND SONSTIGE MATERIALIEN

Chemikalie

Bezugsquelle

Absolute QPCR Rox Mix

Absolute SYBR Green Rox Mix
Acrylamid

Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Anthron

Ampholyte (pH-Bereich 9,6 - 4,45)
Bis-Acrylamid

Bradford-Reagenz
Bromphenolblau (C19HgBrsNaOsS)
5-Bromo-4-Chlor-3-Indylphosphat (BICP)
Borsaure (H3;BO3)

Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumcarbonat (CaCOs;)
Calciumchlorid (CaCl, * 2 H,0)
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Citronensaure (CgHsO7* H20)
Cupffersulfat (CuSO4 * 5 H,0)
Diaminobenzidin (DAB)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNase |

DNeasy Kit

dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
Essigsaure

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Eisensulfat (FeSO,4 * 7 H,0)
Formaldehyd (37 %)

Fructose

ABgene
ABgene
Sigma
Caelo
Life Technologies
Merk
Sigma
BioRad
Sigma
BioRad
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Roth
Roth
Merck
Merck
Fluka
Roth
ThermoScientific
Qiagen
Roth
Roth
Roth
BioRad
Sigma
Merck
Merck
Merck
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Glucose

Glycerin (87 %)

Hot Star Tag-Polymerase

Salzsaure (H2SOy)

Kaliumhexacyanoferrat Ks[Fe(CN)g]
Kaliumdihydrogenphosphat (H2KPO4)
di-Kaliumhydrogenphosphat (Ko;HPOj4)
Kupfersulfat (CuSQO,)

L-Asparagin

B-Mercaptoethanol

Magenesiumsulfat (MgSQO4 * 7 H20)
Manganchlorid (MnCl4 * 4 H,0)
2-Morpholinoethansulfonsaure (MES)
Natriumcitrat (CeHgO7Naz* 2H,0)
Natriummolibtat (NaMoO, * 2 H,0)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumsulfid.(Na;S,05 *H20)
N,N’-Dimethyl-Formamid (70 %)
4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
PCR-Standard (100 Basenpaar Leiter)
Polyvinylpyrrolidon (PVP)

Primer fur qualitative und quantitative PCR
Resin Phytopure

Reverse-iT™ 1st Strand Synthesis Kit
Saccharose

Silbernitrat (AgNO3)

Sodiumdodecylsulfat (SDS) (C12H2504SNa)
Tricin

Trichloressigsaure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane 99 %
((HOCH_2);CNHy)

Thiaminhydrochlorid
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Wizard DNA clean up System

Xylose
Zinksulfat (ZnSO4 * 7 H,0)

Fluka

Roth
Qiagen
Merk

Merck
Merck
Merck
Riedel - de Haén
Sigma
Merk

Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Fluka
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Biosciences
Sigma
Metabion
Biosciences
ABgene
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck

Aldrich

Serva
Merk
Promega

Roth
Merck
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2 KULTURMEDIEN

V8-Medium / Karottensaftmedium

Gemuse-/ Karottensaft 200 mL
CaCOg3 (gefallt) 39
Agar 18 g

ad1L HZOdest.
Bei 120 ° C und 1,2 ati 30 min autoklavieren.

M1-Medium

Glucose 15¢
L-Asparagin 29
CaCl; * 2 H,O 10 mg
FeSO, * 7 H,O 1 mg
MgSQO4 * 7 HO 0,1 mg
KH2PO4 0,479
KoHPO4 0,26 g
Thiaminhydrochlorid 1 mg
ZnS0O4 * 7 HO 1mg
CUSO4 *5 Hzo 0,02 mg
NaMoO4 * 2 H,O 0,02 mg
MnCls * 4 H,O 0,02 mg

ad 1 L Hzodest_
Bei 120 ° C und 1,2 ati 30 min autoklavieren. Die Glucose erst nach dem Abkuhlen
des Kulturmediums zugeben.

3 PUFFER UND LOSUNGEN
3.1 Kohlehydratnachweis

Anthron-Reagenz

Anthron 200 mg
H2SO4konz. 100 mL
auf Eis mischen, anschliellend zugeben:
H20pidest. 30 mL
Ethanol (96 %) 8 mL

Die entstanden Lésung muss eine zitronengelbe Farbe aufweisen. Diese Losung ist
nur wenige Tage im Kuhlschrank haltbar.
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3.2 Gelfiltration

Probenpuffer | (1 M Phosphatpuffer pH 7,0 + 1,5 M NaCl)

KH2.PO,4 27,29
NaCl 87,74
ad 1 L HaxOpigest.
KoHPO,4 34,8 ¢
NaCl 87,79

ad 1 L H2Opigest.
Losungen auf pH 7,0 einstellen.
Laufpuffer | (100 mM Phosphatpuffer pH 7,0 + 0,15 M NaCl)
Probenpuffer | 200 mL

ad 2 L H2Opigest.
Probenpuffer Il (200 mM Citratpuffer pH 4 + 1,5 M NaCl)

Citronensaure * H,O 42,028 g
NaCl 87,74
ad 1 L HaOpigest.
Natriumcitrat * 2H,0 58,82 g
NaCl 87,79

ad 1 L HaOpigest.
Losungen auf pH 4,0 einstellen.
Laufpuffer 1l (20 mM Citratpuffer pH 4 + 0,15 M NaCl)
Probenpuffer Il 200 mL

ad 2 L HzOpigest.

3.3 Elektrophorese

Acrylamid-L6sung (30 %/49,5 %)
Acrylamid 309/48¢
Bis-Acrylamid 0,8g/15¢g

ad 100 mL Hzobidest,

SDS-Lésung (10 %)
Natriumdodecylsulfat (SDS) 109

ad 100 mL Hzobidest_
TEMED (N,N,N’",N’-Tetramethylethylendiamin) unverdinnt
APS-Lésung (10 %)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 019

ad 1 mL Hzobidest_
immer frisch ansetzen.



3.3.1 Tris-Glycin-SDS-PAGE

Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane 18,17 g
ad 100 mL Hzobidest.

Durch Zugabe von HClyonz. (32 %) pH-Wert auf 8,8 einstellen.

Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCI)
Tris 6,059
ad 100 mL Hzobidest.

Durch Zugabe von HClyonz. (32 %) pH-Wert auf 6,8 einstellen.

Probenpuffer

Sammelgelpuffer 2,5mL
Glycerin (87 %) 2mL
Bromphenolblau 5 mg
SDS-Lésung (10 %) 2mL
Hzobidest, 2,5mL
Laufpuffer

Tris 39
Glycin 14,4 g
H2Obidest. 800 mL

Durch Zugabe von HClyonz. (32 %) pH-Wert auf 8,3 einstellen.

SDS-L&sung (10 %)

Trenngel (12 %/ 15 %)

10 mL
ad 1 L HoOpigest

Acrylamid-L6sung (30 %) 4 mL/ 5 mL
Trenngelpuffer 2,5mL/2,5mL
H2Opidest. 3,5mL/2,5mL
SDS-L6sung (10 %) 100 pL/ 100 L
TEMED 5 uL/ 5uL
APS-L6sung (10 %) 50 pL/ 50 pL

13

Das Trenngel wurde mit 1 mL Ethanol Uberschichtet, um eine gerade Oberkante des

Gels zu erhalten.
Sammelgel (4 %)

Acrylamid-L6sung (30 %) 1,3 mL
Sammelgelpuffer 2,5mL
H2Obidest. 6,2 mL
SDS-Lésung (10 %) 100 uL
TEMED 10 uL
APS-L6sung (10 %) 50 uL
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3.3.2 Tris-Tricin-SDS-PAGE

Gelpuffer (2,5 M Tris-HCI)
Tris
SDS-Lésung (10 %)

30,33 g
3mL
ad 100 mL Hzobidest_

Durch Zugabe von HClyonz. (32 %) pH-Wert auf 8,45 einstellen.

Probenpuffer
Anodenpuffer

Glycerin (87 %)
Mercaptoethanol
Bromophenolblau
SDS

Durch Zugabe von HClonz. (32 %) pH-Wert auf 6,8 einstellen. 30 min bei 40 ° C im

Wasserbad inkubieren.
Kathodenpuffer

Tris

Tricin

H2Opigest.

SDS-Lésung (10 %)

2,5mL
1,2 mL
0,2 mL
5 mg
049

12,11g
17,92 g
800 mL
10 mL

Durch Zugabe von HClionz. (32 %) pH-Wert auf 8,25 einstellen.

Anodenpuffer
Tris

ad 1 L HaOpigest.

2422 g
ad 1 L HzOpigest.

Durch Zugabe von HClionz. (32 %) pH-Wert auf 8,9 einstellen.

Trenngel (16,5 %)
Acrylamid-Ldsung (49,5 %)
Gelpuffer

Glycerin (87 %)

H2Obidest.

TEMED

APS-Lésung (10 %)

Das Trenngel wurde mit 1 mL Ethanol Uberschichtet, um eine gerade Oberkante des

Gels zu erhalten.
Sammelgel (4 %)
Acrylamid-Ldsung (49,5 %)
Gelpuffer

H2Opigest.

2,5mL
2,5mL
1,15 mL
1,35 mL
15 L
50 pL

0,25 mL
0,78 mL
2,1 mL
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TEMED 10 L

APS-Ldsung (10 %) 40 pL

Sowohl fur die Herstellung von Tris-Glycin-, als auch Tric-Tricin-Gelen, wurde die
Sammelgellésung auf ein polymerisiertes Trenngel gegossen und ein Kamm zur
Probentaschenbildung eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren wurden die Proben
und Standards aufgetragen und bei konstanter Stromstarke aufgetrennt (siehe II-
6.2).

3.3.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Kathodenpuffer NaOH (40 mM)
Anodenpuffer H2PO3 (20 mM)
IEF-Gel (5 %)

Acrylamid-L6sung (30 %) 1,3 mL
Glycerin (87 %) 2,4 mL
Ampholyt.e (40 %) 0.6 mL
(pH-Bereich 9,6 - 4,45)

H2Opigest. 7 mL

TEMED 20 uL
APS-L6sung (10 %) 50 yL

3.3.4 Westernblot

Blottingpuffer

Glycin 2,93 ¢

Tris 581¢

SDS 0,375 mL
H2Obidest. 700 mL
Methanol 200 mL

ad 1 L H2Opigest.
Tris-HCI 1 M Stammldsung (SL)
Tris 12,119
H2Obidest. 80 mL
Durch Zugabe von HCI (1N) pH Wert auf 7,5 einstellen.
ad 100 mL Hzobidest,

NaCl 5 M Stammldsung (SL)
NaCl 29,2¢
ad 100 mL Hzobidest_
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TBS
Tris-HCI SL
NaCl SL

TBS-BSA
BSA
Tris-HCI SL
NaCl SL

IBS-T
Tween 20
Tris-HCI SL
NaCl SL

Antikdrper

20 mL
30 mL
ad 100 mL Hzobidest,

1049

20 mL

30 mL

ad 1 L HaxOpigest.

500 pl
20 mL
30 mL
ad 1 L H2Opigest.

Antikorper gegen a-Cryptogein von Phytophthora cryptogea zur Verfugung gestellt
von Dr. Kauffmann, Institut de Biologie Moléculaire des Plantes du CNRS, Université
Louis Pasteur, Strasbourg Cedex, Frankreich, wurden 1:2000 in TBS-BSA verdinnt.

3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

TBE-Puffer
Tris
Borsaure

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) 0,5 M

Bromphenolblau (Farbmarker)

Bromphenolblau
TBE-Puffer

Bei -20° C aufbewahren.
Agarosegel (klein/ grof)
Agarose

TBE-Puffer

54 g
279

20 mL (2,922 g)
ad 1 L HaOpigest.

1mg
1mL

0,6 9/0,9g
40 mL/ 60 mL

mischen und in Mikrowelle aufkochen lassen. Kurz abkiihlen lassen.

Ethidiumbromid

1 yL/1 pL



3.4 Farbungslésungen fur Polyacrylamidgele und Westernblot

3.4.1 Silbernitratfarbung

Fixierlésung
Essigsaure (100 %)
Methanol

Waschldsung
Ethanol

Silbernitratlosung
Silbernitrat

Entwicklungslésung
N82CO3
H2Opigest.
Formaldehyd (37 %)

Stoppldsung
Essigsaure (100 %)

Entfarbelésung
NaxS20; *H,O

in Hzobidest_ I6sen
Ka[Fe(CN)e]

3.4.2 Coomassie-Farbung

Fixierlésung
Trichloressigsaure (TCA)

Waschlésung
Farbe-Reagenz A

Entwicklungslésung
Farbe-Reagenz A
H20pidest.

10 mL
40 mL
ad 100 mL Hzobidest,

100 mL
ad 1 L HaoOpigest.

0,29
ad 200 mL Hzobidest_

304g

900 mL

0,5mL

ad 1 L H2Opigest.

10 mL
ad 1 L HaOpigest.

89

59
ad 500 mL Hzobidest,

12 g
ad 100 mL Hzobidest_

10 mL
ad 40 mL Hzobidest_

8 mL
32 mL

17
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Farbe-Reagenz B 0,8 mL
Methanol 10 mL
Entfarbeldsung

Methanol 250 mL

ad 1 L HaOpigest.

3.4.3 Entwicklung des Westernblots

NBT-LAsung
4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 754
(NBT)
70 % N,N’-Dimethyl-Formamid 1mL
BCIP-Lésung
5-Bromo-4-Chlor-3-Indylphosphat

50 mg
(BICP)
N,N’-Dimethyl-Formamid (70 %) 1 mL
H2Obidest. 1 mL
Entwicklungslésung
Tris 12,11
NaCl SL 20 mL
MgCl,* 6 H,O 1,02 g
H2Opigest. 800 mL

Durch Zugabe von HCI (1M) pH-Wert auf 9,5 einstellen.
ad 1 L H2Opiest.

3.5 Wasserstoffperoxyd-Nachweis

MES-Puffer (pH 6,5)
2-Morpholinoethansulfonsaure

photl dronsat 1,052 g
(MES)

ad 1 L H2Opiest.
DAB-L6sung (0,1 %)
Diaminobenzidin (DAB) 0,25¢
MES-Puffer 250 mL
stets frisch angesetzt.
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3.6 Extraktion von Nucleinsauren

3.6.1 Extraktion von RNA

Extraktionspuffer
Cetyltrimethylammoniumbromid 20g
(CTAB)

Polyvinylpyrrolidon (PVP) 2049
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 9,3¢g
NaCl 116,88 g

ad 100 mL Hzobidest,
Die Losung wird autoklaviert, anschliel3end

Spermidine 0,5¢
B-Mercaptoethanol 2%
vor Gebrauch zugegeben.

DEPC-H,0

Diethylpyrocarbonat (DEPC) 20 mL

ad 100 mL Hzobidest_

3.6.2 Extraktion von DNA

Fir die Extraktion der DNA wurde das DNeasy Plant Kit (Qiagen, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Anschlie3end erfolgte die Aufreinigung der
Proben mit Hilfe des Wizard DNA Clean Up Systems (Promega, Deutschland).

4 KULTIVIERUNG DER PFLANZEN UND DES PATHOGENS
4.1 Anzucht von Buchensamlingen (Fagus sylvaticaL.)

Die verwendeten Buchensamen stammten aus dem Reifejahr 2002, Herkunft 81010
(Hessen Forst Samendarre, Wolfgang Rodenbacher Chaussee 10, 63457 Hanau).
Das Saatgut wird bei -10° C in luftdichten Kunststoffsacken gelagert. In diesem
Zustand befindet sich das Saatgut noch in der Dormanz und wird deshalb 48 Tage
vor dem Aussaattermin stratifiziert. Die getrockneten und eingefrorenen Bucheckern
wurden aufgetaut und intensiv (bis zu zweimal taglich) angefeuchtet. Fur die
Keimung muss das Saatgut eine Feuchte von 35 bis 40 % erreichen.
Uberschiissiges Wasser muss bei diesem Prozess ziigig abfliesen kdnnen, weshalb
das Saatgut in Plastikschalen mit Vermiculit ausgelegt und bei 3-5° C im Kuhlschrank
inkubiert wurde. Das keimende Saatgut wurde in ,root trainer” mit sterilem Vermiculit
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Uberfiihrt und unter zusétzlicher Belichtung (70 pmol m? s™) bei 20° C bis zur
weiteren Verwendung kultiviert.

4.2 Anzucht von Buchensamlingen fur ein , Split-root-System*

Nach erfolgreicher Stratifizierung und Keimung des Buchensaatgutes wurde die
Spitze der Keimwurzel (ca. 2 cm) unter sterilen Bedingungen entfernt (s. Abb. 2).
Diese Methode basiert auf dem Prinzip, dass die primare Wurzelspitze, die den
hochsten Cytokiningehalt aufweist, entfernt wird und dadurch die Dominanz der
Hauptwurzel unterbindet und die Induktion von Seitenwurzeln ermdglicht wird (Taiz
und Zeiger, 2000). Die gewonnenen Buchensamlinge wurden in ,root trainer” mit
Vermiculit Gberfiihrt und unter zusatzlicher Belichtung (70 pmol m™? s™) bei 20° C bis
zur weiteren Verwendung kultiviert.

A

Abbildung 2: Induktion von Seitenwurzeln an Buchensémlingen: (A) Saatgut mit
Keimwurzel ca. 2 cm; (B) Sterilisierung; (C) Entfernung der Keimwurzelspitze, (D)
Buchensémling mit induzierten Seitenwurzeln.
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4.3 Phytophthora-Kultur und Sporangien- bzw. Zoosporengewinnung

Fiar alle Infektionsversuche wurden Kulturen von Phytophthora citricola (Isolat Bu
137/7TN - Mykothek Fachgebiet Pathologie der Waldbaume - TUM) verwendet. Die
Kultivierung des Pathogens erfolgte auf Gemusesaft- oder Karottensaftagar bei
18° C im Brutschrank (s. Il. 2). Fur die Erhaltung der Kultur wurden in regelmafiigen
Abstanden mit P. citricola Uberwachsene ,Agarplugs” unter sterilen Bedingungen auf
frische Agarplatten Ubertragen.

Um die Sporangienbildung zu induzieren, wurden mehrere Agarplatten mit P. citricola
beimpft und bei 18° C fur 3 Tage im Brutschrank kultiviert. Nach dieser Zeit wurden
die Platten flr 4 bis 5 Tage mit sterilem H,Ogest. Uberschichtet, um die Nahrstoffe aus
dem Agar zu lésen. Das Wasser wurde taglich 2-3 mal gewechselt. Um eine
erfolgreiche Sporangienbildung zu bekommen, wurden die Platten erneut fur 5 bis 10
Tage mit sterilem HyOqest. Uberschichtet. Teilweise wurde das Wasser 24 Stunden vor
Inokulation durch Wurzelexsudate von Buchensamlingen ersetzt, um die
Sporangienbildung verstarkt zu férdern. Nach erfolgter Sporangienbildung wurde der
Deckel der Petrischale zur Sauerstoffzufuhr gedffnet und fur 30 min im Kihlschrank
bei 4° C inkubiert, um so die Entlassung der Zoosporen aus den Sporangien
anzuregen. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen.

4.3.1 Direkte Bestimmung der Zoosporenzahl mit Hilfe einer Thomakammer

Die Thomakammer besteht aus 400 Kleinquadraten mit je 0,05 mm Kantenlange. 16
Kleinquadrate bilden ein GroRquadrat. Die Flache eines Kleinquadrates misst
0,0025 mm?, die eines GroRquadrates 0,04 mm?2. Uber jedem Kleinquadrat befindet
sich ein Volumen von 0,00025 mm?3, Uber jedem GroRRquadrat 0,004 mm?3. Das
Deckglas wird aufgelegt, am Rande fest auf den Objekttrager gedrtckt und bei einer
100fachen VergroRerung lokalisiert. Es werden vier Gro3quadrate in der Diagonalen
ausgezahlt und daraus wird die Zahl der Zoosporen pro Milliliter mit Hilfe folgender
Formel berechnet:

Zahl der Zoosporen pro Gro3quadrat x 10°
4

Zoosporen mL™" =

Die Zahlung der Zoosporen in den vier Gro3quadraten erfolgte mindestens funfmal.

4.4 Phytophthora Kulturfiltratgewinnung

P. citricola wurde in flissigem M1-Medium kultiviert (s. Il. 2). Das Medium wurde zu
je 75 mL in Erlenmeyerkolben gefillt und jeder Kolben wurde mit 10 Agarplugs mit 5
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mal 5 mm Kantenlange von 6 bis 7 Tage alten P. citricola Kulturen entnommen und
Uberimpft. Als Kontrolle wurden Agarplugs ohne Pathogen verwendet. Die Kolben
wurden 9 Tage im Dunkelraum bei ca. 20° C auf einem horizontalen Schuttler bei
150 U min™ inkubiert.

Nach 9 Tagen Inkubation wurde das beimpfte M1-Flissigmedium zunachst durch
einen Papierfilter abfiltriert und anschlielend durch eine 5,0 um- und letztlich durch
eine 0,2 ym- Membran filtriert. Das Kulturfiltrat wurde zur weiteren Verwendung bei
-25° C aufbewahrt.

5 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DER PROTEIN- UND
ZUCKERKONZENTRATIONEN

5.1 Bestimmung des Proteingehalts

Zur Bestimmung des Proteingehaltes im Phytophthora-Kulturfiltrat wurde die
Methode nach Bradford (1976), verwendet. Als Referenz wurde Rinderserumalbumin
(BSA 100 mg mL™) in einer Konzentrationsreihe von 0 bis 12,5 ug mL™ verwendet,
um so die unbekannten Proteingehalte zu ermitteln. Folgende Ubersicht zeigt den
Ansatz fur 1 mL Probenvolumen:

BSA [uL] Probe [uL] H2Opigest. [UL] Bradford-Reagenz [uL]

BSA-L6sung X - 800 - x 200
Nullwert - - 800 200
Probe - X 800 - x 200

Die Proben wurden kurz gemixt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Messung am Photometer erfolgte bei 595 nm. Bei allen Proben wurde eine Dreifach-
Bestimmung durchgefuhrt.

5.2 Zucker-Analytik
5.2.1 Anthron-Test

Der Kohlenhydratgehalt im Phytophthora-Kulturfiltrat wurde mittels Anthron-Reagenz
bestimmt (s. Il. 3.1). Als Referenz wurde Glucose in einer Konzentrationsreihe von 0
bis 200 ug mL" verwendet. Folgende Ubersicht zeigt den Ansatz fir 1 mL
Probenvolumen:
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Glucose [uL] Probe [uL] H2Opigest. [UL] Anthron-Reagenz [uL]

Glucose-L6sung X - 200 - x 800
Nullwert - - 200 800
Probe - X 200 - x 800

Die Proben wurden kurz gemixt und 7 min bei 100° C erhitzt. Nach dem Abkuhlen
konnte die Extinktion der gelbgriinen Losung bei 578 nm photometrisch gemessen
werden. Bei allen Proben wurde eine Dreifach-Bestimmung durchgefuhrt.

5.2.2 Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC)
5.2.2.1 Bestimmung des Zuckergehaltes des Phytophthora-Kulturfiltrates

Vor dem Auftrag auf die HPLC wurden die Proben durch einen 0,2 pym Nylon-
membranfilter filtriert. Die Proben wurden bis zur weitern Analyse bei -25° C
aufbewahrt. Je 20 ul des Kulturfiltrates wurden an der HPLC, bestehend aus einer L
6200/A Pumpe (Hitachi, Deutschland), einer HPX-87C Aminex-Saule (Bio-Rad
Deutschland) und einem RI-Monitor 1755 Refraktionsindexdetektor (Bio-Rad
Deutschland) bei 85° C aufgetrennt. Als Laufmittel diente entgastes HyOpigest. Die
Flussrate betrug wahrend der Messungen konstant 0,6 mL min™. Vor Messung der
Proben wurde die HPLC-Saule anhand der Retentionszeiten  mit
Konzentrationsreihen von Glucose-, Fructose-, Xylose-, und Saccharose-
Standardlésungen (0,2; 0,4 und 0,6 mg L'1) kalibriert.

5.2.2.2 Bestimmung des Zuckergehaltes des Pflanzenmaterials

Die Blatt- und Wourzelproben aus Infektionsversuchen wurden 24 Stunden
gefriergetrocknet und anschlieRend in einer Kugelmiihle fir 2 min bei 7000 U min™
zu Pulver gemahlen.

Fir die Bestimmung des Zuckergehaltes in den Proben wurden jeweils 20 mg des
Pulvers extrahiert. Zu jeder Probe wurde 1,0 mL HyOpigest zugegeben und im
Reaktionsgefall-Schuttler fir 10 Sekunden gemischt. Das Gemisch wurde bei 80° C
im Wasserbad fur 10 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben bei 12500 g
min™ fir 4 min zentrifugiert, und etwa 900 pL des Uberstandes in ein 2 mL
Reaktionsgefal® dberfuhrt. Daraufhin wurde die Extraktion mit je 0,5 mL H2Opigest
zweimal wiederholt. Die Inkubationszeit im dritten Schritt betrug nur noch 5 min.
AbschlieRend wurde der Uberstand fiir 4 min bei 12500 g min™" zentrifugiert und in
ein neues 2 mL Reaktionsgefal® uUberfuhrt. Der Extrakt wurde bis zur weiteren

Analyse bei -25° C aufbewahrt. Die Messungen wurden, wie in 1I-5.2.2.1
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beschrieben, durchgefihrt. Zur Kontrolle der Extraktion und der Messergebnisse
wurden Mischproben aus Buchenblattmaterial (Blumenrother et al., 2007) als
Referenz mitextrahiert und analysiert.

6 GEWINNUNG, CHARAKTERISIERUNG UND AUFREINIGUNG VON PROTEINEN
AUS ROHEM KULTURFILTRAT VON PHYTOPHTHORA CITRICOLA

6.1 Flissigkeitschromatographie (FPLC)

Fur die Aufreinigung der Proteine, die von P. citricola in das Kulturfiltrat abgegeben
werden, wurde eine Gelfiltration verwendet. Die Verwendung einer HiPrep 16/60
Sephacryl S-100 High Resolution (Amersham, Schweden) Gelfiltrationssaule
ermdglicht die Auftrennung und die Bestimmung der Molekulargewichte nativer
Proteine im Bereich von 1 bis 100 kDa anhand von Standardproteinen. Die Saule
wurde mit Laufpuffer equilibriert. Das gewonnene P. citricola-Kulturfiltrat (s. 1l. 4.4)
wurde zuerst 20fach aufkonzentriert und bei 4° C 24 Stunden gegen HyOgest.
dialysiert, lyophilisiert und in entsprechenden Probenpuffer aufgenommen. Je 2 mL
Probe wurde auf die Gelfiltrationssaule bei einer Flussrate von 0,5 mL s
aufgegeben (s. II. 3.2).

Pro Lauf wurden 30 5 mL-Fraktionen aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung
bei -25 ° C aufbewahrt.

Das Ausschlussvolumen wurde experimentell durch Aufgabe von Dextran Blue
bestimmt. Eine Kalibrierungsgerade zur Bestimmung unbekannter Molekulargewichte
wurde mit Hilfe von Proteinstandards erstellt.

Die Retentionszeiten (Kay) der Standardprotein-Peaks wurden mit folgender Formel
verrechnet:

Ve = Elutionsvolumen Protein

V:= Gesamtvolumen Saulenmatrix

V, = Ausschlussvolumen

Bei optimaler Trennleistung der Saule ergeben die K,-Werte, aufgetragen gegen
den Logarithmus der Molekulargewichte, eine lineare Funktion (y= -0,1831x +
2,2196, R2=0,87). Die Molekulargewichte der unbekannten Proteine in der
aufgetragenen Probe wurden durch Einsetzen ihrer K,-Werte in die
Geradengleichung ermittelt.
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6.2 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die Proteine, die von P. citricola ins Kulturfiltrat abgegebenen werden,
darzustellen, wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese unter denaturierten
Bedingungen (SDS-PAGE) verwendet. Als Matrix fur die elektrophoretische
Auftrennung der Proteine dienten Tris-Glycin-Gele als 4 %ige Sammel- bzw.
12,5 %ige oder 15 %ige Trenngele (Ladmmli, 1970). Tris-Tricin-Gele wurden als
4 %ige Sammel- und 16,5 %ige Trenngele verwendet (Schagger und von Jagow,
1987) (s. 1. 3.3.1 und Il. 3.3.2).

Die Elektrophorese wurde jeweils mit (8 x 5,5 x 0,075 cm) Gelen in einer Mini-
PROTEAN Il Apparatur (Bio-Rad, Deutschland) durchgefihrt. Die bei der
Elektrophorese verwendeten Proben wurden zuerst bei 4° C 24 Stunden gegen
H2Ogest. dialysiert, lyophilisiert und in Probenpuffer (s. Il. 3.3.1 und Il. 3.3.2)
aufgenommen. Die Probentaschen mit 25 yL Volumen wurden mit maximal 15 pL
Probe beflillt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstarke von 30 mA pro
Gel.

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine entweder direkt angefarbt (s. Il. 6.4)
oder mittels Westernblot (s. Il. 6.5) auf eine PVDF-Membran transferiert.

Die Molekulargewichte der angefarbten Proteinbanden konnten mit Hilfe der
aufgetragenen Standards errechnet werden (s. Il. 6.6).

6.3 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung dient zur Charakterisierung der im Kulturfiltrat von P.
citricola befindlichen Proteine anhand ihres isoelektrischen Punktes. Fur die
Auftrennung der Proteine wurden 5 %ige native Acrylamidgele angefertigt (s. Il
3.3.3). Die Proben wurden bei 4° C 24 Stunden gegen H;Ogqest. dialysiert, lyophilisiert
und in dem entsprechenden Probenpuffer (s. Il. 3.3.3) aufgenommen. Die
Fokussierung wurde bei einem steigenden Spannungsgradienten von 100 V (15
min), 200 V (60 min), 300 V (45 min) bis 400 V (30 min) durchgeflihrt. Die Proteine
wurden im Anschluss mittels Silbernitratfarbung lokalisiert (s. 1. 6.4.1).

Die isoelektrischen Punkte der angefarbten Proteinbanden konnten mit Hilfe der
aufgetragenen Standards kalkuliert werden (s. Il. 6.6).
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6.4 Farbung der Polyacrylamidgele
6.4.1 Silbernitratfarbung

Die SDS-Tris-Glycin-, Tris-Ticin- und IEF-Gele wurden einer Silbernitratfarbung
unterzogen; diese erfolgte modifiziert nach Blum et al. (1987). Folgende Ubersicht
zeigt den Verlauf der Farbung:

1. Fixieren Fixierlosung >1h

2. Waschen Waschldsung 2 x5 min
H2Opidest. 3 x 3 min

3. Farben Silbernitratidsung 30 min

4. Waschen H2Opigest. 30s

5. Entwickeln Entwicklungslosung 10 min

6. Stoppen Stopplésung 10 min

7. Waschen H2Opidest. 3 x 3 min

8. Entfarben Entfarbelosung 5 min

9. Waschen H2Opidest. 5 x 3 min

10. Wiederholung der Schritte drei bis sieben.

Die Lésungen wurden wie in Il. 3.4 beschrieben, hergestellt.
6.4.2 Coomassie-Farbung

Zur Farbung der Polyacrylamidgele wurde die Coomassie-Farbung nach Neuhoff et
al. (1988), verwendet. Der Ablauf der Farbung ist in folgender Ubersicht dargestellt:

1. Fixieren Fixierldsung >1h

2. Waschen Waschlosung 1h

3. Entwickeln Entwicklungslésung >3h

4. Entfarben Entfarbeldsung 3 x 30 min
5. Waschen H2Opidest. 30 min

Die Losungen wurden wie in Il. 3.4.2 beschrieben, hergestellt.
6.5 Westernblot
6.5.1 Proteintransfer

Nach der Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE werden diese auf eine
Membran transferiert. Dazu werden das Gel und die Membran zwischen zwei in
Blottingpuffer getrankte Filterpapierschichten gelegt, die ihrerseits Kontakt mit den
beiden Elektroden haben. Durch Anlegen einer Spannungsquelle werden die
geladenen Proteine aus dem Gel auf die Membran transferiert.
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Sechs Filterpapiere (9,3 x 5,9 cm) wurden kurz in Blottingpuffer gebadet und auf die
untere Elektrode aufgelegt. Die PVDF-Membran wurde zunachst mit Methanol
angefeuchtet, ebenfalls kurz in Blottingpuffer getrankt und auf die Filterpapiere
gelegt. Das Gel wurde zunachst kurz in Blottingpuffer inkubiert und danach auf der
Membran positioniert. Schliel3lich wurden sechs kleine Filterpapiere (8,3 x 5,6cm) in
Blottingpuffer getrankt und auf das Gel aufgelegt, so dass sie weder die Membran
noch die unteren Filterpapiere beruhrten. Zuletzt wurde die obere Elektrode aufgelegt
und durch Anschlieien an eine Spannungsquelle 60 min bei einer konstanten
Stromstarke von 36,6 mA pro Gel geblottet (s. II. 3.3.4).

6.5.2 Antikdrpermarkierung und Entwicklung der Westernblots

Fur die spezifische Detektion der Elicitine mittels Antikorper wurden die Proteine aus
dem Kulturfiltrat von P. citricola auf eine PVDF-Membran transferiert und zunachst
mit einem primaren Antikorper aus Kaninchen gegen a-Cryptogein markiert, der
wiederum mittels eines sekundaren Antikdrpers aus Ziege abgegriffen wird. An den
sekundaren Antikorper ist eine alkalische Phosphatase gekoppelt, welche unter
Zugabe von BCIP (s. Il. 3.4.3) eine enzymkatalysierte Reduktion von NBT bewirkt.
Dies wird als blaues Prazipitat sichtbar. Antikdrpermarkierung und Entwicklung der
Blots sind in folgender Ubersicht dargestellt:

1. Waschen TBS 5 min

2. Proteinsattigung TBS-BSA 1h

3. Antikorpermarkierung a-Cryptogein-Antikorper 1h

Dazu Parafilm auf eine Glasplatte spannen, Blot auflegen und am 3D-
Schuttler unter langsamem Schwenken o-Cryptogein-Antikdrperldsung
mit der Pipette vorsichtig auftropfen, bis der Blot ganz benetzt wird. Nach
Inkubationszeit Lésung entnehmen und zum nochmaligen Gebrauch

einfrieren.

4. Waschen TBS-T 3 x5 min

5. Antikorpermarkierung Sekundarer Antikorper 1h

Gleiches Verfahren wie bei Schritt 3

6. Waschen TBS-T 3 x5 min
TBS 5 min

7. Entwickeln Entwicklerlosung 30 bis 120 s

8. Waschen TBS 5 min
H2Obidest. 5 min

Blots bei Raumtemperatur trocknen lassen und bei 4° C im Kuhlschrank
bis zu Auswertung aufbewahren.
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6.6 Auswertung von Polyacrylamidgele

Die Molekulargewichte bzw. isoelektrischen Punkte der unbekannten, angefarbten
Proteinbanden, wurden anhand von Proteinmarkern mit Hilfe ihrer relativen Mobilitat
bestimmt. Die relative Mobilitat (R¢) der Standardproteine wurde mit folgender Formel
errechnet:
R - M1

M2
M1= Lauffront der Proteinbande
M2= Lauffront von Bromphenolblau
Bei optimaler Trennung der Standards auf dem Gel ergeben die RrWerte,
aufgetragen gegen den Logarithmus der Molekulargewichte, eine lineare Funktion.
Da das jeweilige Bandenmuster auch von Laufbedingungen, der Probe und der Gel-
zusammensetzung abhangt, sind die kalkulierten Werte mit Schwankungen behaftet.

6.7 Enzymaktivitat verschiedener Hydrolasen

Zur weiteren Charakterisierung der Proteine, die von P. citricola ins Kulturfiltrat
abgegeben werden, als auch nach der FPLC-Aufreinigung in dem fraktionierten
Kulturfiltrat zu finden sind, wurden die jeweiligen Proben auf ihre hydrolytische
Enzymaktivitat getestet. Zuvor wurden die Proben bei 4° C 24 Stunden gegen
H2Ogqest. dialysiert, lyophilisiert und in Citratpuffer 0,5 M pH 6,0 aufgenommen. Alle
Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Karin Pritsch - Institut fur
Bodendkologie - Helmholtz Zentrum Munchen, durchgefiihrt. Als Referenz wurden
4-methylumbelliferone (MU) markierte Fluoreszenzsubstrate in einer
Konzentrationsreihe von 0 bis 500 pmol MU verwendet. Die Aktivitaten far
Cellobiohydrolase (40 min), Chitinase (20 min), Glucuronidase (60 min), a-
Glucosidase (60 min), B-Glucosidase (20 min) und Xylanase, (60 min) mit
entsprechender Inkubationszeit, wurden in einen Mikrotiterplattenansatz nach Pritsch
et al. (2004) und Courty et al. (2005) in einer Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer mit einem Mikrotiterplatten-Leser (Varian, Australia) bei 360 nm
Anregung (Excitation) und bei 450 nm Emission erfasst.
P (pmol)— S (pmol)
Zeit (min) j
Geradesteigung

MU (pmol min™) = [

P= Freigezetztes MU pmol™ in Proben des P. citricola Kulturfiltrates
S= Freigezetztes MU pmol™” des Substrats
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7 ERFASSUNG VON OKOPHYSIOLOGISCHEN PARAMETERN
7.1 Wasseraufnahme und Wasserpotential

Die Wasseraufnahme wurde sowohl bei den Biotests mit verschiedenen Fraktionen
des P. citricola-Kulturfiltrats, als auch bei den Infektionsversuchen durch Wiegen der
Versuchsgefalle ermittelt. Aus den Differenzen der einzelnen Werte wurde die
tagliche, sowie die gesamte Wasseraufnahme der Blatter bzw. der Samlinge
bestimmt.

Die Messung des Wasserpotentials wurde an Buchensamlingen nach dem
Druckkammerverfahren nach Scholander et al. (1965) ermittelt. Dazu wurden die
Buchensamlinge mit Hilfe eines Skalpells oberhalb des Hypokotyls abgetrennt. Die
Messung des Wasserpotentials erfolgte jeweils um die Mitte der Photoperiode.

7.2 Gaswechsel- und Chlorophyll-Fluoreszenz

Die Gaswechselmessungen wurden sowohl bei Behandlungsansatzen mit
verschiedenen Fraktionen des P. citricola-Kulturfiltrats, sowie bei
Infektionsversuchen an Buchensamlingen unter Verwendung eines CQP 130i
CO2/H,0-Porometers (Walz, Deutschland) und eines BINOS 100 Gasanalysegerates
(Leybold-Heraeus, Deutschland) bei gegebener PAR von 250 pmol m? s™ sowie mit
dem LI-6400 Gerat (LI-COR, USA) bei gegebener PAR von 150 pmol m? s™,
bestimmt. Die Lufttemperatur wurde automatisch auf 20° C eingestellt. Die relative
Luftfeuchtigkeit in der Blatt-Messkammer wurde auf 35-45 % manuell eingeregelt.
Bei Tabakblattern wurde die Messung bei gegebener PAR von 500 pmol m? s™ mit
dem 130i CO,/H,0-Porometer und BINOS 100 Gasanalysegerat erfasst.

Die Chlorophyllfluoreszenzmessungen wurden an dunkel- und lichtadaptierten
Blattern von Tabak und Buche durchgefuhrt. Die Messung der Chlorophyll-
Fluoreszenz erfolgte mit dem Mini-PAM Chlorophyll Fluorometer (WALZ,
Deutschland) nach Schreiber (1997) und Maxwell und Johnson (2000).

8 MAKROSKOPISCHE UND MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN
8.1 Visuelle Beobachtungen

Die Entwicklung der Schadsymptome an Blatter (Chlorosen, Nekrosen, Welke) und
an Wurzeln der Versuchsansatze wurde Uber mehrere Tage mittels einer
Digitalkamera aufgenommen.
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8.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Fur die histologische Untersuchung der infizierten Buchensamlinge wurden Proben
aus unterschiedlichen Bereichen der Pflanze entnommen. Dazu wurden Samlinge,
die bereits leichte Symptome am Blattrand aufwiesen, ausgewahlt. Mit Hilfe eines
Skalpells wurden 0,5 cm Probe aus den verschiedenen Gewebe-Abschnitten der
Pflanze gewonnen.

Die Dauerpraparate fur die Transmissionselektronenmikroskopie, sowie die
Aufnahmen wurden nach Brummer et al. (2002) in Zusammenarbeit mit Prof. Dr.
Fromm, Institut fur Holzforschung - Technische Universitdt Mudnchen (TUM)
hergestellt. Die TEM-Bilder wurden unter Verwendung eines Elektronenmikroskops
(EM 10 C, Zeiss, Deutschland) mit integrierter Kamera auf Spezialfotopapier
(Scientia EM-Film, Agfa) aufgenommen.

9 NACHWEIS UND QUANTIFIZIERUNG VON DNA AUS PHYTOPHTHORA
CITRICOLA

9.1 Probennahme

Die infizierten Buchensamlinge bzw. die Kontrollpflanzen wurden entnommen und
leicht abgetupft, um Uberschissiges Wasser zu entfernen. Mit Hilfe eines Skalpells
wurden Epikotyl, Hypokotyl, Blatter und Wurzeln, getrennt und in 2 mL
Reaktionsgefalle eingewogen, umgehend in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80 ° C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

9.2 DNA-Extraktion

Fur die DNA-Extraktion wurden die Wurzelproben infizierter und nicht-infizierter
Buchensamlinge unter flissigem Stickstoff mit einer Kugelmihle MM2 (Retsch,
Deutschland) homogenisiert und anschlieBend lyophilisiert. Nach Einwaage von
20 mg Pflanzenmaterial wurde fir die Extraktion der DNA das DNeasy Plant Kit
(Qiagen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet. Anschliefend
erfolgte die Aufreinigung der Proben mit Hilfe des Wizard DNA Clean Up Systems
(Promega, Deutschland).

Die Proben (je 100 ul DNA-Extrakt) wurden tiefgefroren und spater fur die PCR
verwendet (s. Il. 9.4).
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9.3 UV-Quantifizierung isolierter DNA und RNA

Die Konzentration und Reinheit von DNA bzw. RNA wurde bei 260 nm und 280 nm
photometrisch bestimmt. Eine Extinktion von 1 bei einer Wellenlange von 260 nm
(E260) entspricht etwa 50 ug DNA mL™" bzw. 40 yg RNA mL™". Nach Einrechnen der
Verdunnungsfaktoren erhalt man die DNA- bzw. RNA-Konzentration in ug mL". Die
Reinheit der isolierten DNA bzw. RNA kann durch Bildung des Quotienten aus Eg
zu Egygo erfolgen, da bei 280 nm etwaige Verunreinigungen durch Proteine oder
Phenole aufgrund der Absorption von Aromaten detektiert werden kdnnen. Das
Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.

9.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Der Nachweis von P. citricola-DNA im Gewebe der infizierten Buchensamlinge
sowie aus reinem Phytophthora-Myzel wurde mit spezifischen Primern nach
Schubert et al. (1999) durchgefuhrt. Diese Primer markieren einen DNA-Abschnitt
von 711 Basenpaaren. In der folgenden Ubersicht ist der PCR-Ansatz fiir 25 pL
Probenvolumen dargestellt:

[WL]
PCR-Puffer (10-fach, 15 mM MgCl,) 2,5
dNTPs (je 5 mM) 0,5
Primer CITR 1 (5-TCTTGCTTTTTTTGCGAGCC-3’)
(10 M) 0%
Primer CITR 2 (5'-CGCACCGAGGTGCACACAAA-3’)

0,5
(10 uM)
Tag-Polymerase (5 U mL™) 0,25
Autoklaviertes HzOpigest. 19,25
Probe 1,0

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler (Biometra, Deutschland)
durchgefuhrt. Fur die P. citricola-spezifischen Primer CITR 1 und CITR 2 wurde
folgendes Programm verwendet:

Schritt  Temperatur [° C] Dauer Zweck

Denaturierung der DNA und Aktivierung
der Hot Star Tag-Polymerase

62 30s Hybridisierung
72 1 min Verlangerung

1 95 15 min

W N
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4 94 30s Denaturierung der DNA
5 62 30s Hybridisierung
6 72 1 min Verlangerung
7 72 5 min Finale Verlangerung
8 4 Abkuhlung
Schritte vier bis sechs werden 34 mal wiederholt (insgesamt 35 Zyklen)

9.5 Quantitative PCR (qPCR)

Die quantitative Bestimmung der P. citricola-DNA in den infizierten Buchensamlingen
erfolgte nach Béhm et al. (1999). In der folgenden Ubersicht ist der quantitative PCR-
Ansatz fur 25 yL Probenvolumen dargestellt:

(L]
Absolute QPCR Rox Mix (2-fach) 12,5
Primer P5 (5-TCAACCCTTTTAGTTGGGGGTC-3’) (10 uyM) 0,75
Primer P6 (5-TTTAAAACAAAAAGCTACTAGCCCAGAC-3)
(10 uM) 0,75
Sonde F3 (5-CTTTTTTTGCGAGCCCTATCATGGCGAp-3) 05
(10 pM) ’
Autoklaviertes HoOpigest. 5,5
Probe 5,0

Die Sonde F3 war an 3’-Ende mit Fluoreszenzfarbstoff FAM, am 5-Ende mit dem
Fluoreszenzquencher TAMRA markiert. Die Reagenzien bis auf die Probe wurden
gut gemischt. Jeweils 20 uL der Mischung wurden in eine Vertiefung einer 96-Well
Platte eingegeben und die Probe dazugegeben (je drei Wiederholungen). Die
Detektion der Fluoreszenz und Berechnung der Ausgangsmenge von P. citricola-
DNA in den Proben wurde mit dem ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied
Biosystems, Deutschland) durchgefihrt. Dazu wurde folgendes Programm
verwendet:

Schritt  Temperatur [° C] Dauer Zweck
, Denaturierung der DNA und Aktivierung
1 9 15 min der Hot Star Tag-Polymerase
2 62 1 min Hybridisierung
3 94 15s Denaturierung der DNA

Schritte zwei bis drei werden 35 mal wiederholt

Durch den Sequence Detector wird die Menge der Pathogen-DNA in ng DNA mL”
Probenextrakt angegeben. Als Berechnungsgrundlage hierfur wird der Beginn des
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Fluoreszenzanstiegs in einer Probe (C-Wert) linear mit dem dekadischen
Logarithmus der DNA-Menge einer Eichreihe korreliert. Die in den Buchen
vorhandene P. citricola-DNA [ng mg'1 TG] wurde anschliefend mit Hilfe folgender
Formel berechnet:

]_ Berechnete Konzentration DNA [ng mL" DNA - Extrakt]

P. citricola— DNA [ng mg~' TG :
10 x Einwaage [mg ]

10 REVERSE TRANSKRIPTION UND BESTIMMUNG DER GENEXPRESSION IN
INFIZIERTEN BUCHENSAMLINGEN

10.1 Probenahme

Die infizierten Buchensamlinge bzw. die Kontrollpflanzen wurden wie in Il. 9.1
beschrieben enthommen und aufbewahrt.

Die Blatt- und Wurzelproben aus dem Infektionsversuch wurden unter fliissigem
Stickstoff in einer Kugelmuhle homogenisiert und je 100 mg bis 300 mg der
tiefgefrorenen Probe wurde in ein 2 mL Reaktionsgefald uberfuhrt.

10.2 RNA-Extraktion

Jede Probe wurde mit 1 mL Extraktionspuffer (65° C) (siehe 1I-3.6) versetzt und
gemischt. Die Proben wurden bei 65° C im Wasserbad fir 10min inkubiert.
Anschlieend wurden 100 uyL Resin Phytopure (Biosciences, Deutschland) zu den
Proben gegeben und mit einem ReaktionsgefalR-Schuttler fur 10 Sekunden gemischt.
500 pL des Extraktionspuffers (-20° C) wurden den Proben zugegeben und nochmals
fur 10 Sekunden gemischt. Die Proben wurden danach auf einem Schiuttler fir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend bei 4° C und 15000 g, fur
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 uL Reaktionsgefal
uberfuhrt. Daraufhin wurde die Extraktion wie oben beschrieben ein zweites Mal
wiederholt. Die Uberstande der ersten und zweiten Extraktion wurden vereinigt und
mit 500 uL Isopropanol (4° C) vermischt. Die Proben wurden fur 60 min auf Eis
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben wieder bei 4° C und 15000 g
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen.

Das entstandene Pellet wurde in 26,5 yL DEPC-H,0 angel6st. Zu jeder Probe wurde
3,5 uL DNase | (Thermo Scientific) gegeben, und fir 15 min bei 37° C im Wasserbad
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben mit 100 pl Isopropanol
gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Proben bei 4° C und
15000 g fir 10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Das so entstandene Pellet wurde mit 1 mL Ethanol (70 %) und anschlieBend erneut
mit 500 yL Ethanol (70 %) zweifach gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden
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die Proben bei 4° C und 15000 g, fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde gefriergetrocknet und in 50 yL DEPC-H,0 angel6st. Die
Extrakte wurden zur weiteren Verwendungen bei -80° C aufbewahrt.

10.3 cDNA-Synthese

Zur Analyse der Genexpression wurden unter der Verwendung von Reverse-iT™ 1st
Strand Synthesis Kit (ABgene, Deutschland) die komplementare DNA (cDNA) der
zuvor extrahierten RNA aus Blattern und Wurzeln synthetisiert. Dazu wurden 2 pL
des RNA-Extraktes mit 1 pL oligo dT-Primern (500 ng uL™") versetzt und mit DEPC-
H>O auf 12 pL aufgefillt. Die Ansatze wurden dann flr 5 min bei 70° C in einem
Thermo-Cycler inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 4 uL ,5x first strand synthesis Puffer’ (2 yL 5 mM dNTP’s, 1 uL Reverse-
iT™ RTase Blend und 1 yL 100 mM DTT), wurden die Ansatze fiir 50 min bei 47° C
inkubiert. AnschlieRend fand die Inaktivierung der reversen Transkriptase durch eine
10mindtige Inkubation bei 75° C im Thermo-Cycler statt.

10.4 Bestimmung der Genexpression

Die Real-time gPCR wurde fur folgende Gene unter Verwendung spezifischer Primer
durchgefuhrt.

Gen Primer-Sequenz

ACO Fw 5-CTG GTG GGA TCA TCT TAC TC-3
Rv 5’-CAA TAG AAT GGC GCA TAG GG-3’

ACS1 Fw 5-GGT CTT CAC TGA AGGTCT TG-3’
Rv 5-CTG CTC TTT GAG TAG GTG AC-3’

ACS?2 Fw 5’-TCC AAA CCG CAT AGT CATGG-3’
Rv 5-TGG TGAGGG CACAAG AAA AG-3

Aquaporin Fw 5’-CGG TGC TGT GAA AGC TCT TG-3’
Rv 5’-TTC CCA GCA AAA ACC ATG AAG-3

COMT Fw 5’-AAC AAT GGC ATG GCT GGT CT-3
Rv 5-CCA CCA CCA ACA TCA ATC AAT G-3

RbeL Fw 5’-AGC CAG TTG CTG GAG AAG AA-3

Rv 5'-ATG GTT GGG AAT TCA CGT TC-3’

RbcS Fw 5-ATG ATG GAC GTT ACTGGG TG-3
Rv 5-GGA TAA GTC TTA CTG GCC TC-3
Fw 5'-CCM AAC ACC YTA GAY GAR T-3'

Osmotin Rv 5-GGR CAR AAS AYA ACC YTR TA-3’




35

18s RNA Fw 5-GAA CAA CTG CGA AAG CAT TTG C-3’
Rv 5'-CCT GGT AAG TTT CCC CGT GTT G-3'

Als nicht reguliertes Referenz-Gen wurde 18S ribosomale RNA verwendet.

Die quantitative RT-PCR wurde mit einem ABI PRISM 7700 Sequence Detector
(Applied Biosystems, Deutschland) durchgefiihrt. In der folgenden Ubersicht ist der
RT-gPCR-Ansatz fir 25 yL Probenvolumen dargestellt:

[uL]
Absolute SYBR Green ROX Mix (2-fach) 12,5
Gen spezifischer Primer Fw (10 uM) 1,0
Gen spezifischer Primer Rv (10 M) 1,0
Autoklaviertes H2Opigest. 5,5
Probe 5,0

Far die Genexpressions-Studien wurde folgendes Programm verwendet:

Schritt Temperatur [° C] Dauer Zweck

Denaturierungsphase und

1 95 15 min Aktivierung der Hot Star Tag-
Polymerase

2 95 30s Denaturierung der DNA

3 60 30s Hybridisierung

4 72 1 min Verlangerung

5 72 5 min Finale Verlangerung

Schritte zwei bis vier werden 35 mal wiederholt

Durch Auswertung der Fluoreszenzsignale des Detektor-Farbstoffs SYBR-Green im
Verlauf der PCR-Reaktion mit der ’7700 System Software’ (ABgene) wurde flr jede
untersuchte Probe ein Ct-Wert ermittelt.

Jede cDNA-Probe wurde in 3-facher Wiederholung gemessen, der daraus
resultierende Ct-Mittelwert ging in die nachfolgenden Berechnungen ein.

Die relative Genexpression wurde mit Hilfe des Relative Expression Software Tool
(REST, Version 1.9.12-2005) nach Pfaffl et al. (2002) ausgewertet.

(E )dCt Zielg en(MW Kontrolle—MW Behandlung)
Zielgen

relative Expression =
(E,

)dCt Re ferenzgen(MW Kontrolle—MW Behandlung)
Re ferenzgen

E = Effizienz der PCR-Reaktion
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Die Genexpression untersuchter Gene aus infizierten Buchensamlingen wurde relativ
zu nicht-infizierten Kontrollpflanzen berechnet, um die P. citricola-bedingten Einflisse
im Vergleich zur Kontrolle darzustellen.

11 AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Um nach einer PCR die Nukleinsaure-Fragmente auftrennen zu kénnen, wurden die
Proben auf ein Agarosegel, das mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
versetzt worden war, aufgetragen.

Das Agarosegel wurde nach Anleitung hergestellt und in die mit TBE-Puffer gefullte
Elektrophoreseapparatur (Bio-Rad, Deutschland) tberfuhrt (s. Il. 3.3.5).
AnschlieRend wurden jeweils 10 yL der Proben mit 5 uyL Bromphenolblau vermischt
und in je eine Tasche des Gels eingegeben. Zudem wurde ein Standard mit DNA-
Strangen bekannter Lange aufgetragen. Um ein elektrisches Feld zu erzeugen,
wurde die Apparatur fir 90 min einer Spannung von 80 V ausgesetzt.
Ethidiumbromid-Molekille lagern sich in die Doppelstrange der DNA ein, wodurch
sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verandert und die Fluoreszenz bei
Anregung durch UV-Strahlung stark erhoht wird. Die Lichtintensitat ist dabei
proportional zu der vorhandenen DNA-Menge. Die Auswertung erfolgt durch
Vergleich der Probenbanden mit denen des Standards.

12 BIO-ASSAYS
12.1 Aktivitatstests

Zur Uberpriifung und naheren Untersuchung der biologischen Aktivitat der
extrazellularen Proteine von P. citricola wurden verschiedene Biotests durchgefuhrt.
Die Biotests fanden in einer Klimakammer (York, Deutschland) statt. Es herrschte
eine Kammerbeleuchtung von 250 pmol m? s? PAR. Die Temperatur war auf 25° C
eingestellt und die relative Luftfeuchte betrug 65 %. Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde
den Pflanzen mit einen Photoperiode von 14 Stunden angepasst.

A) Infiltration von Elicitin

Zur Untersuchung der Elicitoraktivitdt wurde das gereinigte Citricolin (1 pg mL™) in
den apoplastischen Bereich von Tabakblattern infiltriert. Dazu wurde ein interkostaler
Bereich eines Blattes ausgewabhlt, in den mit einer Nadel ein kleines Loch gestochen
wurde. Von oben wurde diese Stelle mit einer 1 mL-Spritze ohne Nadel abgedeckt
und gleichzeitig mit einem Finger die Unterseite der durchstochenen Stelle bedeckt.
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Mit leichtem Druck auf die Spritze wurde der Inhalt in den angrenzenden
Intrazellularraum infiltriert. Der infiltrierte Bereich konnte durch vortubergehend
wassrig durchscheinendes Aussehen des Blattes genau bestimmt werden. Durch
mehrfaches Einstechen konnten so gro3e Bereiche des Blattes infiltriert werden.
AnschlieBend erfolgte eine Bonitur der makroskopischen Symptome an
Tabakblattern.

B) Detektion von H,0,

Mit Hilfe von Diaminobenzidin (DAB) kann Wasserstoffperoxid histologisch
nachgewiesen werden. Bei Entstehung von H,O, bildet sich in Verbindung mit DAB
ein braunes Prazipitat im Gewebe, welches wiederum lichtmikroskopisch, nachdem
die Blattpigmente mit Ethanol entfarbt wurden, detektiert werden kann.

Dazu wurde Citricolin (1 ug mL™) in die Interkostalfelder von Tabakblattern der Sorte
Bel W3 infiltriert und stindlich Blattproben entnommen. Die frisch geerntete Probe
wurde in eine Petrischale gelegt und mit einer 0,1 % DAB-L6sung (s. Il. 3.5)
vollstandig bedeckt. Die Petrischale wurde luftdurchlassig verschlossen und in einen
Vakuumexsikkator gestellt. Durch Anschlieen einer Vakuumpumpe wurde ein
Unterdruck erzeugt und fur ca. 20 min aufrechterhalten. Dieser Schritt diente der
vollstandigen Entfernung von Luft aus dem Blattigewebe. Um das Eindringen der
DAB-Lésung in die Pflanzenzelle zu ermdglichen, wurde der Unterdruck abrupt
aufgehoben.

Erfolgreich infiltrierte Blatt-Proben wurden in erwarmtem Ethanol (100 % v/v) entfarbt.
SchlieRlich wurden die Proben unter dem Lichtmikroskop auf eine Braunfarbung
durch das entstandene Prazipitat untersucht.

C) Aufsaugen der Elicitinlésung und von P. citricola - Kulturfiltratfraktionen

Um mdgliche physiologische Effekte von Citricolin auf Buchensamlinge und
Tabakblatter zu untersuchen, wurden Buchensamlinge im Zweiblattstadium oberhalb
ihrer Keimblatter abgeschnitten und mit dem Epikotyl in die zu testende L&sung
getaucht. Analog wurden ganze Tabakblatter an ihrem Stangelgrund von der Pflanze
abgetrennt und in Versuchslésung Uberfihrt. Die entsprechende Behandlungs- und
Kontrolllésung bei Buchen und Tabakblattern wurde dann Uber den
Transpirationsstrom aufgenommen. AnschlieBend wurden Gaswechsel- und
Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen der behandelten Blatter wie in Il. 7.2 dargestellt,
durchgefuhrt.

Analog zu den Citricolin-Biotests, wurde die Beteiligung von anderen moglichen
Proteinen aus P. citricola-Kulturfiltrat an der auftretenden Symptomauspragung an
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Buchenblattern untersucht. Neben den Tests auf biologische Aktivitat der partiell
gereinigten Proteine an im Labor angezogenen Buchensamlingen wurde die Toxizitat
dieser auch an Blattern adulter Baume aus dem Freiland getestet.

12.2 Infektionsversuche

Fur die Infektionsversuche wurden 3 bis 4 Monate alte Buchensamlinge verwendet.
Die Pflanzen wurden nach sorgfaltiger Sauberung der Wurzeln von Resten des
Vermiculit in mit HyOgest beflllte Gefalde Uberflhrt. Fur die Infektionsversuche wurde
ein kunstliches Inokulationssystem entwickelt, wie in Abbildung 3 dargestellt ist.

Die Inokulation der Pflanzen mit P. citricola erfolgte durch eine Zoosporensuspension
oder durch jeweils drei Agarplugs (5 x 5 mm Kantenlange), bei denen zuvor die
Sporangien- bzw. Zoosporenbildung induziert worden war (s. Il. 4.3). Die
Kontrollpflanzen wurden mit sterilen, pathogenfreien Agarplugs versetzt.

Alle Versuchsansatze wurden unter zusétzlicher Beleuchtung (70 pmol m? s™), bei
20° C und etwa 45 % relativer Luftfeuchte durchgefuhrt.

Kunstliches Inokulationssystem
P. citricola |solat BU-137/7N

Agarplugs

Wasserstand

i

I L
10 5§ 3 0 3 5 10
Tage nach Uberimpfung ‘

Zoosporensuspension

abuljwes ajje ajeuo\ ¢ SIq €

(Fagus sylvatica)

Abbildung 3: Darstellung des kiinstlichen Inokulationssystems von Buchensémlingen
mit P. citricola.

Die analysierten Parameter sowie die Anzahl der Behandlungswiederholungen bei
den durchgefiuhrten Versuchen ist in Tabelle 1 dargestellt.
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12.2.1 Split-root-System

Um zu klaren, wie viel Wurzelbiomasse mit P. citricola infiziert sein muss, damit eine
nachhaltige Schadigung bzw. Absterben der Buchenpflanze beobachtet werden
kann, wurde ein ,Split-root-System® etabliert, bei dem das Wurzelsystem so
modifiziert wurde, dass anstelle einer Hauptwurzel mehrere gleichberechtigte
Wurzeln gebildet wurden (s. Abb. 2). Dies ermoglichte die getrennte Untersuchung
einzelner Wurzeln eines Wurzelsystems mit 0 %, 50 % und 100 % Infektion.
Abbildung 4 zeigt das Wurzelsystem eines Buchensamlings durch Trennwande
unterteilt. Der Wasserstand wurde 2,5 cm unterhalb des Wurzelhalses bei allen
Samlingen eingestellt. Bei der 100 % Inokulation wurden die Kammern A und B mit
jeweils drei P. citricola-Agarplugs versetzt (s. Il. 10.2). Bei einer 50 %igen Infektion
des Wurzelsystems wurde nur der Kammer B Inokulum zugesetzt. Die
Kontrollpflanzen wurden mit sterilen, pathogenfreien Agarplugs versetzt. Die Ernte
erfolgte 11 und 13 Tagen nach Inokulation. Dabei wurden zuerst Samlinge geerntet,
die zuvor einen deutlichen Ruckgang der Wasseraufnahme um mindestens 60 % im
Vergleich zu Kontrollen zeigten (s. Il. 12.2, Tab. 1).

Die Probenahme wurde wie in Il. 9.1 beschrieben, durchgefuhrt und die Proben bis
zur weiteren Verarbeitung bei -80° C aufbewahrt.

i _ 1 . Abbildung 4: Inokulation einer
Buchenpflanze im Split-root-
2,50 cm  System mit unterteilten
Kammern.

Wasserstand

| || 10,00cm
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12.2.2 Einfluss des Wasserstandes auf das Ausmalf der Infektion

Um den Einfluss des Wasserstandes auf das Ausmal} der Infektion untersuchen zu
kénnen, wurde ein Infektionsversuch mit zwei unterschiedlichen Wasserstanden als
Behandlung durchgefuhrt. Fir eine Behandlungsvariante wurde der Wasserstand
direkt unterhalb des Hypokotyls eingestellt und fur die andere Variante 2,5 cm
darunter. Die Inokulation wurde mit jeweils drei Agarplugs (5 x 5 mm) pro Samling
durchgefuhrt. Nach Ruckgang der Wasseraufnahme um 60 % wurden die
Buchensamlinge geerntet, in vier Segmente unterteilt (s. Abb. 5) und ihr Gehalt an
Phytophthora-DNA mittels gPCR bestimmt (s. II. 9.3.1).

|

2,50 cm %LSegment 1 ;

-~ B

Segment 3

Abbildung 5: Wasserstand am Wurzelhals (A) und 2,5 cm unterhalb (B). Hypokotyl
und Wurzelsegmente 1-3 wurden mit gPCR analysiert.

12.2.3 Einfluss der Inokulumdichte auf die Infektion

Um den Einfluss der Inokulumdichte auf die Infektion zu untersuchen, wurde eine
Zoosporen-Konzentrationsreihe von P. citricola hergestellt. Die Zoosporengewinnung
wurde wie in Il. 4.3 beschrieben, durchgefuhrt. Die Bestimmung der Zoosporenzahl
wurde mit Hilfe einer Thomakammer ermittelt (s. Il. 4.3.1). Fur die Verdinnungsreihe
diente als Ausgangspunkt eine Suspension von 12,5 x 10° Zoosporen mL™". Als
Behandlungsvarianten wurden Konzentrationen von 102, 10* und 10° Zoosporen mL™”
hergestellt. FUr alle Behandlungsvarianten wurde der Wasserstand direkt unterhalb
des Hypokotyls eingestellt. Die Ernte erfolgte 9 Tage nach Inokulation. Die
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Probenahme wurde wie in Il. 9.1 beschrieben durchgefihrt. Die Proben wurden bis
zur weiteren Verwendung bei -80° C aufbewahrt.

12.2.4 Ethylenmessungen

Um das Maximum der Ethylenbiosynthese der infizierten bzw. Kontrollpflanzen
darzustellen, wurden zwei Systeme etabliert. Die Induktion der Ethylenbiosynthese in
infizierten und nicht-infizierten Buchensamlingen wurde in zwei verschiedenen
Versuchsansatzen detektiert. In beiden Fallen wurden die Buchensémlinge zunachst
in Falcongefalle mit je 50 mL HyOgqest. Uberflihrt und mit je drei Agarplugs einer P.
citricola-Kultur inokuliert, bei der zuvor die Sporangien- und Zoosporenbildung
induziert wurde (s. Il. 4.3). Danach wurden die Ansatze in Glasrohren mit einem
Gesamtvolumen von 250 mL positioniert. Die Glasrohren wurden mit Gummistopfen
gasdicht verschlossen (s. Abb. 6). In Versuchsansatz 1 wurden die Glasréhren
wahrend der gesamten Versuchsdauer nicht gedffnet (= geschlossenes System), in
dem zweiten Versuchsansatz dagegen wurden die Glasréhren taglich zum gleichen
Zeitpunkt fur ca. 30 min direkt nach der Entnahme der Gasprobe beluftet (= offenes
System).

Abbildung 6: Glasréhren mit Kontrollpflanzen und inokulierten Buchensémlingen (A),
Aufsicht auf Glasréhren mit Gummistopfen (B).
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In regelmaRigen Abstanden von jeweils 24 Stunden wurde mit 1 mL-Insulinspritzen
der Luftraum in den Glasréhren durchmischt und daraus anschliefend 1mL
Gasgemisch entnommen. Die Proben wurden in einen Gaschromatographen Varian
3300 (Varian, USA) injiziert und analysiert. Das von den Pflanzen produzierte
Ethylen wurde an Hand von Ethylen-Eichgas (Linde, Deutschland) quantifiziert
(Eichfaktor 244 pmol mL™).

Fir die Berechnung der von jeder Pflanze produzierten Ethylenmenge wurde
folgende Formel verwendet:

Areas xVolumen Luftraum [mL]x Eichfaktor [pmol mL"]

Areas Eichgas x FG

Ethylen [pmol mg~' FG|=

Die Bonitur- und Symptomauswertung erfolgte bei den Ethylenversuchen mit Hilfe
einer Symptomscala, wie in Abbildung 7 dargestelit.

Abbildung 7:
Schematische
Darstellung der
Symptome an
Buchenbléttern bei
Ethylenversuchen.
Symptome
inokulierter
Buchensémlinge
sind in mit roten
Buchstaben
gekennzeichneten
Bildern dargestellt;
(A) Verfarbung der
Blattadern, (B)
Nekrose der
Blattadern, (C)
starke Nekrose
am Blattrand und
(D) Welke mit
starker Nekrose
der Haupt-
Blattadern.
Schwarze
Buchstaben
zeigen die
entsprechenden
Bereiche an
Kontrollblattern
an.
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12.2.5 Infektionsversuch zur anschlieRenden Bestimmung der Genexpression

Fur die Inokulation der Buchensamlinge diente eine Suspension von 14 * 104
Zoosporen mL™". Der Wasserstand wurde direkt unterhalb des Hypokotyls eingestellt.
Es wurden nach 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 und 144 Stunden inokulierte sowie
Kontrollpflanzen entnommen (n=3). Die RNA-Extraktion, cDNA-Synthese und
Genexpressions-Analyse wurden wie in Il. 10 beschrieben, durchgeflihrt. Bei diesem
Versuch wurden zusatzlich nach 120 Stunden Blatt- und Wurzelprobe flir die
elektronenmikroskopische Untersuchung entnommen und entsprechend analysiert
(s. 1. 8.2).

13 STATISTISCHE DATENAUSWERTUNG

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS
13.0 (Leibnitz-Rechenzentrum, Deutschland) durchgefuhrt. Alle Daten wurden auf
ihre Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) getestet.

Um die Mittelwerte zu vergleichen wurde ein t-Test bei unabhangigen Stichproben
verwendet. Um die Varianz zwischen mehreren Gruppen zu vergleichen wurde die
ANOVA (Analysis of Variance) verwendet. Da neben dem Gesamtergebnis aber
auch von Interesse war, welche Gruppen sich signifikant voneinander unterscheiden
(in der Regel nicht jede Gruppe von jeder anderen), wurde zusatzlich der Tukey-Test
als post-hoc-Test durchgefiihrt. Die Korrelation der Daten wurden zweiseitig nach
Person berechnet.

Die Signifikanzgrenzen wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (p<0,05 *
signifikant), 1 % (p<0,01 ** hoch signifikant) und 0,1 % (p<0,001 *** hochst
signifikant) dargestellt.
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I ERGEBNISSE

1 GEWINNUNG, CHARAKTERISIERUNG UND AUFREINIGUNG VON PROTEINEN
AUS DEM KULTURFILTRAT VON PHYTOPHTHORA CITRICOLA

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten verschiedene extrazellulare Proteine, die P.
citricola in das Flussigkulturmedium abgibt, isoliert und charakterisiert werden.
Weiterhin sollte geklart werden, ob diese Proteine mit dem Vorkommen von
typischen Welkesymptomen an Buchenblatter nach einem Befall mit dem Pathogen
beteiligt sind.

Der Auftrag von P. citricola-Kulturfiltrat auf eine FPLC-Saule diente zur Aufreinigung
der Proteine, die in das flissige M1-Medium abgegeben wurden (s. Il. 6.1). Zwei
Hauptfraktionen, A1 und A2, konnten durch diese Methode isoliert werden (s. Abb.
1.1). Die A1-Fraktion beinhaltet Proteine mit molekularen Massen zwischen 12 kDa
und 162 kDa, die A2-Fraktion dagegen wies Proteine mit molekularen Massen
zwischen 2,6 kDa und 11 kDa auf.

Abbildung 1.1: FPLC-
Elutionsprofil der Standards
(210 nm), Blue Dextran
(2000 kDa), Ovalbumin (43
kDa), Cytocrom C (12,3
kDa), Aprotinin (6,5 kDa)
und P. citricola Kulturfiltrat
(210 nm), A1-Fraktion (8 -
14), A2-Fraktion (15 - 20).

Protein [pg 100 pL’]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Fraktionen

- - - - Standards P. citricola Kulturfiltrat

Um die Proteinzusammensetzung der einzelnen Fraktionen darzustellen, wurden
diese auf eine SDS-PAGE aufgetragen. Dabei konnte das Ergebnis der FPLC-
Auftrennung aus Abbildung 1.1 bestatigt werden. Fir die in der A1-Fraktion
enthaltenen Proteine konnten hauptsachlich Proteinbanden mit molekularen Massen
um 78 kDa, 45 kDa, 40 kDa und 18 kDa zugewiesen werden. A2 dagegen
ausschlielich Proteine mit molekularer Masse um 8 kDa. (s. Abb. 1.2)
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Abbildung 1.2: SDS-PAGE 12,5 % Tris-Glycin-Gel der A1-Fraktion (A) und A2-
Fraktion (B) der Gelfiltration vom P. citricola Kulturfiltrat. Molekulargewicht-Standards
(A, B, C und D); 25 ug Gesamtprotein pro Spur; Coomassie-Farbung.

1.1 Aufreinigung des P. citricola-Elicitin ,, Citricolin“ aus rohem Kulturfiltrat

1.1.1 Westernblot und SDS-PAGE der Proteine aus der A2-Fraktion vom P. citricola-
Kulturfiltrat und Immunisierung mit Antikérpern gegen p-Cryptogein

P. citricola ist wie andere Phytophthora-Arten (Ricci et al., 1989) auch in der Lage
Elicitine ins flissige Kulturmedium abzugeben, die als Citricolin beschrieben
(Fleischmann et. al., 2005) wurden.

Koehl (2002) wies in einer Untersuchung mit Elicitinen aus dem Kulturfiltrat von P.
quercina eine Wechselwirkung mit Antikdrper gegen Elicitine von P. cryptogea und P.
megasperma nach.
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Aufgrund dieser Befunde wurden mit einem Westernblot die extrazellular
sezernierten Proteine von P. citricola durch Immunisierung mit AntikGrpern gegen
B-Cryptogein, einem basischen Elicitin von P. cryptogea, getestet.

Nach Auftragung der A2-Fraktionen auf ein Tricin-Gel konnte eine deutliche
Proteinbande mit einer molekularen Masse um 8 kDa detektiert werden, die fur
Phytophthora - Elicitine typisch ist (s. Abb. 1.3 A).

Abbildung 1.3 B zeigt, dass es zu einer Wechselwirkung des Antikorpers gegen -
Cryptogein mit Proteinen der A2-Fraktion kam. Die Proteinbande die nachgewiesen
werden konnte, besitzt eine molekulare Masse um 8 kDa. Ebenfalls konnte in der
gleichen Fraktion eine Proteinbande mit einer molekularen Masse um 25 kDa
detektiert werden. Diese zusatzliche Reaktion konnte eine Trimerisierung des
Elicitins sein, welche moglicherweise durch das Umpuffern nach der Gelfiltration
stattfindet. Dadurch konnte festgestellt werden, dass Citricolin sowohl im nativen
durch die Gelfiltration, als auch im denaturierten Zustand das gleiche
Molekulargewicht besitzt.

Abbildung 1.3: (A) Tris-Tricin-Gel
A MW [kDa] =i AL B RiC: A (4 % Sammelgel und 16,5 %
gga == . Trenngel) der im rohen und
e fraktionierten P. citricola-
Kulturfiltrat enthaltenen Proteine
37.9— : . .
30.5—— (Silbernitrat-Férbung) und (B)
Westernblot und Immunisierung
19,0>—— — ) e
mit Antikbrpern gegen [-

6,8 —— . . — Cryptogein: (Std.)

Molekulargewicht-Standards,
A2-Fraktion (Fraktionen 15 bis
20); pro Spur wurden 25 ug
Gesamitprotein aufgetragen.

1.2 Biologische Wirkung des gereinigten Citricolins
1.2.1 Aktivitat des gereinigtes Citricolin von P. citricola an Tabakblattern
1.2.1.1 Hypersensitive Reaktion (HR)

Die Infiltration des Elicitins von P. citricola mit 1 pg mL™" Protein in ein Tabakblatt
(Sorte Bel W3) resultierte nach 24 Stunden in der Bildung von Nekrosen (s. Abb. 1.4
A). Als Kontrolle wurde HOpigest. infiltriert, was weder eine chlorotische noch eine
nekrotische Wirkung aufwies (s. Abb. 1.4 B).
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Abbildung 1.4:
Tabakblatttest (Sorte Bel
W3): Infiltration mit 1 ug
mL™" Citricolin; (A)
Blattnekrosen als
typische hypersensitive
Reaktion auf Infiltration
von Elicitinen, 24
Stunden nach
Behandlung, (B) Kontrolle
H>Opigest; Pfeile zeigen
den Infiltrationsbebreich
der Behandlung und
entsprechende Kontrolle
ohne Elicitin.

1.2.1.2 Zeitlicher und konzentrationsabhéangiger Einfluss von Ascorbinsédure und
Katalase auf die hypersensitive Reaktion nach Elicitierung

Die Infiltration von Citricolin induziert, wie zuvor gezeigt, die Bildung von Nekrosen
an Tabakblattern. Um die Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mit der
Nekroseerscheinungen an mit Citricolin infiltrierten Tabakblattern zu untersuchen,
wurden diese zusammen mit Ascorbinsaure und Katalase in ein Tabakblatt infiltriert.
Es wurde festgestellt, dass mit zunehmender Konzentration von 0,2 M bis 1 M
Ascorbinsaure die nekrotischen Effekte des Elicitins abnahmen. Bei der Behandlung
mit Citricolin und 1M Ascorbinsaure zeigte sich eine hemmende Wirkung auf die
Nekrosenbildung im Blattgewebe bis etwa 18 Stunden nach Behandlung (s. Abb.
1.5). Mit zunehmender Konzentration von 100 U bis 500 U an Katalase, kam es nur
zu einer Verzégerung der Symptome. Dabei zeigte nur der mit Citricolin und 500 U
Katalase infiltrierten Bereich keine Symptome bis etwa 10 Stunden nach
Behandlung. Ab 48 Stunden nach Infiltration zeigten alle behandelten Bereiche
deutlichen Nekrosen (s. Abb. 1.5).



Ascorbinsaure

Abbildung 1.5: Zeitlicher und konzentrationsabhéngiger Einfluss von Ascorbinséure
und Katalase auf die hypersensitive Reaktion nach Infiltration von Tabakbléttern
(Sorte Bel W3) mit Citricolin nach unterschiedlichen Zeitabstédnden. Die blaue
Markierung zeigt den mit Wasser infiltrierten Bereich. Die roten Markierungen weisen
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auf die Bereiche, die gleichzeitig mit 1 ug mL™" Citricolin und mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Ascorbinsdure oder Katalase infiltriert waren, hin. Die gelben
Markierungen weisen die Bereiche mit steigender Konzentration an Ascorbinséure
oder Katalase der Kontrolle (ohne Citricolin) aus.

1.2.1.3 H,0O2-Nachweis mittels Diaminobenzidin (DAB) Férbung nach Elicitierung

Die Proben fur die DAB-Farbung wurden, wie in Il. 12.1 beschrieben, aus den
Tabakblattern (s. Abb. 1.5) nach 3, 8 und 11 Stunden entnommen.

Abbildung 1.6 A und B zeigt Blattzellen des Schwammparenchyms von Proben, die
mit 1 pg mL™ Citricolin behandelt wurden. Die in Abbildung 1.6 A dargestellte Probe
wurde mit Citricolin, nicht mit aber Diaminibenzidin inkubiert, um die vorhandene
Hintergrundfarbung im Vergleich zu den anderen Behandlungen berlcksichtigen zu
konnen. Die Schwammparenchymzellen in Abbildung 1.6 B wurden dagegen mit
Citricolin und Diaminobenzidinlésung inkubiert. Die typische rot-braune Verfarbung
weist auf eine lokale Akkumulation von H;O, nach Elicitierung hin. Die Probe in
Abbildung 1.6 C wurde mit 1 M Ascorbinsaure und mit Diaminobenzidinlésung
behandelt. Wie erwartet zeigte sich keine Rotfarbung des Schwammparenchyms
dieser nicht-elicitierten Kontrolle. Abbildung 1.6 D =zeigt eine Behandlung des
Parenchymsgewebes mit 1 ug mL™" Citricolin, 1 M Ascorbinsaure und anschlieRender
Behandlung mit Diaminobenzidinlosung. Die Rotfarbung ist hier im Vergleich zu
Abbildung 1.6 B deutlich reduziert, was auf eine Reduktion des gebildeten H,0O,
durch die Ascorbinsaureldsung zurlckzuftihren ist.

Abbildungen 1.6 E und F zeigen, dass 3 Stunden nach Infiltration mit 1pyg mL™"
Citricolin und DAB deutliche Rotfarbung im Gewebe bzw. an den Stomata zu
erkennen ist, welche 8 Stunden nach Behandlung noch ausgepragter erschienen (s.
Abb. 1.6 G).
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Abbildung 1-6: H,O,-Nachweis in Tabakbléttern mittels DAB-Farbung (0,1 % DAB-
Lésung) nach Infiltration von Citricolin (1ug mL™"). Probenahme nach 11 Stunden: (A)
Elicitin 1ug mL™" ohne DAB, (B) Elicitin 1ug mL™ + DAB, (C) 1 M Ascorbinséure +
DAB, (D) Elicitin 1ug mL" + 1 M Ascorbinsdure + DAB. Probenahme nach 3

Stunden: (E und F) Elicitin 1ug mL™" + DAB. Probenahme nach 8 Stunden: (G) Elicitin
1ug mL™”" + DAB.
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1.2.2 Einfluss von Citricolin auf die Physiologie von Buchen- und Tabakblattern

Um den Einfluss von Citricolin auf die Physiologie von Buchen- und Tabakblattern
untersuchen zu kénnen, wurden die Blatter in einer Elicitinldsung (25 pg mL™)
inkubiert. 24 Stunden nach Versuchsbeginn wurden zwei verschiedene
Gaswechselparameter gemessen (s. Il. 7.2), die in Tabelle 1.1 zusammengefasst
sind. Citricolin reduzierte nur bei Tabakblattern die Netto-CO,-Aufnahmerate und die
stomatare Leitfahigkeit. Das Elicitin zeigte dagegen keinen Einfluss auf diese
Parameter bei Buchenblattern. Auch 5 Tagen nach Inkubation waren keine
Welkesymptome, Chlorosen oder Nekrosen bei Buchenblattern zu beobachten.
Dagegen verursachte das Elicitin Citricolin zu diesem Zeitpunkt die fir Elicitine
typischen Blattnekrosen bei Tabakblattern. Aus diesem Grund kann das Elicitin von
P. citricola als mdgliche Ursache fur die Symptomauspragung bei Buchensamlingen
ausgeschlossen werden.

Tabelle 1.1: Vergleich von Symptomausbildung und Gaswechsel an Buchen- und
Tabakbléttern 3 Tage nach Behandlung mit 25 ug Citricolin. Netto-CO,-
Aufnahmerate in umol m 2 s ~', stomatare Leitfahigkeit in mmol m 2 s ~', Mittelwerte +
Standardfehler, n=3; Sterne zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und
mit Elicitin behandelten Bléttern nach einem zweiseitigen t-Test fiir unabhédngige
Stichproben (* p< 0,05). (-) Symptome nicht vorhanden.

Symptome ANetto-COz- St.o[na_téire_
ufnahmerate Leitfahigkeit
Buche
Kontrolle - 3,02+0,24 226+1,3
Elicitin - 2,88 + 0,08 21,1+0,8
Tabak
Kontrolle - 4,75+ 0,54 259147
Elicitin Nekrosen 250+042* 174+3,6*

1.3 Aufreinigung von P. citricola-Proteinen aus der Al-Fraktion

1.3.1 Westernblot und SDS-PAGE der Proteine aus der A1-Fraktion des P. citricola-
Kulturfiltrats und Immunisierung mit Antikérpern gegen B-Cryptogein

In Gegensatz zur Fraktion A2 (s. lll. 1.1.1, Abb. 1.3), zeigten die A1-Fraktion und das
Kulturfiltrat keine definierbare Proteinbande in der SDS-PAGE (s. Abb. 1.7 A).
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Abbildung 1.7 B zeigt, dass es jedoch zu einer leichten Wechselwirkung des
Antikorpers gegen B-Cryptogein sowohl mit der A1-Fraktion als auch mit dem
Kulturfiltrat (RK) kam. Die detektierte Proteinbande besitzt eine molekulare Masse
um 8 kDa (s. Abb. 1.7 B). Damit konnte gezeigt werden, dass, wie bereits bei der A2-
Fraktion, geringe Anteile an Citricolin auch in der A1-Fraktion und wie erwartet auch
im rohen Kulturfiltrat zu finden sind.

A td. RK A1

MW [kDa]

Std. RK A1 B S
128 —
80 >—— ' Y
37,9
30,5—
'.- i

19,0—

6,8’_. —>E.—

Abbildung 1.7: (A) Tris-Tricin-Gel (4 % Sammelgel und 16,5 % Trenngel) der im
rohen und fraktionierten P. citricola-Kulturfiltrat (Rk und A1) enthaltenen Proteine
(Silbernitrat-Farbung) und (B) Westernblot und Immunisierung mit Antikbrpern gegen
[-Cryptogein; pro Spur wurden 25 ug Gesamtprotein aufgetragen.

1.4 Biologische Wirkung der Al-Fraktion

1.4.1 Biotest der A1-Fraktion aus dem fraktionierten Kulturfiltrat von P. citricola an
Buchenblattern

Die Elicitine von P. citricola zeigten, wie oben beschrieben, nach der Infektion mit P.
citricola an Buchensamlingen (Blattern) keine schadigende Wirkung. Da aber
trotzdem Symptome beobachtet werden, wurde angenommen, dass moglicherweise
andere Proteine eine toxische Wirkung auf Buchenblatter ausiben konnten. Aus
diesem Grund wurden die Fraktionen 8 bis 14 der A1-Fraktion naher untersucht (s.
lIl. 1, Abb. 1.1). Dazu wurden Buchenblatter in einer Proteinldsung (25 pug mL™") der
jeweilige Fraktion inkubiert. Nach 48 Stunden induzierten die Fraktionen 8 und 10
starke Nekrosen an den behandelten Buchenblattern (s. Tab. 1.2).

Blatter, die in einer der anderen Fraktionen inkubiert wurden, zeigten dagegen keine
oder sehr geringe Symptome nach dieser Zeit (s. Abb. 1.8). Auch die Fraktion 14
zeigte keine Wirkung bis zum Versuchende (s. Tab. 1.2).
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Abbildung 1.8: Nekrosenbildung an Buchenbléttern 5 Tage nach Behandlung mit 25
ug Protein der Fraktionen 8 bis 13 des Kulturfiltrates von P. citricola.

Tabelle 1.2: Nekrosenbildung an Buchenbléttern 5 Tage nach Behandlung mit 25
ug Protein der Fraktionen 8 bis 14 des Kulturfiltrates von P. citricola. Boniturschema:
(-) Symptome nicht vorhanden, (+) schwache Symptome, (++) starke Symptome.

Nekrosen (Stunden nach Inkubation)

Fraktionen

24 48 72 96 120
8 + ++ ++ ++ ++
9 - - - + +
10 + ++ ++ ++ ++
11 - - - - +
12 + + + + +
13 - - - - +
14 - - - - -

1.4.2 Einfluss der Fraktionen 8 - 14 der Gesamtfraktion A1 auf die Physiologie von
Buchenblattern

Die Fraktionen 8 bis 14 der Hauptfraktion A1 wurden vereint und der Einfluss der
Gesamtfraktion auf die Photosynthese von Buchenblattern wurde untersucht. Eine
Stunde nach Behandlungsbeginn mit 30 ug mL" Gesamtprotein wurde an dem
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Buchenblatt ein deutlicher Riickgang der Netto-CO,-Aufnahmerate im Vergleich zum

Kontrollblatt festgestellt. (s. Abb. 1.9).
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- - - Kontrolle A1-Fraktion

Abbildung 1.9: Online-Messung
der Netto-CO,-Aufnahmerate
von Buchenbléttern: Inkubation
mit 30 ug mL™" Protein der A1-
Fraktion. Sowohl die Kontrolle,
als die mit A1-Fraktion
behandelten Bléatter wurden 3
Stunden mit HoOgest.
vorinkubiert.

Auch hinsichtlich der Wasseraufnahme konnte ein deutlicher Effekt in der A1-
Fraktion beobachtet werden. Die Buchenblatter, die in 30 yg mL™" Gesamtprotein
inkubiert wurden, zeigten eine Reduktion der Wasseraufnahme bereits 90 min nach
Behandlung. 5 Stunden nach Behandlung war die Wasseraufnahme im Vergleich zur

Kontrolle nahezu auf Null reduziert (s. Abb. 1.10).
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Abbildung 1.10:
Wasseraufnahme [%] von
Buchenbléttern: Inkubation mit
30 ug mL™" Protein der A1-
Fraktion. Sowohl die Kontrolle,
als die mit A1-Fraktion
behandelten Blatter wurden 3
Stunden mit HoOgest
vorinkubiert.

Um den Einfluss der A1-Fraktion auf die Wasseraufnahme der Buchenblatter
genauer zu untersuchen, wurden die Blatter mit verschiedenen Konzentrationen
behandelt. In einem weiteren Versuch wurde die Konzentration von 1 pg bis 30 pg
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mL" Gesamtprotein gesteigert. Dabei zeigte sich ein konzentrationsabhangiger
Ruckgang der Wasseraufnahme, wobei eine maximale Hemmung bereits bei einer
Konzentration von 20 pg Protein mL™ erreicht ist (s. Abb. 1.11).

120 —g = - Abbildung 1.11:
o o804 [ g-H Wasseraufnahme [%] von
100+ 5 :ﬂ\*':' X Buchenbléttern: Inkubation
- o e 0 -0, L mit 1 g mL”, 10 ug mL™", 20
£ 801 ENC — pg mL™" und 30 ug mL”’
E O,/ @ T T O Protein der A1-Fraktion.
§ e O e P s
® il ® :
g 40- O._ e
§ - .\2\ 0. \.‘—./.""‘./.E.ﬂ.
- "“-.. \O_ _ _
“‘O—QMQ_‘Q'_:Q;Q_;Q_:Q
71 D S R O i .
0 1 2 3 4 5 6 7

Stunden nach Inkubation
- O- Kontrolle - ©- 1 yg Protein
—&— 10 pg Protein - O- 20 pg Protein —@— 30 pg Protein

Gleichzeitig wurde die maximale Quantenausbeute des Photosystems Il in den
behandelten Buchenblattern bestimmt. Die Messung erfolgte in der Blattmitte. Die
Abbildung 1.12 zeigt, dass die Quantenausbeute 2 Tage nach Inkubation mit 30
ug mL™" Gesamtprotein stark absank, sobald die ersten sichtbaren Welkesymptome
auftraten. 3 Tage nach Versuchsbeginn wurden die Unterschiede bei dieser
Proteinkonzentration noch deutlicher, da die photosynthetische Quantenausbeute zu
diesem Zeitpunkt gegen Null ging. Die mit 20 ug mL™" Gesamtprotein behandelten
Blatter zeigten ebenfalls eine Reduktion der Quantenausbeute um ca. 50 %, 4 Tage
nach Inkubation. Blatter, die mit 1 ug und 10 ug mL" Gesamtprotein behandelt
wurden, zeigten dagegen keine Beeintrachtigung der Quantenausbeute im Vergleich
zur Kontrolle.
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1.5 Aufreinigung und Charakterisierung des Welkefaktors aus dem Kulturfiltrat
von P. citricola

1.5.1 Phytophthora-Kulturmedium

Ergebnisse von Martin (2005) zeigten, dass das Kulturfiltrat von P. citricola bereits
alleine in der Lage war, die Wasseraufnahme von Buchenblattern zu hemmen. Mit
dem in Il. 5.2.1 beschriebenen Anthron-Test konnte nachgewiesen werden, dass
sowohl das rohe Kulturfiltrat, als auch die partiell gereinigte A1-Fraktion noch Zucker
enthielten, die zu Beginn der Phytophthora-Flussigkultur zugesetzt worden waren.
Dieser Befund zeigte, dass die Zuckerkonzentrationen im Kulturfiltrat mdglicherweise
ein Problem darstellen, was die eigentliche biologische Aktivitdt der A1-Fraktion
uberlagern konnte. Zudem konnten nicht abgetrennte Zuckerpolymere Probleme bei
der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen machen (Alfenas und Brune,
1998).

Aus diesem Grund war es notwendig, die Zuckerkonzentration im Kulturmedium von
P. citricola zu senken, um erneut eine aktive Fraktion daraus zu isolieren. Dazu
wurde das Wachstum von P. citricola bei verschiedenen Glucose- und
Asparagingehalten getestet. Der Versuchsansatz ist in Tabelle 1.3 dargestellt.
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Tabelle 1.3: Zusammensetzung der Varianten des Kulturmediums von P. citricola.

Variante Glucose [gL™"] L-Asparagin[g L]

1 1 0,2
2 1 2
3 3 0,2
4 3 2

Die Auswirkungen der veranderten Konzentrationen an Glucose und L-Asparagin im
M1-Medium auf das Myzelgewicht sind in Abbildung 1.13 dargestellt. Die Steigerung
beider Variablen fuhrte zu einer tendenziellen Zunahme des Myzelgewichts. Es
konnte auRerdem festgestellt werden, dass Variante 1 mit niedriger Glucose- und
niedriger L-Asparaginkonzentration den kleinsten Myzelzuwachs zeigte.

100 = Abbildung 1.13: Einfluss der
Mediumzusammensetzung auf
5 804 das Myzelgewicht von P.
et citricola; Mittelwerte +
2 Standardfehler, n=12;
g 607 unterschiedliche Buchstaben
s zeigen signifikante Unterschiede
S 40- der Mittelwerte nach Tukey p<
s 0,05.
% 20
0

[ Variante 1 [l Variante 2 ] Variante 3 Il Variante 4

In Tabelle 1.4 sind die Protein- und Glucosekonzentration vor und nach der Dialyse
(MWCO 12-14 kDa) dargestellt. Die Dialyse fuhrte in den Kulturfiltratvarianten zu
einer durchschnittichen Abnahme von 44 % der Proteinkonzentration. Die
Glucosekonzentration nahm bei Variante 1 und 2 entsprechend um 46 % und 45 %
ab. Bei den Varianten 3 und 4, welche einen hohen Glucoseanteil im Medium
enthielt, war die Abnahme der Glucosekonzentration entsprechend um 86 % und
74 %. Es zeigte sich hier allerdings, dass im Vergleich zu Variante 1 und 2 die
Restglukosekonzentration im Durchschnitt um 51 % héher waren.
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Tabelle 1.4: Glucosedquivalente (eq) und Proteingehalte vor ) und nach ¥ Dialyse
der Varianten. Glucoseéquivalente werden mit dem Anthron-Test bestimmt.

Variante ™ Protein [mg L'1] @ Protein [mg L'1]

1 1,7 1,1

2 2,0 1,0

3 1,8 1,2

4 2,0 0,9
Variante MGlucose eq[mg L'l @ Glucose eq[mg L™

1 76,6 43,0

2 64,8 35,8

3 555,7 76,7

4 301,2 77,4

In Abbildung 1.14 sind die Anteile der Proteingehalte und der Glucoseaquivalent im
Verhaltnis zum Myzelgewicht von P. citricola dargestellt. Die Varianten 1 und 4
zeigten die hdchsten Proteingehalte, unterschieden sich jedoch im Glucoseanteil.
Variante 1 und 2 zeigten die niedrigsten Glucoseanteile.

5 5 700 Abbildung 1.14: Einfluss der
| m b [P Mediumzusammensetzung
T 4 _ . a | & auf die Proteinproduktion
. l B {50 Q  pzw. Zuckerverwertung in
s . { 8 Bezug auf das
) b b {400 o Myzelgewicht von P.
3 . B & " 300 g citricola; Mittelwerte +
g 2 m |°° 7 Standardehler, n=12;
a © lo00 S unterschiedliche
2 4] a £ Buchstaben zeigen
O 8 41100 & signifikante Unterschiede
= i der Mittelwerte nach Tukey
2 SIS T A ps 0,05.
Variante

® Protein ®m Glucose
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Mit dem Anthron-Test konnte nachgewiesen werden, dass in den vier Varianten noch
Zuckeraquivalente nach der Dialyse vorhanden waren. Um zu Uberprifen, ob in
diesen noch Rest-Glucose enthalten war, die den vier Varianten zu Beginn der
Phytophthora-Flissigkultur zugesetzt wurde, wurde die Zucker-HPLC-Analyse
eingesetzt. Die Elutionsprofile der einzelnen Varianten zeigten, dass keine Rest-
Glucose mehr vorhanden war. Das Elutionsprofil zeigte jedoch eine Reihe
unbekannter Zuckerpolymere, die wohl im Anthron-Test nachgewiesen wurden (s.
Abb. 1.15).
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Abbildung 1.15: HPLC-Zucker-Elutionsprofil nach Dialyse der vier Kulturfiltrat-
varianten von P. citricola. (A) Variante 1; (B) Variante 2; (C) Variante 3 und (D)
Variante 4.

1.5.1.1 SDS-PAGE der Kulturfiltrate

Um das Proteinmuster der vier Varianten darzustellen, wurden diese auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Dabei zeigten alle Varianten ein ahnliches Proteinmuster (s. Abb.
1.16). Ein Unterschied, der auf dem Gel deutlich zu erkennen war, ist, dass die
Varianten 3 und 4 keine doppelte Proteinbande um die 25 kDa zeigten, die bei den
Varianten 1 und 2 vorhanden war.

Ein direkter Vergleich zwischen den Proteinmustern von rohem Kulturfiltrat (welches
mit 10 g Glucose L' angesetzt wurde) (s. lll. 1.3.1, Abb. 1.7) und den vier
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Kulturfiltratvarianten deutet auf eine negative Beeinflussung der Zucker in der Probe
auf den normalen Ablauf der Elektrophorese hin.

Std. 1 2 3 4 Abbildung 1.16: Kulturfiltrate von P.

MW [KDa] : citricola: (Std.) Molekulargewicht-
T —TY Standard, 1 bis 4 Kulturfiltrat Varianten.
?gg,—/ g ui Pro Spur wurden 5 ug Gesamtprotein
100:7—-.1 L A | auf ein SDS-Tris-Glycin-Gel (4 %
DT e Sammelgel und 15 % Trenngel)
37 > e f aufgetragen (Geltasche der Probe 2
Ul undicht); Silbernitrat-Férbung.

e
20 — . '
L \ - - :‘f i
O . j Ry

1.5.1.2 Biotest an Buchenblattern

In ersten Versuchen wurde der Einfluss der Varianten 1 bis 4 auf die hemmende
Wirkung der Wasseraufnahme an Buchenblattern hin untersucht (s. Abb. 1.17).
Varianten 3 und 4 zeigten im Vergleich zur Kontrolle tendenziell eine starker
hemmende Wirkung als die Varianten 1 und 2.

120 Abbildung 1.17:
1 Wasseraufnahme [%] von
1005 Buchenbléttern. Kontrolle:
Buchenblétter in Wasser

801 inkubiert. Varianten 1 bis 4:
E 1 Behandlung der Buchenblétter
g 807 mit je 30 ug Protein mL™" der
3 i Kulturfiltratvarianten 1 bis 4.
= .

20

0 +——— ; E

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Stunde nach Inkubation

- O- Kontrolle Wasser —m— Kontrolle Glucose [2,3 mg L"]
- O- Variante 1 —e— Variante 2
- <~ Variante 3 —&— Variante 4

In Tabelle 1.5 sind die Schadsymptome der Varianten 1 bis 4 an Buchenblattern
nach Inkubation dargestellt.
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Tabelle 1.5: Symptomausbildung an Buchenbléttern nach Behandlung mit 30 ug
Protein mL™" der Kulturfiltratvarianten 1 bis 4. Boniturschema: (-) Keine Symptome,
(+) leichte Nekrosen, (++) starke Nekrosen, (+++) Welke.

Symptome (Stunden nach Inkubation)

Varianten
24 48 72 96 120
1 + ++ +++ +++ +++
2 - + ++ ++ ++
3 + ++ +++ +++ +++
4 - + ++ ++ ++

Variante 1 und 3 fuhrten 120 Stunden nach Inkubation zur Welke. Die behandelten
Buchenblatter der Varianten 2 und 4 wiesen zu diesem Zeitpunkt starke Nekrosen
auf bzw. war der gesamte Verlauf der Symptomauspragung in diesen beiden
Varianten verzogert. Die Kontrollen zeigten 120 Stunden nach Inkubation keine
Symptome.

1.5.2 Aufreinigung eines Welkefaktors aus dem Kulturfiltrat von P. citricola

Da bei der Variante mit der geringsten Zuckermenge sowohl eine ausreichende
Proteinsegregation ins Kulturmedium als auch Myzelwachstum zu beobachten war
(s. Ill. 1.5.1, Abb. 1.14), wurde Variante 1 als Ausgangsmedium fur die weitere
Proteinaufreinigung ausgewahlt.

Die Aufreinigung der Proteine erfolgte aus 8 Litern P. citricola-Kulturfiltrat, das fur die
Gelchromatographie, wie in |l. 6.1 beschrieben, vorbereitet wurde. Bei der
Resuspendierung des konzentrierten Kulturfiltrats zeigte sich, dass nur ein Teil der
Proteine bei diesem pH-Wert in Losung zu bringen war. Nichtlosliches Protein wurde
abzentrifugiert und als Pellet bezeichnet. Das Pellet konnte vollstandig in
Probenpuffer Il (200 mM Citratpuffer pH 4,0 + 1,5 M NaCl) angel6st werden.

Das in Abbildung 1.18 dargestellte Flussdiagramm zeigt die einzelnen Aufreinigungs-
bzw. Detektionsschritte, welche im Anschluss durchgefiihrt wurden. Der Ubestand
(U) wurde Aufgrund unterschiedlichen Laufpuffer in Uberstand 1 (U1) und Uberstand
2 (U2) getrennt getestet. Bei U1 wurde ein 100 mM Phosphatpuffer pH 7,0 + 0,15 M
NaCl als Laufpuffer verwendet. Bei U2 und Pellet wurde ein 20 mM Citratpuffer pH
4,0 + 0,15 M NaCl, der den Proteinausfall reduziert hat, verwendet.
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Kulturfiltrat von P. citricola
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[ |

=

Konzentrierung Lyophile
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Fraktionen 1, 2, 3 und 4:
Biotest, HPLC und Elektrophorese (Tris Glycin/ IEF)

Abbildung 1.18: Ubersicht zur Charakterisierung des Welkefaktors aus dem
Kulturfiltrat von P. citricola.

Abbildung 1.19 zeigt das Chromatogramm eines typischen Laufs, der, wie skizziert,
in vier Fraktionen aufgeteilt wurde.

Die Berechnung fur die molekularen Massen der unbekannten Proteine, die das
Elutionsprofil der vier Fraktionen darstellt, erfolgte, wie in Il. 6.1 beschrieben. Dabei
zeigte sich, dass nur die Fraktion 1 des Uberstandes zwei Peaks aufwies, die einer
kalkulierten GroRe von 103,8 kDa und 120,6 kDa entsprechen. In der Fraktion 2
konnte kein Peak detektiert werden. Fraktion 3 zeigte dagegen einen Peak mit einer
GroRe von 5,4 kDa. Fraktion 4 des Uberstandes wies einen Peak mit einer GroRke
von 2,6 kDa auf.
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1.5.2.1 Biotest der Fraktionen an Buchenbléttern

Abbildung 1.20 zeigt die Menge an Protein und Zucker, der unterschiedlichen
Fraktionen des Uberstandes und des Pellets, die von den Buchenblattern durch den
Transpirationsstrom aufgenommen wurden. Als Ergebnis zeigte sich an inkubierten
Blatter, dass das Pellet und der Uberstand der Fraktion 1, dargestellt in Abbildung
1.20 A, bereits 3 Stunden nach Inkubation zu den starksten Welkesymptomen, im
Vergleich zu Fraktion 2, 3 und 4 fuhrten (s. Abb. 1.20 B, C und D). Das Buchenblatt
nahm von Pellet und Uberstand der Fraktionen 1 und 3 (s. Abb. 1.20 A und C) die
gleiche Menge an Protein und Zucker auf. Es stellten sich jedoch 3 Stunden nach
Inkubation starkere Welkeerscheinungen durch die Fraktion 1 ein.
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Abbildung 1.21 zeigt Welkesymptome an inkubierten Buchenblattern, welche durch
Fraktionen aus dem Pellet oder den Uberstanden U1 und U2 hervorgerufen wurden.

Pellet

F1

F2

F3

F4

Abbildung 1.21: Welkesymptome an Buchenbléttern nach Behandlung mit 40 ug mL”
Gesamtprotein den Fraktionen des Kulturfiltrats von P. citricola 24 Stunden nach
Inkubation.

1.5.2.2 Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinmuster des rohen und dialysierten Kulturfiltrats, sowie des Pellets und des
Uberstandes sind in Abbildung 1.22 dargestellt.

Das rohe Kulturfiltrat (RK) l&sst keine klare Strukturierung der Proteinbanden
erkennen, im Gegensatz zum dialysierten Kulturfiltrat (DK). Die Proteinbanden des
Uberstandes (UB) entsprachen denen des dialysierten Kulturfiltrates. Das Pellet wies
dagegen lediglich eine Proteinbande, im Bereich um 15 kDa auf.

Fraktion 1 verursachte die starksten Welkesymptome an Buchenblattern (s. III.
1.5.2.1, Abb. 1.20 A). Deshalb wurde ein separates Proteinmuster, im Vergleich zum
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Uberstand und Pellet erstellt. Es zeigten sich schwache Banden im Bereich um 10
kDa, zwischen 25 und 30 kDa, sowie im Bereich um 75 kDa auf dem Gel (s. Abb.
1.22). Anhand einer Antikérpermarkierung mit p-Cryptogein zeigte sich, dass noch
geringe Mengen an Citricolin in der Fraktion waren.

- Abbildung 1.22: Kulturfiltrat von P.

MW [kDa] e B S citricola: (Std.) Molekulargewicht-
250’_E- T TR R ) m — Standard, (RK) rohes Kulturﬁltr_at,
150—— - (DK) dialysiertes Kulturfiltrat, (UB)
320? )i { Uberstand nach Zentrifugation, (P)
Rt Pellet nach Zentrifugation und (F1)
37— Fraktion 1 des Kulturfiltrats von P.

citricola. Pro Spur wurden 5 ug
B e Gesamtprotein auf ein SDS-Tris-
20 »— Glycin-Gel (4 % Sammelgel und

15 % Trenngel) aufgetragen;
R e Silbernitrat-Farbung.
e —— o

1.5.2.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Um die Proteine der Fraktion 1 auf ihre isoelektrischen Punkte zu untersuchen,
wurden diese auf ein 5 %iges natives Acrylamidgel aufgetragen (s. Il. 6.3) und mittels
Silbernitratfarbung lokalisiert (s. Il. 6.4.1).

445

Abbildung 1.23: IEF-Gel von pl-Standard und
Fraktion 1 aus P. citricola Kulturfiltrat 1 ug
Gesamtprotein werden auf ein PAGE-Gel 5 %
aufgetragen, Silbernitrat-Farbung.
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Es zeigte sich, dass hauptsachlich Proteinbanden im sauren pH-Bereich detektiert
werden konnten. Die Abbildung 1.23 zeigt funf Proteinbanden, die zwischen einem
isoelektrischem Punkt von 4,75 und 4,45 lagen. Die Proteinbande mit dem
niedrigsten pl liegt bei einem pl-Wert von 4. Proteinbanden im basischen Bereich
konnten nicht eindeutig lokalisiert werden.

1.6 Biologische Wirkung des Welkefaktors von P. citricola an Buchenblattern

Da die Fraktionen 1, 2 und 3 der Uberstdnde des Kulturfiltrats von P. citricola
Welkeaktivitaten zeigten, wurde dies fur die weiterfuhrenden Versuche vereinigt.

1.6.1 Makroskopische Symptome

Neben den Tests auf biologische Aktivitat an im Labor angezogenen
Buchensamlingen, wurde die Toxizitat der vereinigten Fraktion auch an Blattern
adulter Baume aus dem Freiland getestet. Abbildung 1.24 zeigt beispielhaft die
Wirkung des Welkefaktors an Freiland-Blattern aus den Monaten Mai, Juni, Juli und
August. Somit konnte sichergestellt werden, dass die unter Laborbedingungen
beobachtete Welke nicht modellabhangig (Verwendung von Buchensamlingen)
erfolgt, sondern auch an Buchenblattern aus dem Freiland zu verschiedenen
Zeitpunkten altersunabhangig reproduzierbar war.

Welkefaktor

Abbildung 1.24 Wirkung des Welkefaktors an Freiland-Bléttern aus den Monaten
Mai, Juni, Juli und August 24 Stunden nach Inkubation in 10 ug Protein mL” des
Welkefaktors. Kontrollblatter wurden in 20 mM Citratpuffer pH 6,0 inkubiert.
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1.6.2 Mikroskopische Symptome

Um die Effekte des P. citricola-Welkefaktors auf histologischer Ebene an
Buchenblattern zu untersuchen, wurden Blatter adulter Baume aus dem Freiland
genommen und in eine Ldésung mit 10 pg Protein mL" des entsprechendes
Welkefaktors inkubiert. Kontrollblatter wurden in 20 mM Citratpuffer pH 6,0 inkubiert.
Die Probenahme fir transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen wurde aus
Hauptblattnerven von Blattern, die bereits leichte Welke- bzw. Nekrosesymptome
aufwiesen, genommen (s. Abb. 1.25). Die Vorbereitung der Proben, sowie die
Bildaufnahmen wurden wie in Il. 8.2 fiur inokulierte Buchensamlinge beschrieben,
durchgefihrt.

Kontrolle Weefaktor

Abbildung 1.25: In Rot beprobte Bereiche aus Hauptblattnerven fiir die
Elektronenmikroskopie (TEM) an Kontrolle und mit 10 ug Protein mL" des
Welkefaktors behandelter Blétter.

Abbildung 1.26 A-C zeigt beispielsweise den Zustand von Leitungsgefalien aus
Hauptblattnerven von Kontrollblattern. Details zeigen intakte Zellen, bei denen weder
ein Auflésen von Zellwanden noch eine Granulation des zellularen Inhalts, vorkommt.
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Abbildung 1.26: Ubersicht (A, B und C)
zeigen im Detail die Leitungsgefal3e
und Zellwénde von Hauptblattnerven
von Kontrollblattern. Balken=1 um (A),
0,25 um (B), 1 um (C). Sekundér- (II-
Zw) und Primérzellwand (I-Zw),
Zellwand (Zw), Mittellamelle (M),
Chloroplast (Ch), Phloem- (Ph) und
Xylemelemente (X).

In Abbildung 1.27 sind die Hauptblattnerven aus den mit Welkefaktor behandelten
Blattern dargestellt. Die Abbildung 1.27 A und B zeigen deutliche
Auflésungserscheinungen der Zellwandstrukturen des Xylems. Im Phloem sind
ebenfalls kollabierte Zellen vorhanden, in denen Plasmolyse und destrukturierte
Chloroplasten sichtbar sind (s. Abb. 1.27 C). Im Xylem ist haufig ein Ablésen der
Zellwand zu beobachten (s. Abb. 1.27 D).
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Abbildung 1.27: Ubersicht (A, B, C und D) zeigen im Detail die Leitungsgeféal3e von
Hauptblattnerven von Bléttern, die mit dem Welkefaktor inkubierten waren.
Balken=0,5 um (A), 0,25 um (B), 1um (C und D). Zellmembran (Zm), Zellwand (Zw),
Mittellamelle (MI), Chloroplast (Ch) Phloem- (Ph) und Xylemelemente (X).
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1.7 Enzymaktivitat von Phytophthora extrazellularen Proteinen

Zur weiteren Charakterisierung der im Kulturfiltrat von P. citricola enthaltenen
Proteine, welche an der Symptomauspragung und den beobachteten histologischen
Befunden beteiligt sein konnten, wurde die Hydrolase-Aktivitat im Kulturfiltrat
bestimmt. In Abbildung 1.28 sind die Hydrolase-Aktivitaten der vier verschiedenen
Kulturfiltratvarianten dargestellt. Vor allem eine starke a-Glucosidase- und f-
Glucosidase-, aber auch eine geringe Cellobiohydrolase- sowie Xylanase-Aktivitat
konnte in den Proben detektiert werden. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Cellobiohydrolase-Aktivitat im Kulturfiltrat der Varianten 1 und 3 tendenziell niedriger
war, im Vergleich zu den Varianten 2 und 4. Variante 4 zeigte die hochste Aktivitat
fur Xylanase im Vergleich zu den Varianten 1, 2 und 3. Die Aktivitat an a-
Glucosidase war hoher bei Varianten 1 und 2. Die B-Glucosidase-Aktivitat wiederum
war hoher bei den Varianten 3 und 4. Die Variante 4 zeigt die hochste Aktivitat an 3-
Glucosidase im Vergleich zu alle anderen Varianten.

20 Abbildung 1.28: Enzymaktivitt
4004 des Phytophthora-
- | Kulturmediums: (A)
‘g 300 - rI )C(e/llobiohyd(rg)las%,/ (B) y
& anase-, (C) a-Glucosidase-
‘2207 r\J I u1}7/d (D) B-Glucosidase-Aktivitét..
’E 20-
T 15
£ 10-
5.
0]
A B c D

[ Variante 1 M Variante 2 ] Variante 3 Il Variante 4

In dem rohen Kulturfiltrat von P. citricola liel3 sich eine deutliche Hydrolase-Aktivitat
nachweisen. Zur Untermauerung der bestehenden Hypothese, dass es sich bei dem
Welkefaktor moglicherweise um hydrolytische Enzyme handelt, die sowohl lokal als
auch systemisch am Abbau pflanzlicher Strukturen beteiligt sein kdnnten, wurde die
Hydrolase-Aktivitat in den mit Hilfe der Flussigkeitschromatographie partiell
gereinigten Fraktionen getestet. Diese Untersuchungen geben einen Hinweis auf die
biologische Relevanz der Hydrolasen fur die Wirt-Pathogen-Interaktion von P.
citricola und Buche. Der anschlieende Test auf Enzymaktivitat zeigte deutlich
hdéhere Werte, als im rohen Kulturfiltrat. Wiederum zeigte sich, dass a-Glucosidase
und B-Glucosidase die starksten Aktivitaten aufwiesen (s. Abb. 1.29).
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700 Abbildung 1.29:
. 0_‘ Enzymaktivitéten der partiell
gereinigten Fraktion A1: (A)
£ 600 - Cellobiohydrolase-, (B)
° 1 Xylanase-, (C) Glucuronidase-,
- 550+ (D) a-Glucosidase-, (E) -
2 7 T Glucosidase- und (F) Chitinase-
< 804 Aktivitat
5 60
2 40
< 201
04

A B c D E F
I ~. citricola Welkefaktor

2 INFEKTION VON BUCHENSAMLINGEN MIT PHYTOPHTHORA CITRICOLA

2.1 Einfluss der Inokulation mit P. citricola auf die Physiologie und den
Infektionsverlauf von Buchensamlingen

Um den Einfluss von P. citricola auf die Blattphysiologie und Wasserhaushalt von
Buchensamlingen zu untersuchen, wurden 3Monate alte Pflanzen mit jeweils drei
Pathogen bewachsenen Agarplugs (5 x 5 mm Kantenlange) inokuliert. Wahrend des
gesamten Versuchszeitraumes von 7 Tagen wurden taglich der Blattgaswechsel, die
Chlorophyll-Fluoreszenz und die Wasseraufnahme gemessen. Zusatzlich wurde das
Wasserpotential der geernteten Samlinge bestimmt. (s. Il. 7 und Il. 12.2) Die Tabelle
2.1 zeigt die Symptomentwicklung in Prozent von mit P. citricola inokulierten
Buchensamlingen an den jeweiligen Erntetagen.

Die ersten Krankheitssymptome an mit P. citricola inokulierten Buchensamlingen
wurden an den Keimblattern beobachtet. 3 Tagen nach Versuchsbeginn waren
deutliche Welkesymptome an den Keimblatter zu erkennen. 4 bzw. 5 Tage nach
Inokulation waren bereits 40 % und 87 % der Pflanzen betroffen. Leichte
Welkeerscheinungen konnten erst ab 6 Tagen nach Inokulation am Blattrand
beobachtet werden. Einen Tag spater war die Welke bereits stark fortgeschritten, die
Blatter begannen zu vertrocknen. Ab diesem Zeitpunkt waren 10 % der inokulierten
Samlinge abgestorben, 20 % und 50 % zeigten leichte oder deutliche
Welkesymptome auf.
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Tabelle 2.1: Symptomentwicklung an Buchensémlingen, inokuliert mit P. citricola. Die
Symptombonitur an den jeweiligen Erntetagen ist in Prozent dargestellt; die
Kontrollpflanzen zeigten keine Symptome nach dieser Zeit. (n) Zahl der bonitierten
Buchensémlinge.

Welkesymptome [%]

Tag n Deutliche Leichte Deutliche Abgestorbene
Ohne Sympto[ne an Symp.tome an Sympﬂtome an Samlinge
Keimblattern Blattern Blattern
1 35 100 - - - -
2 30 100 - - - -
3 25 92 8 - - -
4 20 60 40 - - -
5 15 13 87 - - -
6 15 10 60 30 - -
7 10 - 20 20 50 10

Aufgrund der Infektion mit P. citricola konnte ab dem zweiten Tag nach Inokulation
eine Reduktion sowohl der Netto-CO,-Aufnahmerate als auch der stomataren
Leitfahigkeit bei inokulierten Buchensamlingen im Vergleich zur Kontrollpflanzen
festgestellt werden. Deutlicher wurden diese Effekte ab dem vierten Tag nach
Inokulation, in dem beide Parameter um 50 % im Vergleich zu Kontrollpflanzen
reduziert waren. Durch eine steigende Symptomentwicklung an Blattern 2 Tage
spater, war die Netto-CO2-Aufnahmerate und auch die stomatare Leitfahigkeit fast zu
100 % reduziert. (s. Abb. 2.1 A und B)

Die Carboxylierung zeigte 2 Tage und ab 6 Tagen nach der Inokulation eine
signifikante Reduktion, die durch den Anstieg der blattinternen CO,-Konzentration
nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 2.1 C).

Die Chlorophyll-Fluoreszenz wiederum zeigte eine signifikante Reduktion ab dem
dritten Tag nach der Inokulation, zu einem Zeitpunkt in dem noch keine
Welkeerscheinungen im Blattbereich beobachtet wurden. Mit deutlichen
Welkesymptomen an den Blattern ab dem sechsten Tag, zeigte sich die Chlorophyll-
Fluoreszenz um 50 % reduziert (s. Abb. 2.1 D).

Eine signifikante Reduktion sowohl des Wasserpotentials als auch der
Wasseraufnahme an inokulierten Buchensamlingen konnte erst 6 Tage nach
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Versuchsbeginn im Vergleich zu Kontrollpflanzen beobachtet werden (s. Abb. 2.1 E
und F).
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Abbildung 2.1: Einfluss von P. citricola auf den Blattgaswechsel, die Chlorophyll-
Fluoreszenz und das Wasserpotential inokulierter Buchensémlinge: (A) Netto-CO-
Aufnahmerate, (B) Stomatére Leitfahigkeit, (C) Blattinterne CO2-Konzentration, (D)
Quantensausbeute des Photosystems |Il, (E) Blatt-Wasserpotential und (F)
Wasseraufnahme; Mittelwerte + Standardfehler, n=5 bis zu 6 Tage und n=10 fiir 7
Tage nach Inokulation; Sterne zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle
und inokulierten Pflanzen nach einem zweiseitigen t-Test fir unabhéngige
Stichproben (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001).
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2.2 Split-root-System von Buchensamlingen infiziert mit P. citricola
2.2.1 Physiologische Parameter

Um den Einfluss von P. citricola auf die Physiologie von Buchensamlingen bei
einseitiger und zweiseitiger Inokulation zu untersuchen, wurde ein ,Split-root-System*
verwendet, d.h. eine Kompartimentierung des Wurzelsystems, welche eine
Abstufung der Infektion in 0 %, 50 % und 100 % ermdglicht (s. Il. 10.2.1).

Die Inokulation der Pflanzen mit P. citricola erfolgte mit jeweils drei Pathogen
bewachsenen Agarplugs (5 x 5 mm Kantenlange). An inokulierten (50 % und 100 %)
und nicht - inokulierten Buchensamlingen wurden Uber einen Zeitraum von 11 Tagen
unterschiedliche okophysiologische Parameter erfasst. (s. Il. 7 und Il. 12.2)

Die Netto-CO,-Aufnahmerate und stomatare Leitfahigkeit der inokulierten Samlinge
wurde erst relativ spat durch die Infektion negativ beeinflusst. Erst nach 10 Tagen
erfolgt eine signifikante Abnahme der Netto-CO»-Aufnahmerate und der stomatare
Leitfahigkeit bei den zweifach inokulierten Samlingen (s. Abb. 2.2 A und C). Die
Chlorophyll-Fluoreszenz der inokulierten Samlinge zeigte im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen keine Beeintrachtigung (s. Abb. 2.2 B).
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Abbildung 2.2: Einfluss von einseitiger und zweiseitiger Inokulation mit P. citricola auf
die Blattphysiologie von Buchensédmlinge in einem Split-root-System: (A) Netto-CO,-
Aufnahmerate, (B) Quantenausbeute des Photosystems I, (C) stomatére
Leitfahigkeit, und (D) Transpirationsrate; Mittelwerte + Standardfehler, Kontrolle n=6
und inokulierten Pflanzen n=8; Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede der Mittelwerte nach Tukey p< 0,05.
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Veranderungen fir die Transpirationsrate wurden bereits 8 Tage nach Inokulation flr
die zweifach inokulierten Pflanzen deutlich. Die einseitige Infektion zeigte dagegen
keinen signifikanten Einfluss auf diese physiologischen Parameter (Abb. 2.2 D).

2.2.2 Quantifizierung der P. citricola-DNA

Des Weiteren wurde im Anschluss an den Infektionsversuch der P. citricola-DNA-
Gehalt in den ,split-Wurzeln“ mittels gqPCR quantifiziert. Die Abbildung 2.3 zeigt die
Menge an P. citricola-DNA bei einseitig und zweiseitig inokulierten Wurzeln der
Buchensamlinge.

Die Pflanzenwurzeln, welche einseitig und zweiseitig inokuliert wurden, wiesen eine
statistisch nicht unterschiedliche Menge an DNA des Pathogens auf. Der

nichtinfizierte Wurzelteil der einseitig inokulierten Pflanzen wies dagegen keinen
Pathogenbefall auf.

20 Abbildung 2.3: Menge an P.
citricola-DNA bei einseitig und
%) zweiseitig inokulierten Wurzeln
2 15 b . o
3 b von Buchensémlingen in einem
g | b [ Split-root-System. Mittelwerte +
= - Standardfehler, n=8;
&=l unterschiedliche Buchstaben
% 1 zeigen signifikante Unterschiede
8 o der Mittelwerte nach Tukey p<
S 0,05.
Q
a
. _

einseitig inokuliert ' zweiseitig inokuliert

[ 1Wurzel A Il Wurzel B

2.2.3 Symptomauspragung an Wurzeln

11Tage nach der Inokulation konnten Nekrosen an den Wurzeln festgestellt werden.
Dabei zeigten sich die starksten Symptome im Bereich direkt unterhalb des
Wasserstandes (s. Abb. 2.4 B).
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Abbildung 2.4: Einseitig inokulierte
Wurzeln von Buchensémlingen in
einem Split-root-System. (A) nicht
inokulierte Wurzel; (B) inokulierte
Wurzel.
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2.2.4 Korrelation der Photosynthese und Menge an P. citricola

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Reduktion der Photosynthese
und der Menge des Pathogens in den einseitig und zweiseitig inokulierten Wurzeln
ableiten zu konnen, wurde eine Korrelation der Werte dargestellt.

Pflanzen, die einseitig mit P. citricola inokuliert wurden, zeigten keinen
Zusammenhang zwischen dem Gehalt des Pathogens und der Reduktion der
Photosynthese (s. Abb. 2.5 A).

Bei den Pflanzen, welche zweiseitig mit P. citricola inokuliert wurden, konnte eine
negative Korrelation der Netto-CO,-Aufnahmerate und der Menge an P. citricola-
DNA in der Wurzel festgestellt werden. Dabei waren ca. 50 ng DNA mg’
Trockengewicht ausreichend, um die Assimilation der Pflanze fast vollstandig zu
reduzieren (s. Abb. 2.5 B).
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2.2.5 Einfluss der Infektion auf den Zuckergehalt

Um den Einfluss einer P. citricola- Infektion auf den Kohlenhydrat- Haushalt der
Wurzel abschatzen zu kénnen, wurde der Gehalt an 16slichen Zuckern bestimmt. Die
Gehalte an Saccharose, Glucose, Fructose und der Gesamtzuckergehalt nach
Inokulation sind in Abbildung 2.6 dargestellt.

Bei einseitiger und zweiseitiger Inokulation nahm die Konzentration an Saccharose in
beiden Wurzelteilen, im Verhaltnis zur Kontrolle gleich ab. Bei zweiseitiger
Inokulation waren die Konzentrationen an Saccharose deutlich niedriger im Vergleich
zur Kontrolle und den einseitig inokulierten Wurzeln (s. Abb. 2.6 A). Die Gehalte fur
Glucose und Fructose zeigten einen Anstieg im Vergleich zu den Kontrollen. Auffallig
ist der signifikante Anstieg an Glucose und Fructose der nicht infizierten Seite von
einseitig inokulierten Wurzeln im Verhaltnis zur Kontrolle (s. Abb. 2.6 B und C). Das
Pathogen zeigte auf die Summe der I6slichen Zucker keinen signifikanten Einfluss im
Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 2.6 D).
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Abbildung 2.6: Zuckergehalt in der Wurzel von Buchensémlingen ohne bzw. mit P.
citricola in einem Split-root-System. Mittelwerte + Standardfehler, Kontrolle n=6 und
inokulierten Pflanzen n=8; unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede der Mittelwerte nach Tukey p< 0,05.

2.2.6 Korrelation der Zuckergehalte mit der Menge an P. citricola

Um einen mdglichen Zusammenhang einer P. citricola Infektion auf die
Konzentration der I6slichen Zucker in der Wurzel darzustellen, wurde die Menge des
Pathogens mit den einzelnen Zuckerarten korreliert. Sowohl die Gesamtsumme der
I6slichen Zucker, als auch die Gehalte an Saccharose, Glucose und Fructose wiesen
eine signifikante negative Korrelation mit der Menge an Phytophthora-DNA auf.
Sowohl bei einseitig als auch zweiseitig inokulierten Pflanzen zeigte sich bei einer
Zunahme des Pathogens auf ca. 20 ng bzw. 50 ng DNA mg™ Trockengewicht eine
Abnahme aller |6slichen Zucker auf nahezu Null (s. Abb. 2.7 und 2.8).
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Abbildung 2.7: Zuckergehalt bei einseitig inokulierten Wurzeln (Wurzel B) von
Buchensémlingen in einem Split-root-System in Abhéangigkeit von der Menge an P.
citricola-DNA: (A) Summe Zucker, (B) Saccharose, (C) Glucose, (D) Fructose, n=8.
Die Korrelationen sind zweiseitig auf dem Niveau von p< 0,01 und p< 0,001

signifikant.
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citricola-DNA: (A) Summe Zucker, (B) Saccharose, (C) Glucose, (D) Fructose, n=8.
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Die Korrelationen sind zweiseitig auf dem Niveau von p< 0,01 und p< 0,001
signifikant.

2.3 Einfluss des Wasserstandes auf die Infektion von Buchensamlingen durch
P. citricola

2.3.1 Einfluss des Wasserstandes auf das Infektionsausmalf}

Auf Grund von Freilanduntersuchungen wurde angenommen, dass P. citricola
zunachst und bevorzugt Feinwurzeln adulter Baume infiziert. Im Laborversuch, bei
dem ein Samlings-Testansatz verwendet wurde, zeigte sich jedoch, dass ein
massiver Befall der oberen Hauptwurzel erfolgt, sogar ein Einwachsen in das
Hypokotyl konnte mittels qPCR nachgewiesen werden. Seitenwurzeln wiesen
dagegen nur eine geringe Infektion auf.

Dieser Befund warf die Frage auf, in wieweit die Infektionsbedingungen - vor allem
der Wasserstand und die Inokulumdichte - im Labor - Testansatz den
Infektionsverlauf beeinflussen. Um diese Frage klaren zu kdénnen, wurde ein
Infektionsversuch mit unterschiedlichem Wasserstand in Erlenmeyerkolben
durchgefuhrt (s. II. 10.2.2).

In Abbildung 2.9 ist deutlich zu erkennen, dass ein massives Einwachsen von
Phytophthora in das Hypokotyl hauptsachlich bei einem Wasserstand am Wurzelhals
auftrat, wohingegen der Befall der ubrigen Wurzelsegmente tendenziell niedriger
war. Die Pflanzen mit niedrigerem Wasserstand wiesen nach Infektion einen
geringeren Befall durch P. citricola im Hypokotyl auf.

100 Abbildung 2.9: Menge an P.
90 citricola-DNA im Hypokotyl und
—. 804 in den Wurzelsegmenten von
o 0] inokulierten Buchensémlingen
o ] . bei unterschiedlichen
£ 6] , Wassersténden. Mittelwerte +
5 50 Standardfehler, n=10; Sterne
2 40 zeigen signifikante
S 40 Unterschiede zwischen
£ ] _ i Behandlungen nach einem
5 207 zweiseitigen t-Test fiir
. 104 r unabhéngige Stichproben (* p<
0- : - 0,05).

Hypokotyl Segment1 Segment2 Segment3

Il \Wasserstand am Wurzelhals
[1Wasserstand 2,5 cm unterhalb des Wurzelhalses
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2.3.2 Einfluss des Wasserstandes auf die Photosynthese, Wasseraufnahme und
Wasserpotential infizierter Buchensamlinge

Auf physiologischer Ebene wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Inokulation und den Wasserstanden festgestellt. Der Infektionseffekt ist jedoch
signifikant im Vergleich zur Kontrollpflanzen an Pflanzen, die mit niedrigerem
Wasserstand inokuliert wurden, vorhanden. Abbildung 2.10 zeigt, dass eine
Reduktion der CO2-Aufnahmerate (s. Abb. 2.10 A), der Wasseraufnahme (s. Abb.
2.10 B) und des Wasserpotentials festgestellt werden konnte (s. Abb. 2.10 D). Die
Chlorophyll-Fluoreszenz der inokulierten Samlinge zeigte jedoch im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen keine Beeintrachtigung (s. Abb. 2.10 C).
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Abbildung 2.10: Einfluss der Inokulation mit P. citricola auf die Physiologie von
Buchensémlingen bei unterschiedlichen Wassersténden zum Erntezeitpunkt: (A)
Netto-CO,-Aufnahmerate, (B) Wasseraufnahme, (C) Quantensausbeute des
Photosystems Il, und (D) Wasserpotential;, Ernte der inokulierten Pflanzen nach
Reduktion der Wasseraufnahme um 60 %; Mittelwerte + Standardfehler, Kontrolle
n=5 und inokulierten Pflanzen n=10; unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede der Mittelwerte nach Tukey p< 0,05.

2.4 Einfluss der Inokulumdichte auf die Infektion von Buchensamlingen durch
P. citricola

2.4 1 Einfluss der Inokulumdichte auf die Wasseraufnahme

Um den Einfluss der Inokulumdichte auf die Infektion zu untersuchen, wurde eine
Zoosporen-Konzentrationsreihe von P. citricola angesetzt (s. 1l. 10.2.3).
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In Abbildung 2.11 ist die konzentrationsabhangige Abnahme der Wasseraufnahme
von Buchensamlingen dargestellt, die mit verschiedenen Zoosporenkonzentrationen
inokuliert wurden. Es zeigte sich, dass fur die Hemmung der Wasseraufnahme eine
Konzentrationsschwelle erreicht werden muss. 125
Zoosporen mL™ ist dafiir nicht ausreichend, wohingegen eine Konzentration von 12,5
* 10° Zoosporen mL™ bereits zu einer sichtbaren Hemmung der Wasseraufnahme
fiihrt. Erst bei einer Konzentration von 12,5 * 10* mL™ ist die Wasseraufnahme ab
Tag 7 nach Infektionsbeginn deutlich gehemmt, in deren Folge dann irreversible
Welkesymptome auftraten.

Eine Konzentration von

| a2 aa Abbildung 2.11: Hemmung
=B ﬁ 50 der Wasseraufnahme bei
100__ .i / [ & § T aa Buchensémlingen nach
—_ o—© Inokulation mit P. citricola in
“"% 80 + /*%*’/ . e unterschiedlichen Zoosporen-
£ \1 / N _ konzentrationen: [c1] 125, [c2]
g 901 ® ab 12500, [c3] 125000
3 | b\t} Zoosporen mL™"; Mittelwerte +
g 40 ® Standardfehler, n=5;
S \b unterschiedliche Buchstaben
20+ . zeigen signifikante
Unterschiede der Mittelwerte
0 . . : - 1 . nach Tukey p< 0,05.

2 4 6 8
Tage nach Inokulation

- O- Kontrolle —0—c1[125 mL]

—e—c2[12500 mL"] —e—c3 [125000 mL"]

10

Die quantitative PCR - Analyse bestatigt diese Korrelation zwischen Infektionsstarke
(ng Phytophthora - DNA pro mg Trockensubstanz) und Hemmung der
Wasseraufnahme. Der Vergleich der Wachstumsdaten flr P. citricola mit der
Hemmung der Wasseraufnahme durch eine Zoosporenkonzentration von 12,5 * 10°
zeigt deutlich, dass eine lineare Korrelation besteht und eine durch Extrapolation der
Daten (y= 129,6404 - 2,9677x) empirisch bestimmte Schwellenkonzentration von
43,6 ng P. citricola-DNA pro Milligramm Wurzeltrockenmasse bereits ausreichte, den
Xylemwasserfluss zu 100 % zu blockieren. Der mit Rot markierte Bereich in welchen
die mit P. citricola inokulierten Buchensamlinge irreversible Welkesymptome zeigten
(s. Abb. 2.12).
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140 Abbildung 2.12: Hemmung
wol O der Wasseraufnahme bei
] ° inokulierten

— 1004 Buchensémlingen in
B | Abhé&ngigkeit der Menge an
£ 80- P. citricola-DNA: [c1] 125,
S 1 [c2] 12500, [c3] 125000
S 60- Zoosporen mL™', n=5. Die
o 1 Korrelation ist zweiseitig auf
§ o dem Niveau von ps 0,01

20 signifikant.

0 [ : : ; , ; : ;
0 40 80 120 160
P. citricola [ng DNA mg 'TG]
O Kontrolle O e1[125mL™

® c2[12500mL"] @ ¢3[125000 mL™"]

2.4.2 Einfluss der Inokulumdichte von P. citricola auf die Gehalte an I6slichen
Zuckern in Wurzeln und Blattern infizierter Buchen

Um den Einfluss der Inokulumdichte von P. citricola auf die Gehalte an Saccharose,
Glucose und Fructose in Wurzeln und Blattern infizierter Buchen zu untersuchen,
wurden diese mittels Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt
(s. 11.5.2.2.2).

Pflanzen, die mit 12,5 * 10* Zoosporen mL™" inokuliert wurden, zeigten eine
signifikante Reduktion aller gemessenen I6slichen Zucker in der Wurzel im Vergleich
zu Kontrollen und den Pflanzen, die mit der niedrigsten Zoosporen Konzentration
inokuliert wurden (s. Abb. 213 A). Der Effekt, den die mittlere
Zoosporenkonzentration (12,5 * 10° mL") auf die I8slichen Zucker Saccharose,
Glucose und Fructose aufwies, war nicht signifikant von der niedrigsten oder
hochsten Konzentration zu unterscheiden, zeigte aber eindeutig den
konzentrationsabhangigen Trend der Zuckergehalte von der Inokulumdichte in der
Wourzel. In Blattern inokulierter Pflanzen konnte jedoch kein signifikanter Unterschied
fur die Gehalte I6slicher Zucker im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (s.
Abb. 2.13 B).



S ool A Abbildung 2.13: Zuckergehalte in Wurzeln
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Wie in Abbildung 2.14 zu erkennen ist, bestehen negative Korrelationen zwischen
den Zuckergehalten infizierter Wurzeln und der Menge an Phytophthora-DNA bzw.
Inokulumdichte.
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Abbildung 2.14: Wurzelzuckergehalt inokulierter Buchensédmlinge in Abh&angigkeit
von der Menge an P. citricola-DNA: (A) Summe Zucker, (B) Saccharose, (C)
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Glucose, (D) Fructose; [c1] 125, [c2] 12500, [c3] 125000 Zoosporen mL™", n=5. Die
Korrelationen sind zweiseitig auf dem Niveau von p< 0,0001 signifikant.

2.5 Induktion der Ethylenbiosynthese nach Infektion mit P. citricola

Neben physiologischen Parametern wurde sowohl die Ethylensynthese in den
Blattern infizierter Buchensamlinge, als auch die Korrelation der Produktion von
Ethylen mit dem Ausmal} der Infektion untersucht (s. Il. 10.2.4).

Im ersten Versuch wurden Buchensamlingen mit P. citricola inokuliert und in einem
geschlossenen System untersucht. In diesem konnte festgestellt werden, dass schon
2 Tage nach der Inokulation ein signifikanter Anstieg der Ethylenbildung im Vergleich
zu Kontrollpflanzen erfolgte (s. Abb. 2.15 A).

3000

A ik
6 2500_ T kkk *kk
el hk
= ® @
© 2000 o0 ® LN
) ._..” .
£ ** Kk kkk s RS
& 1500+ /o wxn @
= /
o @
= 1000 / ok
i /
/ :

500 @.0-0-0-0 e (it

0
£ 0.25
2] B
'_
o 0.204 dkk
E *kE . *I*:L
-] D’
E o°
= 0.154 s bt
£ oo
g 0.10 ' P )
® g o009 00"
2 0,05 s ®
(] ./
= [
I 0.00

12

C

104
g 8
g
e 6
bel
o
£ 4
-
D)

2

4 6 8 10
Tage nach Inokulation

12

--0--Kontrolle —@— P. citricola

14

Abbildung 2.15: Einfluss der Inokulation
mit P. citricola auf die Ethylenbiosynthese
und Symptomentwicklung bei
Buchensémlingen in einem
geschlossenen System: (A) Ethylen, (B)
Summe der Wasseraufnahme, (C)
Symptomstérke (Bewertungsschema
siehe 11-10.2.4); Mittelwerte
Standardfehler, n=10; Sterne zeigen
signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolle und inokulierten Pflanzen nach
einem zweiseitigen t-Test flir
unabhéngige Stichproben (* p< 0,05, **
p< 0,01, *** p< 0,001).
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Das Auftreten leichter Verbraunungen in den Blattadern war eines der ersten
Symptome im Blattbereich. Diese Verbraunungen konnten bereits 6 Tage nach der
Inokulation festgestellt werden. Die Symptomstarke nahm erwartungsgemaf uUber
den gesamten Versuchsverlauf hinweg zu (s. Abb. 2.15 C). Das Vorkommen von
Symptomen ging mit einem signifikanten Rickgang der Wasseraufnahme einher (s.
Abb. 2.15 B). 13 Tage nach Inokulation konnte tendenziell ein Ruckgang der
produzierten Ethylenmengen beobachtet werden. Die Ethylenkonzentration war
jedoch im direkten Vergleich zu nicht - inokulierten Pflanzen noch deutlich erhéht (s.
Abb. 2.15 A).

Ahnlich wie beim geschlossene System wurde im bellfteten System ein Anstieg der
Ethylenkonzentration schon 24 Stunden nach der Inokulation beobachtet. Jedoch
war in diesem System eine biphasische Produktion dieses Hormons deutlich zu
erkennen. Die beiden Peaks zeigten ein Maximum nach 2 bzw. 6 Tagen bei je ca.
1500 pmol g™ FG Ethylen, was in etwa die dreifache Menge der von Kontrollpflanzen
produzierten Ethylenmenge darstellt (s. Abb. 2.16).
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2.6 Elektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen nach Infektion mit P. citricola

Wasserstand

Abbildung 2.17: Bereiche der Probenentnahme fiir die Elektronenmikroskopie (TEM).

(K) Kontrolle, (P) mit P. citricola infizierter Buchensémling: Hypokotyl (H,),
Hauptwurzel (Hw) und Feinwurzel (Fy).

Die elektronenmikroskopische (TEM) Untersuchung wurde an einem mit P. citricola
inokulierten Buchensamling und an einer Kontrollpflanze durchgefihrt (s. 1l. 10.2.5).
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Die Proben wurden nach den ersten Welkeerscheinungen am Blattrand, aus
unterschiedlichen Bereichen der Pflanze entnommen (s. Abb. 2.17). Beprobt wurden
Gewebe aus dem Hypokotyl, den Haupt- und Feinwurzeln (s. Abb. 2.17, rote
Markierungen). Die Herstellung der Dauerpraparate und der Aufnahmen erfolgte wie
in 1. 8.2 beschrieben.

Abbildung 2.18: Aufnahmen aus dem Hypokotyl eines nicht (A/B) und eines mit P.
citricola infizierten Buchensédmlings (C/D). (A) zeigt die Ausdifferenzierung von
Xylemelementen (X). Balken=1 um. (B) weist auf Parenchymzellen (P) mit
Stérkekérnen (S) als auch auf die Bildung und Ausdifferenzierung von
Xylemelementen mit Plasmolyse der Zellmembran (Zm) hin. Balken=1 um. (C) weist
auf die Auflésung und Auftrennung der Zellwand (Zw) im Xylembereich (X) hin.
Balken=0,5 um. (D) zeigt im Detail das Auftreten von Stérkekérner (S) begleitet von
elektronendichtem Material mit unbekannter Herkunft (M). Balken=0,5 um.
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Aufnahmen aus dem Epikotyl des Kontroll- als auch des infizierten Buchensamlings
zeigten im Bereich von Xylem und Phloem, keine Veranderungen. In Abbildung 2.18
A und B ist zu erkennen, dass Kambium, Xylem und Phloem der Kontrollpflanze
weder eine Deformation noch eine Ruptur oder ein Auflésen der Zellwand aufwiesen.
Nach einer Infektion mit P. citricola zeigen sich oftmals Veranderungen der Zellwand,
wie es im Xylembereich des Hypokotyls deutlich zu erkennen ist (s. Abb. 2.18 C). In
einigen Fallen ist ein vollstandiges Auflésen der Primarzellwand und der Mittellamelle
zu sehen. Ebenso scheint der Anteil der eingelagerten Starke in Parenchymzellen
infizierter Samlinge gegenuber der Kontrolle deutlich geringer. Starkekorner zeigten
sich meistens von elektronendichtem Material mit unbekannter Herkunft begleitet
(s. Abb. 2.18 D).

Abbildung 2.19: Aufnahmen aus der
Hauptwurzel (W1P) eines mit P.
citricola infizierten Buchensédmlings.
(A) zeigt im Detail die Auflésung der
Zellwand (Zw) und Auftrennung von
Sekundér- (II-Zw) und Primérzellwand
(I-Zw) im Xylembereich (X) als auch
das Auftreten von Stérkekérnen (S).
Balken=0,5 um. Die Ubersichten (B
und C) zeigen das Ausmal3 des
Zellwandabbaus im
Parenchymbereich als auch das
Auftreten elektronendichtem Material
unbekannter Herkunft (M). Balken=1
um und 0,25 um.
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Abbildung 2.19 zeigt Aufnahmen aus der Hauptwurzel einer inokulierten Pflanze.
Deutlich zu sehen ist ein Ablosen der Primar- von der Sekundarzellwand des Xylems
(s. Abb. 2.19 A) sowie eine partielle Aufldsung der Zellwand von Parenchymzellen (s.
Abb. 2.19 B). Detailaufnahme zeigt die Auflésung der Zellwand von Parenchymzellen
aullerdem das gehaufte Auftreten von amorphem Material (s. Abb. 2.19 C).

Die in Abbildung 2.20 dargestellten Gewebebereiche der Feinwurzel einer
Kontrollpflanze weisen keine morphologischen Auffalligkeiten auf. In Abbildung 2.21
ist der Querschnitt einer infizierten Feinwurzel dargestellt. Sowohl im Inter- als auch
Intrazellularbereich sind Hyphen von P. citricola deutlich zu erkennen. Hinsichtlich
einer moglichen Abwehrreaktion der Pflanze wurden keine Barrieren bzw.
Ligninablagerungen, die ein Eindringen des Pathogens verhindern konnten,
festgestellt. Hier kann ein drastischer Abbau der Zellwand und Mittellamelle im
Kambium und in Xylemelementen festgestellt werden.

Abbildung 2.20: Aufnahme einer gesunden Feinwurzel eines nicht infizierten
Buchensémlings im Querschnitt dargestellt. Balken=1 um. Sekundér- (lI-Zw) und
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Primérzellwand (I-Zw), Mittellamelle (Ml), Kambium (K), Stérkekérnen (S) und
Xylemelementen (X).

Abbildung 2.21: Aufnahme aus der Feinwurzel eines mit P. citricola infizierten
Buchesémlings. Ubersicht zeigt intra- und interzelluldr wachsende Hyphen (H) mit
Zellen, die deutliche Zellwandverédnderungen zeigen. Balken=1 ym. Zellwand (Zw),
Mittellamelle (Ml), Kambium (K) und Xylemelementen (X).

2.7 Infektionsverlauf und Genexpression in Buchenkeimlingen inokuliert mit P.
citricola

2.7.1 Einfluss von P. citricola auf die Physiologie der Buchensamlinge

Um den Einfluss von P. citricola auf die Physiologie und anschlielende Verknupfung
der Daten mit der Genexpression wichtiger Enzymen des Primar- und
Sekundarmetabolismus an inokulierten Buchensamlinge zu untersuchen, wurden
diese wie in Il. 7.2 und Il. 10.2.5 beschrieben durchgefihrt.

Die inokulierten Buchensamlinge zeigten eine signifikante Reduktion der
gemessenen physiologischen Prozesse (s. Abb. 2.22), ahnlich wie bei bereits zuvor
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durchgefuhrten Versuchen (s. lll. 2.1; 1ll. 2.2 und lll. 2.3). Abbildung 2.22 A zeigt,
dass eine fortschreitende Reduktion der CO,-Aufnahmerate ein Tag nach Inokulation
erfolgte. 5 Tage nach der Inokulation konnte ein tendenzieller Anstieg der C; Werte
festgestellt werden (s. Abb. 2.22 B). Die stomatare Leitfahigkeit der inokulierten
Samlinge zeigte eine signifikante Reduktion im Vergleich zu Kontrollpflanzen ab 3
Tage nach Infektion (s. Abb. 2.22 C). Die Transpirationsrate hingegen lag bereits 2
Tage signifikant unter den Kontrollwerten (s. Abb. 2.22 D).
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Abbildung 2.22: Einfluss von P. citricola auf die Photosyntheseparameter von
inokulierten Buchensédmlingen: (A) Netto-CO,-Aufnahmerate, (B) Blattinterne CO-
Konzentration, (C) stomatére Leitfdhigkeit und (D) Transpirationsrate; Mittelwerte *
Standardfehler, n=5; Sterne zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und
inokulierten Pflanzen nach einem zweiseitigen t-Test fiir unabhéngige Stichproben (*
p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001).

Um das Ausmal® der Infektion wahrend des Krankheitsverlaufs zu ermitteln, wurden
die Mengen an P. citricola in Buchenwurzeln zu unterschiedlichen Zeitabstanden
quantifiziert (s. Il. 9.5 und Il. 10.2.5).

Die Abbildung 2.23 zeigt die Menge an P. citricola-DNA bei inokulierten
Buchensamlingen pro Erntezeitpunkt. Deutlich erkennbar ist, dass der
Pathogengehalt wahrend des gesamten untersuchten Zeitraumes unter 25 ng DNA
pro Wurzel-Trockengewicht blieb.
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30 Abbildung 2.23: Menge an P.
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Mit dem Ziel, die Unterschiede in der Blattphysiologie zwischen inokulierten und nicht
inokulierten Buchensamlinge zu veranschaulichen, wurde die Assimilationsrate
gegen die Transpiration zu verschiedenen Zeitpunkten aufgetragen. Die
Ausgleichsgerade entspricht einer visuellen Darstellung des Wassernutzungs-
koeffizienten (WUE). Abbildung 2.24 zeigt die WUE der Kontrollpflanzen im Vergleich
zu P. citricola infizierte Buchensamlinge Uber einen Zeitraum von 144 Stunden. Es
wird deutlich, dass die WUE der Kontroll-Samlinge zeitabhangig stark zunahm. Eine
ahnliche, jedoch weit schwacher ausgepragte Reaktion zeigten auch infizierte
Samlinge.
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Abbildung 2.24: Wassernutzugskoeffizient von Buchensédmlingen inokuliert mit P.
citricola. (A, B, C, D, E, F) deuten auf 24, 48, 72, 96, 120 und 144 Stunden nach
Inokulation. Die Korrelationen sind zweiseitig auf dem Niveau von p< 0,05, p< 0,01
und p< 0,001 signifikant.
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2.7.2 Relative Genexpression in Blattern und Wurzeln infizierter Buchensamlinge

Um den Einfluss der Infektion durch P. citricola auf die Genexpression von
inokulierten Buchensamlingen zu untersuchen, wurden diese in unterschiedlichen
Zeitpunkten abgeerntet (s. Il. 12.2.5) und die Expression wichtiger Enzyme des
primar und sekundar Metabolismus untersucht (s. Il. 10.4).

Ein direkter Vergleich der Induktions- oder Repressionsverlaufe von inokulierten
Buchensamlingen und Kontrollpflanzen zeigte unterschiedliche Antworten im Verlauf
und im Ausmal der Expression von analysierten Genen des Blatt- und
Wurzelbereichs.

In den Blattern der inokulierten Buchensamlinge wurde keine Veranderung des
Expressionslevels flur das RbcL-Gen im Verlauf der Infektion beobachtet (s. Abb.
2.25 A). Das RbcS-Gen zeigte dagegen eine signifikante Repression 48 und 144
Stunden nach Inokulation. Eine tendenzielle Repression dieses Gens konnte Uber
den gesamten Versuchszeitraum hinweg beobachtet werden (s. Abb. 2.25 B). Das
Aquaporin-Gen war dagegen den uUberwiegenden Teil des Infektionsversuchs
deutlich hoch reguliert. Die auffalligste Induktion wurde dabei 72 Stunden nach
Inokulation detektiert (s. Abb. 2.25 C). Osmotin zeigte eine signifikante Induktion der
Genexpression 24 Stunden nach der Inokulation und einen tendenziellen
Induktionsverlauf bis 72 Stunden nach der Inokulation (s. Abb. 2.25 D). Fur das
COMT-Gen wurde eine signifikante Repression nach 6 und 144 Stunden nach der
Inokulation festgestellt (s. Abb. 2.25 E). Fur die an der Ethylenbildung beteiligten
Gene ACO und ACS1 wurde eine signifikante Induktion zu unterschiedlichen
Zeitpunkten beobachtet: Es ist zu erkennen, dass das ACO-Gen eine deutliche
Induktion 48 und 72 Stunden nach der Inokulation aufweist. Das ACS1-Gen dagegen
zeigt eine signifikante Induktion ab 48 Stunden nach der Inokulation bis zum Ende
des Versuches. Das ACS2-Gen zeigte dagegen keine signifikante Veranderung des
relativen Expressionslevels in der untersuchte Zeit. Hier konnte jedoch festgestellt
werden, dass ACS2 ein Maximum bei 24 Stunden nach der Inokulation zeigte
wahrend ACS1 in der gleichen Zeit ein lokales Minimum aufwies. (s. Abb. 225 F, G
und H)
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Abbildung 2.25: Relative Genexpression in Bléttern infizierter Buchensémlinge: (A)
groBe Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RbcL),
(B) kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase
(RbcS), (C) Aquaporin, (D) Osmotin, (E) Kaffeesédure-O-methyltransferase (COMT),
(F) 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure Oxidase (ACO), (G) 1-Aminocyclopropan -1-
carbonsdure Synthase 1 (ACS1) und (H) 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure
Synthase 2 (ACS2); Up- (rote Sterne) und Downregulation (griine Sterne); Sterne
zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und inokulierten Pflanzen.
Median * Standardfehler, n=3. Berechnung mittels REST (Relative Expression
Software Tool) (* p < 0,05, **p <0,01, *** p <0,001).
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Die relative Genexpression in den infizierten Buchenwurzeln zeigte im Gegensatz zu
den im Blatt analysierten Genen keine deutliche Reaktion der Pflanze auf den
Pathogenbefall (s. Abb. 2.26).
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Abbildung 2.26: Relative Genexpression in Wurzeln infizierter Buchensdmlinge: (A)
Aquaporin, (B) Osmotin, (C) Kaffeesdure-O-methyltransferase (COMT), (D) 1-
Aminocyclopropan-1-carbonsdure Oxidase (ACQO), (E) 1-Aminocyclopropan-1-
carbonséure Synthase 1 (ACS1), und (F) 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure
Synthase 2 (ACS2); Up- (rote Sterne) und Downregulation (griine Sterne); Sterne
zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und inokulierten Pflanzen
Median * Standardfehler, n=3. Berechnung mittels REST (Relative Expression
Software Tool) (*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).

In Abbildung 2.26 A und B ist zu erkennen, dass nur das Aquaporin- und das
Osmotin-Gen eine signifikante Induktion- bzw. Repression aufwiesen. Dabei konnte
fur das Aquaporin-Gen eine signifikante Induktion nur 144 Stunden nach der
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Inokulation beobachtet werden. Fir das Osmotin-Gen wurde eine signifikante
Repression zwischen 24 und 72 Stunden nach der Inokulation festgestellt.

Die relative Genexpression fur COMT-, ACO-, ACS1- und ACS2- in der Wurzel
zeigte weder signifikante Induktions- noch Repressionsverlaufe zu den untersuchten
Zeitpunkten (s. Abb. 2.26 C, D, E und F).
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IV DISKUSSION

1 GEWINNUNG, CHARAKTERISIERUNG UND AUFREINIGUNG VON PROTEINEN
AUS DEM KULTURFILTRAT VON PHYTOPHTHORA CITRICOLA

Die Produktion von extrazellularen Proteinen durch unterschiedliche Phytophthora-
Arten ist von vielen Autoren in der Literatur ausfuhrlich beschrieben (Latijnhouwers et
al., 2003; Kamoun, 2005). Dazu gehéren auch die als Elicitine beschriebenen 10 kDa
Proteine, die in der Interaktion mit einigen Pflanzenarten eine Elicitoraktivitat
aufweisen. Anderseits kdonnen andere Proteine, die ebenfalls vom Pathogen
abgegeben werden, als Pathogenitats- oder Virulenzfaktor agieren. Noch nicht
vollstandig geklart ist allerdings, welche Metabolite von Phytophthora citricola fur die
Welkeerscheinung an infizierten Buchen (Fagus sylvatica L.) verantwortlich sein
konnten. Aus diesem Grund wurde eine Aufreinigung der Proteine, die von P.
citricola in das Kulturfiltrat abgegeben werden, vorgenommen und die Bedeutung
dieser im Wirt-Pathogen-System Buche - P. citricola untersucht.

1.1 Rolle des Citricolins in der Wirt-Pathogen Interaktion Fagus sylvatica - P.
citricola

1.1.1 Einfluss von Citricolin auf die Physiologie von Buchen- und Tabakblattern

Nach der Trennung der in das Kulturfiltrat von P. citricola abgegebenen Proteine in
zwei Hauptproteinfraktionen A1 (molekulare Massen zwischen 12 und 162 kDa) und
A2 (molekulare Massen zwischen 2,6 und 11 kDa) und dem Nachweis der in den
Fraktionen enthaltenen Proteine durch SDS-PAGE (s. Ill. 1, Abb. 1.1 und Abb. 1.2),
wurden Vorversuche zu ihrer biologischen Wirkung auf Buchensamlinge
durchgefihrt.

Durch Auftrag der A2-Fraktion auf eine SDS-PAGE, Durchfuhrung eines
Westernblots und anschlieBender Immunisierung mit AntikOrpern gegen f-
Cryptogein, wurde eine deutliche Proteinbande mit einer molekularen Masse um
8 kDa detektiert (s. Ill. 1.1, Abb. 1.3 A und B). Anhand dieser Ergebnisse konnte
bestatigt werden, dass es sich hier um ein Elicitin handelt. Dieses Elicitin wurde in
Anlehnung an P. citricola als ,Citricolin® bezeichnet (Fleischmann et al., 2005).
Elicitine sind kleine, hoch konservierte Proteinen, die von allen Phytophthora-Arten
produziert werden (Ponchet et al., 1999; Yu, 1995). Elicitine werden nach ihrem
isoelektrischen Punkt in basische [- oder saure a-Elicitine eingeteilt. Fur alle
Phytophthora-Arten wurde die Existenz von a-Elicitinen, gleichzeitig aber nur fur
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wenige die Existenz von basischen B-Elicitinen gezeigt (Panabieres et al., 1997;
Ponchet et al., 1999). In Arbeiten von Nespoulous et al. (1992) wurden
unterschiedliche Elicitine in einem Bio-Assay mit Tabakblattern verglichen. Die
basischen [-Elicitine Cryptogein, Cinnamomin und B-Drechslerin zeigten dabei eine
hohere Toxizitat. Die sauren a-Elicitine Capsicein, Parasiticein und a-Drechslerin
waren erst in hoheren Konzentrationen toxisch. Bei Citricolin konnte gezeigt werden,
dass es sich um ein a-Elicitin handelt (Fleischmann et. al., 2005). Nach Plich und
Rudnicki (1979) koénnte die Produktion eines Toxins eine wichtige Rolle in der
Pathogenese spielen. Dubery et al. (1994) pragte bei ihrer Charakterisierung des
Elicitins von P. cactorum auch den Begriff Toxin fur das im Kulturfiltrat enthaltene
Cactorein.

Bei der Wirkung der Elicitine in Tabak sind vor allem der Turgorverlust, der Abbau
der Chloroplastenmembrane und die vollige Dekompartimentierung der Zellen zu
beobachten (Milat et al., 1991; Heiser et al., 1999; Brummer et al., 2002). Bruce et al.
(1996) gehen davon aus, dass Elicitine keine Bedeutung fur die Pathogenitat haben.
Manter et al. (2007) zeigten bei Rhododendron macrophyllum, Lithocarpus
densiflorus und Umbellularia californica an mit P. ramorum-Elicitinen behandelten
Blattern eine signifikante Reduktion der Chlorophyll-Fluoreszenz. Die Autoren
zeigten ebenso erstmals einen negativen Einfluss von Elicitinen auf die
Photosynthese an kompatiblen Wirten, unabhangig von einem durch das Pathogen
verursachten Wassermangel.

Es wurde vermutet, dass das Elicitin von P. citricola flur die Auspragung von
Blattnekrosen und Welkesymptomen an Buche beteiligt sein konnte. Citricolin erwies
sich jedoch als wirkungslos an Buchensamlingen. Das Elicitin reduzierte jedoch bei
Tabakblattern die Netto-CO,-Aufnahmerate, die stomatare Leitfahigkeit (s. Ill. 1.2,
Tab. 1.1) und verursachte die fur Elicitine typischen Blattnekrosen (s. Ill. 1.2, Abb.
1.4). Auch bei mit Citricolin behandelten Buchensuspensionskulturen konnte weder
die Induktion einer hypersensitiven Reaktion, noch ein Elicitin vermittelter Zelltod
gezeigt werden (Martin, 2005).

1.1.2 Hypersensitive Reaktion und H2O,-Nachweis an Tabak nach Behandlung mit
Citricolin

Fur eine inkompatible Wirt-Pathogen-Interaktion ist die hypersensitive Reaktion
charakteristisch. Das eindringende Pathogen wird durch Elicitoren vom Wirt erkannt,
anschlieRend werden entsprechende Abwehrmallinahmen eingeleitet. Elicitoren
konnen dabei Komponente des Pathogens oder des Wirtes sein (z.B.
Zellwandbestandteile). Eine schnelle Reaktion, die bei der hypersensitiven Reaktion
beobachtet werden kann, ist die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
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wie z.B. Superoxid (O,7), Wasserstoffperoxid (H>O2) oder Hydroxylradikale ((OH),
was unter dem Begriff Oxidative Burst zusammengefasst wird (Elstner et al., 1996).
An Tabak (Nicotiana tabacum) konnten bereits mehrere Elicitine verschiedener
Phytophthora-Arten als Elicitoren eines Oxidative Burst identifiziert werden
(Rustérucci et al., 1996; Bourque et al., 1998; Koehl et al., 2003, Fleischmann et al.,
2005).

Um die Beteiligung von ROS an den Nekroseerscheinungen der mit Citricolin
infiltrierten Tabakblatter zu untersuchen, wurden diese zusammen mit Ascorbinsaure
und Katalase in ein Tabakblatt coinfiltriert. In pflanzlichen Zellen sind Ascorbinsaure
und Katalase wichtige Mechanismen fur die Sauerstoffdetoxifizierung (Elstner et al.,
1996). Es wurde festgestellt, dass mit zunehmender Konzentration von 0,2 M bis 1 M
Ascorbinsaure die nekrotischen Effekte des Elicitins abnahmen. Allerdings zeigte
sich auch, dass letztlich nur eine zeitliche Verzégerung der Symptomauspragung
stattfand (s. lll. 1.2.1.2, Abb. 1.5).

Nach DAB-Farbung wiesen die mit 1 ug mL™" Citricolin infiltrierten Stellen die typische
rot-braune Verfarbung auf, welche auf eine lokale Akkumulation von H>O, hinweist
(s. Ill. 1.2.1.3, Abb. 1.6). Die Diaminobenzidin-Farbung an einem mit 1 pug mL”
Citricolin und 1 M Ascorbinsaure coinfiltriertem Tabakblatt zeigte jedoch eine
Reduktion der Braunfarbung des Parenchymgewebes. Das wiederum deutet auf eine
Reduktion des gebildeten H,O, durch die Ascorbinldsung hin.

Koehl (2002) zeigte ebenfalls einen deutlichen Anstieg an H,O, in Zellkulturen der
Tabaksorte Bel W3 nach Elicitierung mit Kulturfiltrat von P. quercina. Die Zugabe von
Katalase und Diphenyleniodonium (DPI) konnten allerdings nicht vollstandig klaren,
ob es sich nach Elicitierung bei der primar gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies um
H,O, oder Superoxid handelt.

1.2 Extrazellulare Metabolite von P. citricola als Virulenzfaktoren in der
Interaktion mit Fagus sylvatica

1.2.1 Charakterisierung des Welkefaktors von P. citricola

In der Literatur werden viele mogliche Ursachen fur die Zerstérung des
Wurzelsystems, die physiologischen Veranderungen und die daraus resultierende
Welke angegeben (Ruppel, 1966; Tippett et al., 1977; Dawson und Weste, 1984;
Van Alfen, 1989, Benhamou und Coété, 1992).

Die aus dem Kulturfiltrat von P. citricola nach der Gelfiltration aufgetrennten
Fraktionen wurden in Bio-Assays mit 3 Monate alten Buchensamlingen auf ihre
biologische Aktivitat untersucht. Da das Citricolin keine biologische Wirkung auf
Buchen zeigte, wurden ausschlieBlich die entsalzten Fraktionen 8 bis 14 der
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Hauptfraktion A1 (s. Ill. 1, Abb. 1.1 und Abb. 1.2 B) auf ihre Wirkung gegenlber
Buchen getestet (s. Ill. 1.4.1, Abb. 1.8). Dabei stellte sich heraus, dass nur die
Fraktion 14 keine Nekrosen hervorrufen konnte (s. lll. 1.4.1, Tab. 1.2). Aus diesem
Grund wurden die Fraktionen 8 bis 14 vereint und als ,A1-Fraktion“ bezeichnet. Erste
Biotests mit der partiell gereinigten A1-Fraktion resultierten in Welkesymptomen und
einem Absterben der behandelten Buchensamlinge (Ritter, 2005; Martin, 2005).
Parallel konnte in dieser Arbeit ein negativer Einfluss auf die Photosyntheseleistung
(s. l. 1.4.2, Abb. 1.9) und die Wasseraufnahme (s. Ill. 1.4.2, Abb. 1.10) auf die mit
A1-Fraktion behandelten Buchenblattern gezeigt werden. Dabei zeigte sich, dass fur
eine maximale Hemmung der Wasseraufnahme ein Proteinschwellenwert von 20 pg
mL™" ausreichte (s. lll. 1.4.2, Abb. 1.11). Ferner konnte festgestellt werden, dass die
eingesetzte Proteinkonzentration der A1-Fraktion einen deutlich geringeren Einfluss
auf die photosynthetische Quantenausbeute als auf die Wasseraufnahme der
Buchen aufwies (s. Ill. 1.4.2, Abb. 1.12). Dieser Einfluss auf die physiologischen
Parameter an Buchensamlingen konnte allerdings auch mit einem osmotischen
Effekt durch Glucose zu erklaren sein, die zu Beginn der Phytophthora-Flissigkultur
zugesetzt wurde. Martin (2005) bestatigte diese Effekte auf Grund von histologischen
Schaden an mit Nahrmedium behandelten Kontrollpflanzen. Aus diesem Grund war
es notwendig, die Zuckerkonzentration im Kulturmedium von P. citricola zu senken
Dabei wurde das Wachstum von P. citricola und das Protein-Zucker-Verhaltnis bei
verschiedenen Glucose- und Asparaginkonzentrationen getestet (s. Ill. 1.5.1, Tab.
1.3). Dabei zeigte P. citricola in den Mediumvarianten, die mit einer geringen
Glucosekonzentration angesetzt wurden, sowohl ein ausreichender Myzelwachstum
als auch eine zufriedenstellende Proteinsegregation (s. Ill. 1.5.1, Abb. 1.13 und Abb.
1.14). Die unbekannten Zuckerarten, die in den Kulturfiltratvarianten nach der
Dialyse erhalten blieben (s. Ill. 1.5.1, Tab. 1.4 und Abb. 1.15), kdnnten fur die
Reduktion der Wasseraufnahme verantwortlich sein (s. Ill. 1.5.1.2, Abb. 1.17); jedoch
nicht fir die Symptomausbildung an mit den Kulturfiltratvarianten inkubierten
Buchenblattern (s. lll. 1.5.1.2, Tab. 1.5).

Aus der weiterfuhrenden Aufreinigung der Fraktionen aus dem P. citricola-Kulturfiltrat
(s. INI. 1.5.2) resultierte die hauptaktive Fraktion, welche als Welkefaktor bezeichnet
wurde. Diese wurde dann mit Hilfe elektrophoretischer Methoden genauer
charakterisiert. Zur Bestimmung des Molekulargewichts des mdglichen Welkefaktors
wurde eine Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschlieRender Silbernitratfarbung
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass noch eine Reihe von Proteinen in dieser
Fraktion enthalten waren. Es zeigten sich Banden im Bereich um die 10 kDa, 25 kDa
und 75 kDa auf dem Gel (s. Ill. 1.5.2.2, Abb. 1.22). Gleichfalls wurde die
Charakterisierung der isoelektrischen Punkte in der aktiven Fraktion durchgefuhrt.
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Die isoelektriche Fokusierung ergab, dass die Proteine, die dem moglichen
Welkefaktor entsprechen, im sauren Bereich liegen (s. Ill. 1.5.2.3, 1.23).

1.2.2 Wirkmechanismus des Welkefaktors und Bedeutung im Wirt-Pathogen-System
Buche - P. citricola

In der Literatur finden sich einige Berichte Uber verschiedene Phytophthora-Arten,
welche durch das Abgeben phytotoxischer Komponenten Welke an den Blattern der
jeweiligen Wirtspflanzen verursachen (Plich und Rudnicki, 1979; Shohet und
Strange, 1989; Capasso et al., 1997).

Insgesamt betrachtet, erscheint es wahrscheinlich, dass die hauptaktive Fraktion von
P. citricola Substanzen enthalt, die fur die Zerstérung der Wasserleitbahnen, den
Einbruch der Wasseraufnahme und damit fur die Welkesymptome (s. Ill. 1.6.1, Abb.
1.24) verantwortlich sind. Die Behandlung der Buchensamlinge mit dem Welkefaktor
fuhrte zu einer Auflosungen der pektinhaltigen Mittellamelle und der zellulose-,
hemizellulose-, und pektinhaltigen Primar- und Sekundarwande (s. lll. 1.6.2, Abb.
1.27). Hydrolytische Enzyme spielen eine groRe Rolle flir das Eindringen von
Pathogenen in die Wirtspflanze. Sie helfen den Pilzen Zellwandbestandteile in kleine
Bruchstlicke zu spalten, um sie so aufzulésen (Elstner et al., 1996; Borner, 1997).
Tippett et al. (1977) vermuteten als Ursache flr einen Zusammenbruch der Vakuole,
einem begleitenden Schrumpfen der Protoplasten und die Auflésung der Zellwande
in Wurzeln von Eukalyptus diffundierbare Toxine oder hydrolytische Enzyme, die von
P. cinnamomi abgegeben werden. Cahill et al. (1985) sahen die Ursache fur
Schadigungen der Plasmamembran mit andauerndem Elektrolytverlust bei
Infektionsversuchen in der Absonderung von Toxinen durch P. cinnamomi bzw. in
der Penetration durch Hyphen und dem daraus resultierenden enzymatischen
Abbau. Ritter (2005) konnte mittels elektronenmikroskopischen Aufnahmen bei mit
A1-Fraktion behandelten Buchensamlingen gleichfalls einen Abbau von
Xylemzellwanden und Mittellamellen im Epikotyl feststellen und machte hydrolytische
Enzyme, abgesondert von P. citricola, fur die mikroskopischen und makroskopischen
Symptome verantwortlich. Ein Nachweis der vermuteten Enzymaktivitat wurde in
diesem Teil der Arbeit vorgenommen. Sowohl in dem rohen P. citricola-Kulturfiltrat,
als auch in dem partiell gereinigten Welkefaktor lie3 sich eine deutliche Aktivitat
hydrolytischer Enzyme nachweisen. Vor allem wurde eine starke a-Glucosidase- und
B-Glucosidase-, aber auch eine geringe Cellobiohydrolase- und Xylanase- Aktivitat in
den Proben detektiert (s. Ill. 1.7, Abb. 1.28 und Abb. 1.29). Diese Befunde deuten
auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen diesen hydrolytischen Enzymen und
dem Auftreten von Welke bei mit P. citricola infizierten Buchensamlingen hin. Przybyil
et al. (2006) zeigten bei Isolaten von Ophiostoma ulmi und O. novo-ulmi eine
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signifikante Korrelation zwischen der in vitro Aktivitat von Exoglucanasen und [3-
Glucosidasen und der Virulenz an Ulmus minor. Ahnliche Studien mit Nectria
ditissima, Colletotrichum gloeosporioides und Alternaria alternata zeigten eine
signifikante Korrelation zwischen der Virulenz dieser Pilze und ihrer Fahigkeit
Pektinase (Perrin, 1984), Pectate Lyase B (Yakoby et al., 2001) und Cellulase (Eshel
et al., 2002) zu produzieren.

Kamoun (2005) Dberichtete von dem Auftreten eines Nekrose- und
Ethyleninduzierenden Proteins (necrosis- and ethylene-inducing protein, NEP1) und
der Synthese von NEP1-ahnlichen Proteinen mit einer molekularen Groée von
ca. 25 kDa durch unterschiedliche Pflanzenpathogene, einschlieRlich Phytophthora-
Arten, die auch zur Virulenz beitragen konnten. Wie zuvor gezeigt (s. IV. 1.2.1), ist
auch P. citricola in der Lage Proteine mit ahnlicher GréRe zu sezernieren. Es ist
jedoch noch nicht untersucht worden, ob diese auch zu den NEP1-ahnlichen
Proteinen gehodren. Qutob et al., (2002) zeigten fur P. sojae die Produktion eines
25.6 kDa necrosis-inducing Proteins. Die Autoren weil3en darauf hin, dass dieses
Protein eventuell die Kolonialisierung von Geweben des Wirtes durch das Pathogen
wahrend der Ubergansphase vom biotrophen zum nekrotrophen Wachstum
erleichtern kdnnte.

Brummer (2001) konnte nachweisen, dass P. quercina das Elicitin Quercinin im
Wurzelgewebe von Quercus robur synthetisiert und auch in die Wirtszellen abgibt. Es
ist anzunehmen, dass ein ahnlicher Mechanismus auch fur andere extrazellulare
Metaboliten von P. citricola existiert. Elstner et al. (1996) weist darauf hin, dass der
Wassertransport durch direkte Besiedelung der Gefalke durch Hyphen, aber auch
durch Toxine und Enzyme, die vom Pathogen abgegeben werden, beeinflusst
werden kann. Die Beeinflussung des Transportes kann jedoch nicht isoliert gesehen
werden, denn nicht sie allein ist fur Welkesymptome und letztlich auch fur die
Nekrosen verantwortlich. Begleiterscheinungen, wie erhohte Atmung, Ethylen- und
Auxinbildung, sowie die Akkumulation aromatischer Verbindungen innerhalb der
Gefalle oder der Geleitzellen, sind gleichwohl von Bedeutung.

2 WIRT-PATHOGEN-INTERAKTION VON PHYTOPHTHORA CITRICOLA UND
FAGUS SYLVATICA

Krankheiten, die durch verschiedene Phytophthora-Arten hervorgerufen werden, sind
in der Literatur ausflhrlich beschrieben. Befallen werden unter anderem Keimlinge,
Kulturpflanzen, Zierpflanzen oder Baume. Typische Symptome dieses Befalls sind im
Wourzelbereich die Wurzelfaule und Wurzelhalsfaule, sowie das Zusammenbrechen
der Bestande (,dumping off‘). An den oberirdischen Pflanzenteilen ist das
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Vorkommen von Chlorosen und Nekrosen an Blattern, als auch das Absterben
einzelner Aste charakteristisch (Erwin und Ribeiro, 1996; Agrios, 2005).

Die Anfalligkeit der Rotbuche gegenuber wurzelschadigenden Phytophthora-Arten ist
insbesondere auf wechselfeuchten Standorten seit langem bekannt (Day, 1938). In
Bayern wurde erstmals 1996 Uber das Vorkommen von P. cambivora, P. citricola und
andere Phytophthora-Arten an erkrankten Buchenbestanden berichtet (Jung und
Blaschke, 1996).

In verschiedenen Versuchsreihen erwiesen sich sowohl das Wurzelsystem (Jung et
al., 2003), als auch die Stammrinde der Rotbuche (Jung und Blaschke, 1996; Brasier
und Jung, 2003) im Vergleich zur Stiel- und Traubeneiche als deutlich anfalliger
gegenuber P. cambivora und P. citricola.

Die lokalen und systemischen Effekte einer P. citricola-Infektion an Samlingen von
Fagus sylvatica wurden bei dieser Wirt-Pathogen-Interaktion untersucht. Dabei
standen die Ursache des Auftretens von Welkesymptomen und das Absterben der
Wirtspflanze wahrend des Krankheitsverlaufes im Vordergrund.

Verschiedene Versuchsansatze mit einem kunstlichen Inokulationssystem dienten
als Grundlage, um Dbeispielsweise den Einfluss von unterschiedlichen
Zoosporenkonzentrationen als  Inokulumquelle, sowie die Auswirkungen
verschiedener Wasserstande zu untersuchen.

Auller den physiologischen Prozessen, wie CO; - Netto-Aufnahmerate, stomatare
Leitfahigkeit, Transpiration, blattinterne CO»-Konzentration, Wasserpotential und
Chlorophyll-Fluoreszenz wurden auch mikroskopische Untersuchungen an Wurzeln
und Blattern durchgefuhrt.

Durch die histologischen Untersuchungen konnte die Besiedelung des Wirtsgewebes
wahrend der Interaktion analysiert werden. Die Bestimmung der Ethylen-
Biosynthese und die Analyse der Genexpression von Enzymen des Primar- und
Sekundarmetabolismus, sollten das Verstandnis der Reaktion der Pflanzen auf ihre
Schadigung erganzen. Die gewonnenen Ergebnisse ermdglichen die Entwicklung
eines ,Wirkkonzeptes“ des Pathogens auf die Buchensamlinge.

2.1 Einfluss der Inokulation mit P. citricola auf die Physiologie und den
Infektionsverlauf an Buchensamlingen

2.1.1 Einfluss des Pathogenbefalls auf die Physiologie

Die Beeintrachtigung der physiologischen Prozesse von Pflanzen infolge von
Phythophthora-Erkrankungen ist ein bekanntes Phanomen. Bei Versuchen mit
unterschiedlichen Holzpflanzensamlingen fuhrte die Infektion der Wurzel mit P.
cinnamomi zu Einschrankungen der COy-Assimilation, Transpiration und der
stomataren Leitfahigkeit (Dawson und West, 1984; Ploetz und Schaffer, 1989;
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Maurel et al., 2001a/b; Maurel et al., 2004). Ahnliche Ergebnisse konnten an mit P.
citricola inokulierten Buchensamlingen bestatigt werden (s. lll. 2.1, Abb. 2.1). Zudem
zeigte sich eine Reduktion der Carboxylierung bereits 2Tage nach Inokulation (s. lll.
2.1, Abb. 2.1 C). Als Indikator fur Prozesse, welche die Photosynthese beeinflussen,
kann auch die Chlorophyll-Fluoreszenz dienen (Schreiber und Bilger, 1993). Bei mit
P. citricola infizierten Buchensamlingen war bereits 3 Tage nach Inokulation eine
Beeintrachtigung der Chlorophyll-Fluoreszenz zu beobachten (s. Ill. 2.1, Abb. 2.1 D).
Untersuchungen von Luque et al. (1999) an mit P. cinnamomi infizierten einjahrigen
Korkeichen (Quercus suber L.), zeigten eine Verminderung der photochemischen
Effizienz durch das Pathogen. Als mdgliche Ursache kann eine Stérung des
Wasserhaushalts in Betracht gezogen werden. Krause und Weis (1984) zeigten
ebenfalls, dass eine gestdrte Funktionalitdt von Photosystem Il zu einer Reduktion
der Chlorophyll-Fluoreszenz fuhrte. Dies konnte die Ursache dafir sein, warum trotz
ausreichender Wasserversorgung und des nicht Vorhandenseins von Nekrosen oder
Chlorosen an Blattern (s. Ill. 2.1, Tab. 2.1), bereits Storungen bei der Chlorophyll-
Fluoreszenz auftraten. Crombie und Tippett (1990) stellten an natirlich mit P.
cinnamomi infizierten Eukalyptus-Baumen (Eucalyptus marginata) fest, dass die
stomatare Leitfahigkeit im Vergleich zum Blatt-Wasserpotential in einem deutlich
friheren Stadium der Erkrankung abnahm. Diese Ergebnisse konnten in den
durchgefuihrten Versuchen bestatigt werden. Die stomatare Leitfahigkeit nahm
bereits 2Tage nach Inokulation ab (s. Ill. 2.1, Abb. 2.1 B), dagegen zeigte sich das
Blatt-Wasserpotential sowie die Wasseraufnahme erst nach 6 Tagen reduziert (s. lll.
2.1, Abb. 2.1 E und 2.1 F). Leichte Welkeerscheinungen an den Blattern konnten ab
dieser Zeit festgestellt werden (s. Ill. 2.1, Tab. 2.1). Durch die Schadigung der
Feinwurzeln kann es fur die Pflanzen zu einer ahnlichen Beeintrachtigung des
Wasserhaushaltes kommen, wie sie auch bei Trockenstress vorliegt (Epron et al.,
1992; Epron und Dreyer 1992).

Eine Beeintrachtigung der Wurzelfunktionen wurde bei den Vorversuchen mit P.
citricola infizierten Buchensamlingen nicht bestatigt. Jedoch zeigte sich im weiteren
Untersuchungsverlauf, dass mit Zunahme des Pathogens in der Wurzel der
Buchensamlinge eine negative Korrelation zwischen der Stérung des Wurzelsystems
und des Blattgaswechsels, sowie des Wasserpotentials einhergehen kann (z.B. s. lll
2.2.4, Abb. 2.5 B). Eine Infektion der Wurzel kdonnte zu einem Wasserdefizit des
Sprosses fuhren, was durch das niedrige Wasserpotential der Blatter belegt wird.
Diese Annahme wird durch das SchlieBen der Stomata bei steigendem
Wassermangel bestatigt. Ein Ungleichgewicht des Phytohormonhaushaltes konnte
auch zu physiologischen Veranderungen der infizierten Pflanzen flihren. Mittlerweile
konnte mehrfach dokumentiert werden, dass ABA wahrend Stresssituationen der
Pflanze an der Signaltransduktion beteiligt ist (Leung und Giraudat, 1998; Grill und
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Himmelbach, 1998; Kizis et al., 2001). Unter unglinstigen Umweltbedingungen wie
Salz-, Wasser- oder Kaltestress erhoht sich die Konzentration der freien ABA im
pflanzlichen Gewebe (Leung und Giraudat, 1998; Jeschke et al., 1997; Zhu 2002).
ABA senkt den Calciumgehalt in den Stomata und damit den Turgor, woraus eine
SchlieRung der Stomata resultiert. Dadurch vermindert sich die Transpiration (Jansen
et al., 1998). Maurel et al. (2004) bestatigten eine Korrelation zwischen der erhdhten
Konzentrationen an ABA im Xylemsaft und einer Verringerung der stomataren
Leitfahigkeit von mit P. cinnamomi infizierten Esskastaniensamlingen (Castanea
sativa L.). Maurel et al. (2001a) fanden vergleichbare Beeintrachtigungen beztglich
der erwahnten physiologischen Parameter bei Edelkastaniesamlingen (Castanea
sativa), die einem Trockenstress ausgesetzt waren.

2.1.2 Split-root-System

Eine kompatible Interaktion zwischen Pflanzen und Phytophthora-Arten fuhrt oftmals
zu einem Rickgang der stomataren Leitfahigkeit und der Photosyntheserate. Dieser
Zusammenhang ist aber noch nicht vollstandig verstanden. In vielen Fallen ist der
Ruckgang des Blattgaswechsels auf eine reduzierte Wasseraufnahme
zuruckzufuhren, verursacht durch Wurzel- oder Xylemnekrosen. Um die
Auswirkungen auf die Physiologie der Pflanze, die durch den Verlust oder die
Zerstorung der Wurzel verursacht werden, untersuchen zu kdénnen, wurde ein Split-
root-System etabliert (s. Il. 12.2.1). Des Weiteren ging es darum festzustellen, wie
hoch die Infektion sein muss, um die Pflanze nachhaltig zu schadigen, bzw. ob ein
systemisches Signal an der Symptomauspragung beteiligt sein konnte.

Zur Quantifizierung des Pathogens im inokulierten Wurzelsystem wurde die qPCR-
Methode eingesetzt. Die Konzentration der DNA des Pathogens zeigte dabei keinen
signifikanten Unterschied bei den Wurzelteilen, welche einseitig bzw. zweiseitig
inokuliert wurden (s. lll. 2.2.2, Abb. 2.3).

Pflanzen, bei denen nur 50 % des Wurzelsystems infiziert wurden, zeigten, wie auch
die nicht inokulierten Kontroll-Pflanzen, keinen Ruckgang der physiologischen
Parameter. Jedoch konnte festgestellt werden, dass einseitig inokulierte Pflanzen
héhere Werte flr die Netto-CO,-Aufnahmerate, die stomatare Leitfahigkeit und
Transpiration im Vergleich zu zweiseitig inokulierten Pflanzen aufwiesen. Die
Untersuchungen zeigten weiterhin, dass die Aufrechterhaltung von 50 % des
Wurzelsystems ausreichte, um Einbufden im Gaswechsel vorzubeugen (s. Ill. 2.2.1,
Abb. 2.2). Einfach und zweifach infizierte Pflanzen zeigten Wurzelnekrosen, die eine
Beeintrachtigung der Funktionalitat des Wurzelsystems verursachen kénnten (s. Ill.
223, Abb. 24). Es =zeigte sich, dass die Photosynthese negativ mit der
Konzentration von P. citricola in den Wurzeln korreliert war. Ein Schwellenwert von
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ca. 50 ng P. citricola-DNA mg™ Trockengewicht reichte aus, um die Phytosynthese
signifikant zu hemmen (s. Illl. 2.2.4, Abb. 2.5). Maurel et al. (2001b) zeigten bei
Esskastaniensamlingen (Castanea sativa), welche zuvor mit P. cinnamomi inokuliert
wurden, eine negative Korrelation zwischen Wurzelnekrosen und die Reduktion der
Transpirationsrate und stomataren Leitfahigkeit.

Um die moglichen Auswirkungen einer P. citricola Infektion des Wurzelsystems auf
den Kohlehydrathaushalt untersuchen zu kénnen, wurden die Konzentrationen fur
Saccharose, Glucose und Fructose in der Wurzel bestimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass P. citricola einen systemischen Effekt auf die Verteilung an I6slichen
Zuckern in der Wurzel induzierte (s. lll. 2.2.5, Abb. 2.6). Es zeigte sich, dass bei
einseitiger und zweiseitiger Infektion die Konzentration an Saccharose in beiden
Wurzelteilen im Verhaltnis zur Kontrolle abnahm. Bei der zweiseitigen Inokulation
war jedoch die Reduktion von Saccharose starker im Vergleich zur einseitig
inokulierten Wurzeln ausgepragt (s. lll. 2.2.5, Abb. 2.6 A). Auffallig war die ahnliche
Verteilung an Glucose und Fructose nicht infizierter Teile einseitig inokulierter
Wurzeln, wie sie auch bei infizierten Wurzelteilen gemessen wurde, was wiederum
auf einen systemischen Effekt hindeutet (s. Ill. 2.2.5, Abb. 2.6 B und C). Das
Pathogen zeigte dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die Summe der I6slichen
Zucker (s. Ill. 2.2.5, Abb. 2.6 D). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die
Zunahme des Pathogens in den Wurzeln mit der Abnahme aller I6slichen Zucker
korrelierte (s. Ill. 2.2.6, Abb. 2.7 und 2.8). Ndoumou et al. (1996) beschrieben
ebenfalls eine Spaltung von Kohlenhydraten in Topfen mit drei Klonen von
Theobroma cacao nach einer Infektion mit P. megakarya. Vor kurzlich berichteten
Garcia-Rodriguez et al. (2005) von der systemischen Expression eines
Zuckertransporters (LeST3) in Tomatenblattern nach der Wurzelinfektion mit P.
parasitica. Sie schlossen aus ihren Daten, dass LeST3 beim Transport von Zuckern
in die Wurzeln, der Senke, eine Rolle spielt, um das Pathogen mit Kohlenhydraten,
die wichtig fur dessen Wachstum sind, zu versorgen. Sheard und Farrar (1987)
beschrieben einen Hexose-Carrier flur P. palmivora. Sie folgerten, dass Saccharose
in vermutlich hydrolysierter extrazellularer Form vorliegt, bevor das Pathogen durch
diesen Carrier Glucose aufnimmt. Hinweise zeigen darauf, dass Pflanzen-Invertasen
lokal und systemisch involviert sein kénnten bei der Umwandlung von Saccharose zu
Glucose und Fructose wahrend des Wachstums von P. citricola in Buchenwurzeln.
Der Split-root-Versuch zeigte deutlich, dass gleichzeitig mit der Spaltung von
Saccharose beide Hexosen akkumuliert wurden, sowohl in den infizierten wie auch in
den nicht infizierten Wurzeln von infizierten Split-root-Samlingen im Vergleich zu
nicht infizierten Kontrollen (s. Ill. 2.2.5, Abb. 2.6).

Pflanzen besitzen drei Typen von Invertase-lsoenzymen die, als Schlisselenzyme
fur die apoplastische Phloembeladung, essentiell sind fur die Versorgung der
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Senken mit Kohlehydraten (Roitsch et al. 2003; Roitsch und Gonzalez, 2004). Berger
et al. (2004) berichteten von der spezifischen Induktion einer Zellwand-Invertase in
Tomatenblattern, die entweder von Pseudomonas syringae oder Botrytis cinerea
befallen waren. Darlber hinaus maflen Chou et al. (2001) eine gleichzeitige
Zunahme der Aktivitat von apoplastischen und ldslichen Invertasen des Wirts und
des Pilzes. Von beiden Enzymen wurde vermutet, dass sie zur Akkumulation von
I6slichen Zuckern in Blattregionen von Arabidopsis thaliana, die von Albugo candida
befallen waren, beitragen.

Klrzlich berichteten auch Sutton et al. (2007) von einer Zunahme von Zellwand-
Invertasen in Weizenblattern, welche mit Blumeria graminis infiziert waren.
Genexpressionsstudien zeigten, dass entsprechende Gene schon 3 Tage nach der
Infektion signifikant hochreguliert waren. Detaillierte Informationen zu der Induktion
von Wirt- und Pilz-Invertasen im Verlaufe einer Infektion liefern Voegele et al. (2006).
Deren Expressionsanalysen zeigten, dass die Transkription einer Pilz-Invertase
bereits kurz nach dem Eindringen von Uromyces fabae in Blatter von Vicia fabae
begann, und dass das hochste Expressionsniveau in den Haustorien festgestellt
wurde. Gleichzeitig zeigte eine zellwandgebundene Invertase verstarkte Expression,
wahrend eine vakuoldre Invertase herunter reguliert war. Vermutet wird, dass
I6sliche Zuckerarten durchaus in der Lage sind weitere biochemische Mechanismen
die wahrend der Wirt-Pathogen-Interaktion ablaufen, zu aktivieren (Rolland et al.,
2002). Diese biochemischen Mechanismen kdnnten ihrerseits die Aktivierung von
Invertasen induzieren (s. IV. 2.1.4).

2.1.3 Einfluss des Wasserstandes und Inokulumdichte

Die Feuchtigkeit und Inokulumdichte im Boden sind wichtige Faktoren, die das
Vorkommen und die Starke des Befalls vieler Krankheiten, welche durch
Phytophthora-Arten im Wurzelsystem hervorgerufen werden, beeinflussen (Utkhede
und Smith, 1996).

Auf Grund von Freilandversuchen wurde angenommen, dass P. citricola bevorzugt
Feinwurzeln adulter Baume infiziert. Im Laborversuch, bei dem ein Samlings-
Testansatz verwendet wurde, zeigte sich jedoch, dass ein massiver Befall der oberen
Hauptwurzel erfolgte, sogar ein Einwachsen in das Hypokotyl konnte mittels gPCR
nachgewiesen werden. Seitenwurzeln wiesen dagegen nur eine geringe Infektion auf
(Martin, 2005).

Um die Frage zu beantworten, in wieweit der Wasserstand und die Inokulumdichte
im Modelansatz den Infektionsverlauf beeinflussen kénnen, wurde der Einfluss dieser
beiden Faktoren untersucht.
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Zunachst wurde der Einfluss des Wasserstandes, in Zusammenhang mit der
Inokulation von P. citricola, auf die Physiologie der Buchesamlinge untersucht, sowie
der Gehalt an P. citricola in den unterschiedlichen Pflanzensegmenten quantifiziert.
Als Behandlung wurden zwei unterschiedliche Wasserstande - exakt unterhalb des
Hypokotyls, sowie 2,5 cm darunter - verwendet (s. Il. 10.2.2).

Es wurde gezeigt, dass Zoosporen aufgrund natirlicher Signale der
Pflanzenoberflache potentielle Infektionsorte lokalisieren und dort in die Wurzel
eindringen kénnen (Hickman, 1970; Van West et al., 2003).

Eine mogliche Ursache fur das Vorhandensein groRerer Mengen an P. citricola in
den Segmenten 1 und 2 der Wurzelsegmente (s. Ill. 2.3.1, Abb. 2.9) ist, dass sich
Zoosporen an Orte mit hoheren Sauerstoffpartialdricken konzentrieren. Dies
bedeutet, dass die Hohe des Wasserstandes fir den Ort der Infektion und deren
Verlauf ausschlaggebend sein kdnnte. Curtis und Zentmyer (1949) flhrten mit P.
cinnamomi inokulierten Pflanzen in Kulturmedium Experimente durch, die zudem
einer Sauerstoffbehandlung ausgesetzt waren. Dabei stellten sie fest, dass die
Wurzelschaden an den Pflanzen am groten waren, welche der hoéchsten
Sauerstoffdosis ausgesetzt waren.

Auch eine Limitierung von I6slichen Zuckern und von Nahrstoffen kdnnte ein
ungleichmaliges Wachstum von P. citricola in den unterschiedlichen Segmenten
erklaren. Demzufolge musste der Wasserstand nicht unbedingt die einzige Ursache
fur eine erhohte Infektion sein.

Auf physiologischer Ebene konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Inokulation und den Wasserstanden festgestellt werden; die Wurzelinfektion war
jedoch im Vergleich zu Kontrollpflanzen signifikant nachweisbar (s. Ill. 2.3.2, Abb.
2.10).

Die Inokulation der Buchensamlinge mit unterschiedlichen Zoosporen-
konzentrationen von P. citricola ergab, dass Buchesamlinge, die mit 12,5 * 10*
Zoosporen mL™ inokuliert wurden, den hdchsten Riickgang der Wasseraufnahme
aufwiesen (s. lll. 2.4.1, Abb. 2.11). Es wurde zugleich gezeigt, dass eine Korrelation
zwischen Infektionsstarke und Hemmung der Wasseraufnahme besteht (s. Ill. 2.4.1,
Abb. 2.12). Auffallend war die starke Streuung der Hemmung der Wasseraufnahme
innerhalb der mittleren Konzentration (12,5 * 10°). Dementsprechend erwies sich
eine Schwellenkonzentration von 43,6 ng P. citricola-DNA pro Milligramm
Wurzeltrockenmasse als ausreichend, den Xylemwasserfluss zu 100 % zu blockieren
und erste Welkesymptome an den Blattern auszulésen. Vergleichbare Ergebnisse
wurden auch bei dem Split-root-System beobachtet (s. IV. 2.1.2).

Ebenso zeigte sich hier eine Reduktion aller gemessenen |6slichen Zucker in den
Wourzeln, die mit 12,5 * 10* Zoosporen mL™" inokuliert wurden (s. lll. 2.4.2, Abb. 2.13
A), sowie eine tendentielle Abnahme der Zuckergehalte mit steigender
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Inokulumdichte (s. Ill. 2.4.2, Abb. 2.14). In Blattern inokulierter Pflanzen konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied fur die Gehalte |8slicher Zucker im Vergleich
zur Kontrolle festgestellt werden (s. Ill. 2.4.2, Abb. 2.13 B). Goicoechea et al. (2000)
zeigten an Paprikapflanzen, die mit Verticilium dahlie inokuliert wurden, dass nur im
fortgeschrittenen Stadium der Krankheit erhdhte Werte 16slicher Zucker in den Blatter
zu finden waren.

2.1.4 Induktion der Ethylenbiosynthese

Ethylen ist ein gasférmiges Hormon, das als Reifungshormon bekannt ist. Daneben
wird es von vielen Pflanzen u. a. als Stressantwort synthetisiert (Grossmann und
Hansen, 2003; Pierik et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte
Ethylenbildung durch das Pilzwachstum in der Wirtspflanze, beispielsweise beim
Pathosystem Uromyces phaseoli (Bohnenrost)-Bohne (Phaseolus vulgaris), oder
auch durch Einwirkung von Elicitoren ausgelost werden kann (Elstner et al., 1996).

In der Literatur werden viele Stérungen der Ethylenbildung in Pflanzen, die durch
Pathogenbefall hervorgerufen werden, diskutiert. Die Rolle von Ethylen bei der
Interaktion zwischen P. citricola und Fagus sylvatica ist noch weitgehend unbekannt.
Ziel war es deshalb, das zeitliche Muster der Ethylenbildung und das Ausmal der
Phytohormonsynthese wahrend dieser Wirt-Pathogen-Interaktion zu charakterisieren.
Infolgedessen wurden Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen die Menge des
gebildeten Ethylens im Verhaltnis zur Wasseraufnahme und zur beobachteten
Symptomausbildung analysiert wurde. Im geschlossenen System zeigten die mit P.
citricola infizierten Buchensamlinge bereits nach 2Tagen einen signifikanten Anstieg
an Ethylen, im Vergleich zur Kontrolle (s. lll. 2.5, Abb. 2.15 A). Nunn et al. (2005)
zeigten ahnliche Ergebnisse an mit ozonbegasten Buchen. Dabei fuhrte eine
Exposition mit doppelt ambienter Ozonkonzentration zu einem Anstieg der 1-
Aminocyclopropan-1-carbonsaure (ACC)-Konzentration.

Als erste Symptome zeigten sich bereits 6 Tage nach Inokulation leichte
Verbraunungen in den Blattadern. Gleichzeitig konnte ein signifikanter Rickgang der
Wasseraufnahme bestatigt werden (s. Ill. 2.5, Abb. 2.15 B und 2.15 C). 13 Tage
nach Inokulation wurde ein leichter Ruckgang der Ethylenbildung beobachtet.
Dennoch waren die Werte in Vergleich zur nicht inokulierten Probe auch zu
Versuchsende signifikant erhoht (s. Ill. 2.5, Abb. 2.15 A). Der Ruckgang der
Ethylenbildung kdnnte somit in diesem Fall direkt im Zusammenhang mit dem hohen
Anteil an nekrotisiertem Blattgewebe stehen (s. Ill. 2.5, Abb. 2.15 C). Nunn et al.
(2005) zeigten ebenfalls, dass die Ethylen-Emissionen deutlich zurtickging, wenn
etwa 25 % der Blattflache abgestorben waren. Es wurde davon ausgegangen, dass
die Ethylenbildung zu diesem Zeitpunkt entscheidend gehemmt war. Die Autoren
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zeigten auch, dass der prozentuale Anteil abgestorbener Blattzellen im
Zusammenhang mit der akkumulierten Menge an Ethylen bis zur Probenahme stand.
Als Erklarung fur die reduzierte Ethylenbildung konnte im geschlossenen System
auch der sinkende Sauerstoffgehalt diskutiert werden, da die Oxidation von ACC zu
Ethylen durch die ACC-Oxidase sauerstoffabhangig verlauft (Jansen et al., 1998).
Zum Beweis dieser Hypothese, wurde ein weiterer Versuch in einem ,bellfteten
System® durchgefuhrt. Zudem war es moglich, die Menge des taglich neu
produzierten Ethylens zu messen. Dem geschlossenen System entsprechend,
konnte 2Tage nach Inokulation ein Anstieg an Ethylen gemessen werden. Jedoch
zeigte sich bei diesem Ansatz eine biphasische Produktion des Hormons (s. lll. 2.5,
Abb. 2.16). Berichte in der Literatur bestatigen die Aktivierung der Enzyme ACC-
Synthase und ACC-Oxidase, welche als wichtige Enzyme der Ethylenbiosynthese
bekannt sind (Nunn et al., 2005).

Ethylen kann neben der Carboxylierungseffizienz auch die Photosynthese negativ
beeinflussen, in dem es das atmospharische CO; hindert, in die Interzellularraume
einzudringen. Untersuchungen an Brassica juncea zeigten, dass die stomatare
Leitfahigkeit zunahm, sobald die Photosynthese durch Ethylen angeregt wurde. Zu
hohe Ethylenkonzentrationen wiederum fuhrten zu einer Reduktion der stomataren
Leitfahigkeit bei dieser Art (Khan, 2004). An Glycine max fuhrten hoheren
Ethylenkonzentrationen zur einen Reduktion der Photosyntheserate (Gunderson und
Taylor, 1991). Daraus lasst sich ableiten, dass auch Ethylen zur Beeintrachtigung der
gemessenen physiologischen Prozesse an mit P. citricola infizierten Buchesamlingen
beitragen konnte.

2.2 Veranderungen in der Histologie

Viele Autoren beschreiben, dass Phytophthora-Pathogene in der Lage sind, in kurzer
Zeit (Tage bzw. Wochen) unterschiedliche Organe der Pflanze zu befallen, was
haufig zu irreversiblen Schaden fuhrt. So beobachteten Cahill et al. (1989) an
mehreren anfalligen Pflanzenarten, dass Phytophthora-Pathogene die Wurzeln
infizierten und spater Chlorosen an den Blattern hervorriefen.

Um die Interaktion zwischen P. citricola und F. sylvatica auf histologischer Ebene
besser charakterisieren zu kdnnen, wurden unterschiedliche Bereiche von infizierten
und nicht infizierten Pflanzen mit Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie
untersucht (s. lll. 2.6, Abb. 2.17). Aufnahmen vom Hypokotyl und der Hauptwurzel
zeigten im Xylembereich ein Ablésen der Sekundar- von der Primarzellwand (s. Ill.
2.6, Abb. 2.18 C und Abb. 2.19). Dies konnte erklaren, weshalb der Blattgaswechsel
einbrach und spater Welkesymptome auftraten (s. IV. 2.1.1).
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Cahill et al. (1989) beobachteten ebenfalls an anfalligen, wie auch resistenten
Pflanzenarten, die mit P. cinnamomi infiziert waren, stark geschrumpfte Protoplasten.
Oft konnte das Auftreten von amorphem Material in Parenchymzellen festgestellt
werden, was mit einer Reduktion der Starkegehalte (z.B. Ill. 2.6, Abb. 2.18 D).
Deutlich zu erkennen war, dass kein Zusammenhang zwischen Plasmolyse und
einer Penetration der Zellen durch Hyphen bestehen muss (s. Ill. 2.6, Abb. 2.21).
Benhamou und C6té (1992) stellten an mit P. parasitica var. nicotianae infizierten
Tabakwurzeln fest, dass der Zusammenbruch des Cytoplasmas nicht auf penetrierte
Zellen beschrankt war. Brummer (2001) dokumentierte mittels lichtmikroskopischen
Untersuchungen von mit P. quercina infizierten Eichensamlingen ebenfalls das
Auftreten von Plasmolyse als Reaktion auf den Befall mit Phytophthora unabhangig
vom Hyphenbefall.

Im Rindenparenchym und Zentralzylinder von Sekundarwurzeln war sowohl inter- als
auch intrazellulares Wachstum von P. citricola zu erkennen. Die dickwandigen Zellen
des Xylems schienen kein Hindernis fur das Vordringen des Pathogens darzustellen.
Es wurden keine strukturellen Abwehrreaktionen auf den Befall mit P. citricola hin
gefunden (s. lll. 2.6, Abb. 2.21).

2.3 Veranderungen in der Genexpression

Pflanzen reagieren auf biotischen oder abiotischen Stress mit der Expression von
Genen, deren Produkte auf vielfaltige Weise den Abwehrstatus der Pflanze erhohen
kénnen (Wasternack und Hause, 2000).

Wahrend des frihen Stadiums der Abwehrantwort aktiviert der Wirt vielfaltige
Abwehrmechanismen. Diese Aktivierung ist ein Versuch der Pflanze, die Infektion
und die Verbreitung des Pathogens einzuschranken. Zu  diesen
Abwehrmechanismen gehdéren die Induktion der Genexpression und die Produktion
von PR-Proteinen, die Verstarkung von Zellwanden, sowie die Akkumulation von
phenolischen Substanzen (oft Phytoalexine), die eine toxische Wirkung auf das
Pathogen haben (Dixon and Lamb, 1990; van Kan et al., 1992; Alexander et al.,
1994; Smith, 1996).

Ziel war es im Pathosystem Buche und P. citricola eine Korrelation zwischen
physiologischen Parametern infizierter Samlinge und der Expression wichtiger Gene
des Primar- und Sekundarmetabolismuses wahrend der Interaktion darzustellen.
Auch die Frage nach dem zeitlichen Verlauf dieser Genexpression in Wurzeln und
Blattern sollte geklart werden.

Die inokulierten Buchesamlinge zeigten, wie bei zuvor durchgefuhrten Versuchen,
eine signifikante Reduktion der gemessenen physiologischen Prozesse (s. Ill. 2.7.1,
Abb. 2.22) und eine schwacher ausgepragte Reaktion auf das WUE (s. Ill. 2.7.1,
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Abb. 2.24). Auffallig ist jedoch, dass der Pathogengehalt wahrend des gesamten
untersuchten Zeitraumes unter 25 ng DNA pro Wurzel-Trockengewicht blieb (s. Ill.
2.7.1, Abb. 2.23). Die Zoosporen von P. citricola beginnen das Auskeimen wenige
Stunden nach Sporulation (Hickman, 1970). Beobachtungen an
Zoosporensuspensionen in Petrischalen zeigten, dass die Keimung dieser bis zu
2Tage nach Sporulation andauern kann. Deswegen sind die hohen Mengen des
Pathogens, die in der Wurzel bis zu 48 Stunden gemessen wurden, nicht allein auf
Phytophthorabefall in der Wurzel zurlckzufiihren, da zu diesem Zeitpunkt eine
Ausbreitung des Pathogens in das Wurzelgewebe noch nicht erfolgt sein kann. 78
Stunden nach Inokulation war ein tendenzieller Rickgang der Pathogenmenge in der
Wurzel zu beobachten. Eine Erklarung dafir ware, dass nicht alle Zoosporen
gekeimt bzw. in das Wirtsgewebe eingedrungen waren.

Hinsichtlich der relativen Expression von Genen des Primar- und
Sekundarmetabolismus, konnten deutliche Reaktionen der Pflanze auf den
Phytophthorabefall festgestellt werden. Um die Reduktion der CO,-Assimilation von
Buchensamlingen wahrend der Wirt-Pathogen-Interaktion verstehen zu konnen,
wurde die Genexpression fur die Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase
(RubisCO) untersucht. Der Calvin-Zyklus ist der am weitesten verbreitete und
bedeutendste Weg der CO,-Assimilation und wird sowohl bei Eukaryota wie Pflanzen
und Algen, als auch bei autotrophen Prokaryota vorgefunden (Shively et al., 1998).
Dabei ist die Assimilation von CO, abhangig von enzymatischen Reaktionen, wobei
die RubisCO das Schllsselenzym darstellt. RubisCO tritt in der Natur in multiplen
Formen auf, die sich in ihrer Struktur, ihrer katalytischen Eigenschaft und in ihrer
Substratspezifitat unterscheiden (Tabita, 1988). Die vorherrschende Form | besteht
aus je acht 55 kDa und 15 kDa groRRen Proteinen, der ,gro3en“ und ,kleinen®
Untereinheit (Kusian und Bowien, 1997). Die Expression fur die grof3e Untereinheit
der Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RbcL), die in Blattern
gemessen wurde, zeigte wahrend des Krankheitsprozesses keinen
Repressionsverlauf (s. lll. 2.7.2, Abb. 2.25 A). Fir die kleine Untereinheit der
Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RbcS) wurde dagegen eine
Reduktion ihrer Expression 48 Stunden und 144 Stunden nach Inokulation (s. IlI.
2.7.2, Abb. 2.25 B), was tendenziell mit dem Photosyntheseeinbruch einherging,
gemessen (s. lll. 2.7.1, Abb. 2.22 A).

Aquaporine sind intrinsische Membranproteine, die den Wassertransport Uber
biologische Membranen erleichtern; dabei folgt das Wasser dem osmotischen
Gradienten. Aquaporine sind sowohl in pflanzlichen und tierischen Organismen als
auch in Bakterien nachgewiesen (Preston et al., 1992; Maurel et al., 1993). Die
Familie der Aquaporine lasst sich weiter in vier Unterfamilien gliedern. Die ,plasma
membrane intrinsic proteins® (PIPs) bilden die grofdte Unterfamilie mit zwei
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Untergruppen, PIP1 und PIP2, die sich in der Lange ihrer N- und C-Termini und ihrer
Wasserpermeabilitat unterscheiden (Luu und Maurel, 2005). Die relative Expression
fur das Aquaporin-Gen in Blattern infizierter Buchen war Uber weite Teile der Wirt-
Pathogen-Interaktion induziert (s. lll. 2.7.2, Abb. 2.25 C). Dies kdnnte eine Reaktion
der Pflanze auf den im Blattbereich vorherrschenden Wassermangel sein, der - wie
oben beschrieben - wahrend des Infektionsverlaufes auftritt. Aroca et al. (2006)
zeigten ahnliche Ergebnisse an Bohnenblattern, die Trockenstress ausgesetzt
wurden. Dabei bestatigten die Autoren eine Korrelation zwischen Induktion der
PvPIP2;1-Expression sowie der Menge an PIP1-Protein mit der Reduktion der
Transpirationsrate. Im  Wurzelbereich wurde eine solche Induktion der
Aquaporingenexpression interessanterweise nur nach 144 Stunden beobachtet (s.
lll. 2.7.2, Abb. 2.26 A). Es ist bekannt, dass in Wurzeln unter Trockenstress die
Repression von PIP-Gene haufig beobachtet wird (Smart et al., 2001; Jang et al.,
2004; Porcel et al., 2006).

Die hemmende Wirkung des Wachstums von Oomyceten sowie die Beseitigung des
osmotischen Stresses in Pflanzen werden der Funktion der Osmotine zugesprochen
(Elstner et al., 1996). Fur das Osmotin-Gen der Blatter infizierter Buchen war
tendentiell eine Expression uber weite Teile der Interaktion zu beobachten (s. lll.
2.7.2, Abb. 2.25 D). In Wurzeln wurde im Gegensatz zur Induktion des Osmotin-Gens
in Blattern, eine Downregulation nachgewiesen (s. lll. 2.7.2, Abb. 2.26 B).

Die Kaffeesaure-O-methyltransferase (COMT) ist als Vorstufe in der Bildung von
Lignin Monomeren beteiligt (Guo et al, 2001). Die Lignifizierung kann auf
verschiedene Weise an der Resistenzausbildung beteiligt sein (Elstner et al. 1996).
Von Cahill et al. (1989) wurde bei der resistenten Grasart Themeda australis als
Reaktion auf die Infektion mit P. cinnamomi eine Lignifizierung der Zellwande
festgestellt. Cahill und McComb (1992) konnten ebenfalls nachweisen, dass bei einer
gegenuber P. cinnamomi resistenten Eukalyptusart (Eucalyptus calophylla) die
Phenylalaninammoniumlyase (PAL)-Aktivitdt, die Ligninkonzentration und die
Konzentration an Phenolen in den Wurzeln stark erhdoht war, wahrend die anfallige
Art (E. marginata) keine derartigen Veranderungen aufwies. Das COMT-Gen in
Buchenblattern zeigte eine signifikante Downregulation 6 und 144 Stunden nach
Inokulation sowie eine tendenzielle Upregulation zwischen diesen Zeitpunkten (s. lll.
2.7.2, Abb. 2.25 E). In Wurzeln zeigte dieses Gen weder signifikante Induktions-
noch Repressionsverlaufe zu den untersuchten Zeitpunkten (s. Ill. 2.7.2, Abb. 2.26
C). Die histologischen Untersuchungen belegten die Annahme, dass keine
Einlagerung von Lignin bzw. die Bildung von Strukturen, die das Einwachsen von P.
citricola in das Gewebe des Wirtes verhindern kénnten, nachgewiesen wurden (s. IV.
2.2).
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Nach Elstner et al. (1996) gibt es grundsatzlich zwei Ethylenantworten auf das
Eindringen von U. phaseoli in Bohnenblattern: eine sehr frihe in der Infektionsphase,
welche in Zusammenhang mit der Ausbildung von Resistenz gesehen werden kann,
und eine spate Phase, welche die massive Nekrotisierung von Blattgewebe begleitet.
Fuir die Gene der Ethylenbiosynthese konnte, wie erwartet, eine Induktion
hauptsachlich zu Beginn der Wurzelinfektion von Buchensamlingen durch P. citricola,
im Blatt gezeigt werden. Die Upregulation des 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure
Oxidase (ACO)-Gens wurde 48 Stunden nach Inokulation beobachtet (s. Ill. 2.7.2,
Abb. 2.25 F). Diese Befunde stimmen mit den Messungen der Ethylenbiosynthese in
soweit Uberein, dass auch das gasformige Phytohormon Ethylen zu diesem Zeitpunkt
gebildet wird (s. lll. 2.5, Abb. 2.16 A). Fur den Verlauf der 1-Aminocyclopropan-1-
carbonsaure Synthase 1 (ACS1)-Genexpression in den Blattern wurde eine
konstante Induktion von 48 bis 144 Stunden nach Inokulation beobachtet (s. lll.
2.7.2, Abb. 2.25 G). Daraus konnte z.B. die biphasiche Bildung von Ethylen
resultieren (s. Ill. 2.5, Abb. 2.16). Der Verlauf der 1-Aminocyclopropan-1-
carbonsaure Synthase 2 (ACS2)-Genexpression in Blattern unterschied sich
dagegen nicht signifikant von den Kontrollpflanzen (s. Ill. 2.7.2, Abb. 2.25 H). Die
Genexpression fur die ACO, ACS1 und ACS2 in infizierten Wurzeln wurde im
Vergleich zur Kontrolle weder reprimiert noch induziert (s. Ill. 2.7.2, Abb. 2.26 D, E
und F). Fiebelkorn (2006) zeigte an Buchen mit der Symptomatik
,Buchenkomplexkrankheit, dass in der Rinde nicht viele Veranderungen im
Transkriptionslevel mittels Microarray Technik zu beobachten waren. Der Autor
erwahnt, dass primar Veranderungen auf der Transkriptionsebene in Blattern zu
erwarten waren, was auch Olbrich et al. (2005) an Blattern von Fagus sylvatica im
Zusammenhang mit Ozonstress bestatigten.

2.4 Erklarungsmodell

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten 06kophysiologischen und
phytopathologischen Untersuchungen lassen auf eine Abfolge von Mechanismen auf
verschiedenen pflanzeinternen Skalenebenen schliel3en, die in Zusammenhang mit
dem Absterben von P. citricola infizierten Buchesamlige stehen konnten.

Folgende  Kausalkette des  Krankheitsablaufes  konnte  aufgrund  der
Untersuchungsergebnisse abgeleitet werden, wonach lokale und systemische
Effekte nach P. citricola-Infektion unterschieden werden kdnnen (s. Abb. 3.1). Die
vielschichtigen Effekte einer P. citricola-Infektion auf histologischer-, physiologischer-
und molekularbiologischer Ebene des Wirtes ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Effekte einer P. citricola-Infektion auf histologischer, physiologischer
und molekularbiologischer Ebene von Fagus sylvatica. Rote Pfeile zeigen den Ablauf
der P. citricola-Schédigung der Pflanze, griine Pfeile den normale Ablauf ohne
Einfluss des Pathogens.
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