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1 Zusammenfassung 

Weltweit gehört die Sojabohne zu einer der wichtigsten Kulturpflanzen. Nachdem die 

Bedeutung des Sojabohnenanbaus in Brasilien seit den 1980er Jahren zugenommen 

hat, war Brasilien 2010 der zweitgrößte Sojabohnenproduzent hinter den USA. Der 

Sojabohnenanbau wird durch eine Reihe von Schadfaktoren erschwert, von denen der 

Asiatische Sojabohnenrost, Phakopsora pachyrhizi, seit seiner Invasion im Jahr 2001 

die größte Bedeutung hat. Bis zu diesem Zeitpunkt war in Brasilien nur der eher 

bedeutungslose Amerikanische Sojabohnenrost, Phakopsora meibomiae, bekannt. Wie 

auch in Asien, führte P. pachyrhizi in Brasilien zu enormen Ertragsausfällen bzw. 

zusätzlichen Kosten durch Kontroll-Maßnahmen. Um den Befall einzugrenzen und den 

Ertrag zu schützen, sind Fungizidapplikationen die wichtigste Maßnahme. Sowohl 

Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs) als auch Quinone outside Inhibitoren (QoI) stellen 

dabei die bedeutsamsten und effizientesten Wirkstoffgruppen dar. Für einen möglichst 

langfristigen Schutz werden diese beiden Klassen häufig in Kombination angewandt. 

Während die Effizienz der QoIs unverändert geblieben ist, ließ die Wirksamkeit der 

DMIs bald nach. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Sensitivität von 

P. pachyrhizi gegenüber Fungiziden zu überprüfen und den genetischen Hintergrund 

für eine mögliche Adaptation zu analysieren. Dabei stellte sich heraus, dass eine 

Adaptation von P. pachyrhizi gegenüber DMIs besteht, während die QoIs nicht 

betroffen sind. Aufgrund der genetischen Struktur des cytochrom b (cyt b, Zielgen der 

QoIs) von P. pachyrhizi ist nicht zu erwarten, dass QoI-Resistenzen entstehen, wie sie 

von anderen Pathogenen bekannt sind. Die Punktmutationen F129L, G137R und 

G143A gelten als Hauptresistenzmechanismus von phytopathogenen Pilzen gegenüber 

QoIs, wobei die G143A Mutation zu den höchsten Resistenzfaktoren führt. Die 

Ausbildung einer G143A Mutation ist nur dann möglich, falls nach dem Codon 143 des 

cyt b-Gens kein Intron folgt. 

Im Gegensatz dazu offenbarten die molekularbiologischen Untersuchungen am cyp51, 

dem Zielgen der DMIs, dass verschiedene Resistenzmechanismen für die Adaptation 

gegenüber DMIs verantwortlich sind, die z. T. additiv bzw. synergistisch miteinander 

wirken. Dazu gehören Punktmutationen des cyp51, die Überexpression des cyp51 

sowie die selektive Expression eines mutierten cyp51-Allels. Insgesamt wurden sechs 
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Punktmutationen (F120L, Y131H, Y131F, K142R, I145F und I475T) gefunden, die mit 

einer verringerten Sensitivität gegenüber DMIs einhergehen und mit einer Ausnahme 

stets in bestimmten Kombinationen miteinander auftreten. Daneben bewirkte eine 

drei- bis zehnfache Überexpression des cyp51 verschiedener Isolate Unterschiede in 

der Sensitivität gegenüber DMIs. Es wurden Hinweise gefunden, dass die Kopienzahl 

des cyp51 im Genom von P. pachyrhizi einer der Mechanismen darstellen könnte, der 

für die Modifikation der cyp51-Expression verantwortlich ist. Da die Mutationsanalysen 

und die Ergebnisse zur Überexpression nicht alle Sensitivitätsverschiebungen erklären, 

sind außer den beschriebenen Resistenzmechanismen weitere Mechanismen (z. B. 

Expression von Effluxtransportern) zu vermuten. Die relativ schnelle Anpassung von 

P. pachyrhizi an DMIs und die Komplexität der zugrunde liegenden 

Resistenzmechanismen innerhalb eines Jahrzehnts lassen sich auf den enormen 

Selektionsdruck durch die Behandlung großer Flächen sowie den klonalen, 

dikaryotischen Lebenszyklus und der kurzen Generationsdauer zurückführen. Bei der 

Bekämpfung von P. pachyrhizi sollten daher zukünftig Fungizide mit verschiedenen 

Wirkmechanismen verwendet werden, um weitere Resistenzausbildung und deren 

Verbreitung zu vermeiden. 

 

 

Abstract 

Soybeans are one of the most important crops worldwide. Since 1980, soybean 

production attained increasing distinction in Brazil. Following the leading producer USA, 

Brazil counted as the second biggest soybean producer in 2010. A number of threats 

are involed reducing soybean yield, rating the Asian Soybean Rust, Phakopsora 

pachyhrizi, as one of the worst pathogens since its invasion in 2001. Until this date the 

American Soybean Rust, Phakopsora meibomiae, was known in Brazil only, which is of 

minor importance. Not only did P. pachyrhizi reduce soybean yield in Asia, but also in 

Brazil considerable additional costs were caused by yield reduction and disease 

management. Control is mainly based on fungicide treatment, demethylation 

inhibitors (DMI) and quinone outside inhibitors (QoI) being the most important and 

effective classes used. Both fungicide groups are frequently applied in combinations to 
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ensure prolonged effects. While efficiency of QoIs remained unchanged, protection by 

DMIs was significantly narrowed. The primary objective of the recent study was to 

survey the sensitivity of P. pachyrhizi isolates towards fungicides and to analyse the 

genetical background of a conceivable adaption. Indeed, an adaption towards DMIs 

could be observed, while efficiency of QoIs was stable. Due to the P. pachyrhizi 

genetical structure of the cytochrome b (cyt b) gene, which corresponds to the QoI 

fungicide target protein, resistance towards QoIs based on the most important 

mechanism known from other pathogens is rather unlikely. The major resistance 

mechanism of phytopathogenic fungi against QoIs is an alteration of the cyt b-

sequence, in particular point mutations F129L, G137R and G143A, whereas G143A 

results in highest resistance factors. An intron after codon 143 of the cyt b-gene 

prevents the development of G143A-mutation. 

In contrast, genetical analyses of the cyp51-gene, which corresponds to the target 

protein of DMI fungicides, revealed that adaption is based on different resistance 

mechanisms which have an additive or synergistic impact. In P. pachyrhizi, point 

mutations within the cyp51-gene and a modified expression of cyp51 were involved. 

An altered expression of cyp51 was due to a selective expression of a mutated cyp51-

allele and due to up-regulation of cyp51. Six point mutations (F120L, Y131H, Y131F, 

K142R, I145F and I475T) which appeared in defined combinations, except for one 

mutation which was found as a single character, correspond to a reduced sensitivity. 

Additionaly, in some of the isolates cyp51 was up-regulated three- to thenfold 

compared to the reference strain, leading to decreased efficiency of DMIs. Indications 

were found, assuming that the copy number of the cyp51-gene in P. pachyrhizi is 

responsible for the observed alterations in the expression. Other resistance 

mechanisms than described in the recent study (such as expression of efflux 

transporters) may additionally play a role now or in future. Resistance towards DMIs 

evolved by P. pachyrhizi was caused by nesting mechanisms which appeared in quite a 

short time period due to enormous selection pressure by extensive DMI-use in large 

areas and the clonal, dicaryotic live cycle with short generation times. Thus, 

applications of fungicides with different modes of actions are recommended for 

management of P. pachyrhizi to prevent further resistance development 

and -distribution.  
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2 Einleitung 

2.1 Die Kulturpflanze Sojabohne 

Die Sojabohne, Glycine max (L.) Merr., gehört zur Unterfamilie der Faboideae 

(Schmetterlingsblütler) innerhalb der Familie der Fabacaeae (bzw. veraltet 

Leguminosae, Hülsenfrüchtler) in der Ordnung Fabales (Schmetterlingsblütenartige) 

und Klasse der Rosidae (Tropicos.org, 2012; USDA, ARS, National Genetic Resources 

Program, 2012). Sie unterscheidet sich von der perennierenden wilden Sojabohne 

Glycine soja durch die Wuchsform und beide entsprechen zwei eigenen, miteinander 

kreuzbare Arten (Nakayama und Yamaguchi, 2002; Tropicos.org, 2012). 

 

2.1.1 Verbreitung und Biologie 

Sojabohnen wurden bereits vor Christus als Nutzpflanze im Nordosten Chinas für 

Nahrungsmittelzwecke angebaut und breiteten sich von dort bis zum 16. Jahrhundert 

auf ganz Asien aus (Hartman et al., 2011). Im 18. Jahrhundert wurde die Sojabohne in 

Europa zunächst als Zierpflanze und in den USA für industrielle Zwecke eingeführt 

(Hartman et al., 2011). Seit Anfang des 20. Jahrhunderts werden Sojabohnen 

bevorzugt für die Futtermittelindustrie zur Nutztierhaltung angebaut (Hartman et al., 

2011). In Südamerika bzw. Brasilien werden Sojabohnen seit über 50 Jahren angebaut, 

größere Bedeutung wurde dem Sojabohnenanbau allerdings erst Anfang der 1980er 

Jahre zu Teil (FAOSTAT, 2012). 

Sojabohnensorten unterscheiden sich in ihrem Wachstum: Während die einen Sorten 

ein gedrungendes, determiniertes Wachstum aufweisen, zeigen andere ein 

indeterminiertes Wachstum (Munger et al., 1997; Carlson und Lersten, 2004). Die 

Wuchsform hängt oftmals mit der Reifegruppe und dem Anbaugebiet zusammen: In 

den USA werden kleinwüchsige, spätreifende Sojabohnensorten mit Langtag-

Photoperiodismus im Norden angebaut und die hochwüchsigen, frühreifenden 

Sojabohnen mit Kurztag-Photoperiodismus im Süden (McWilliams et al., 1999). Je nach 

Reifegruppe der Sojabohnensorte beträgt die Vegetationsperiode 84 bis 134 Tage (Egli, 

1994). Die Sojabohne ist eine Kulturpflanze mit hohen Temperaturansprüchen und 
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einem hohen Wasserverbrauch. Sie kann in den gleichen Regionen wie Körnermais 

angebaut werden, wobei die Aussaat frühestens erfolgen sollte, wenn die 

Bodentemperatur mindestens 10 °C beträgt. 

Sojabohnen können je nach Sorte eine Höhe von 30 bis 50 cm bzw. 2 m erreichen. 

Sowohl Blätter als auch der (abhängig von der Sorte) verzweigte Stängel sind meist 

dicht behaart. Während die ersten Laubblätter der Sojabohnenpflanzen einteilig 

gegenständig sind, sind alle folgenden Laubblätter dreiteilig unpaarig gefiedert und 

stehen zweizeilig wechselständig. In jeder Blattachse setzt mindestens eine, häufig 

aber mehrere kleine Blüten in Blütenständen an. Die weißen, bläulichen oder 

purpurroten Blüten sind selbstbefruchtend. Je Blütenstand werden zwei bis 20 

längliche, behaarte Schoten gebildet, die wiederum einen bis fünf Samen beinhalten 

(Carlson und Lersten, 2004). Während der Samenreife werden die Sojabohnenblätter 

vollständig abgeworfen. Die Samen bestehen aus 34 ς 57 % Protein (im Durchschnitt 

42 %) und 8 ς 28 % Öl (im Durchschnitt 19 %; Wilson, 2004). 

Charakteristisch für die Sojabohnen, wie für alle Leguminosen, ist die Symbiose mit 

Knöllchenbakterien; bei der Sojabohne handelt es sich dabei um die Art Rhizobium 

japonicum. Diese binden den Luftstickstoff, reichern ihn im Boden an und machen ihn 

pflanzenverfügbar. Je nach Boden sind die Knöllchenbakterien vorhanden oder können 

durch Saatgutbehandlung zugeführt werden. 

 

2.1.2 Ökonomischer Einfluss, Verwendung und Schadursachen 

In China hat sich die Produktion von Sojabohnen in den letzten 50 Jahren kaum 

verändert (Abbildung 1, FAOSTAT, 2012). Während China in den 1970er Jahren neben 

den USA mit einem Anteil von 23 % einer der größten Produzenten von Sojabohnen 

war (im Vergleich dazu die USA mit 69 % der weltweiten Sojabohnenproduktion), hat 

die Bedeutung des Sojabohenanbaus seit 1980 in Brasilien und seit 1990 in Argentinien 

stark zugenommen, so dass sie inzwischen zu den zweit- bzw. drittgrößten 

Sojaproduzenten zählen. Insgesamt hat sich die Sojabohnenproduktion von weltweit 

28 Millionen Tonnen (1961) auf 262 Millionen Tonnen (2010) fast verzehnfacht. Der 

Anstieg der Sojabohnenproduktion in den letzten zehn Jahren ist insbesondere auf den 

stark gestiegenen Sojabohnenanbau in Argentinien und Brasilien zurückzuführen, die 
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2010 20 % bzw. 26 % der weltweiten Sojabohnenproduktion ausmachten (USA: 35 %). 

Weltweit erfolgte 2010 der Sojabohnenanbau auf insgesamt 8 % der landwirtschaftlich 

genutzen Fläche und nimmt damit den vierten Rang nach Weizen (17 %), Mais (13 %) 

und Reis (12 %) ein (FAOSTAT, 2012). Mehr als 1/3 der Anbaufläche in Brasilien wird 

für die Sojabohnenproduktion genutzt, gefolgt von Mais (1/5 der Anbaufläche) und 

Zuckerrohr (1/7 der Anbaufläche) (Abbildung 2, FAOSTAT, 2012). Im Jahr 2009 betrug 

der Sojabohnenexport aus Brasilien 35 % des weltweiten Sojabohnenexports mit 

einem Wert von US$ 11,4 Milliarden, nach den USA mit 50 % (US$ 16,5 Milliarden) und 

vor Argentinien mit 5 % (US$ 1,7 Milliarden; FAOSTAT, 2012). Das Hauptimportland 

von Sojabohnen 2009 war China (56 % des gesamten Imports), gefolgt von Japan, 

Mexiko, Deutschland und den Niederlanden (jeweils ca. 5 %; FAOSTAT, 2012). 

 

 

Abbildung 1: Sojabohnenproduktion in den letzten 50 Jahren. 
Von den sieben größten Sojabohnenproduzenten weltweit zählen die USA, Brasilien und Argentinien seit 
2000 mit Abstand zu den größten. Sie machten 2010 35 %, 26 % bzw. 20 % der weltweiten Produktion 
aus (China hatte 2010 einen Anteil von 5 %). Die Bedeutung von Brasilien und Argentinien als 
Sojabohnenproduzenten hat seit 1980 bzw. 1990 stark zugenommen. (Quelle: FAOSTAT, 2012) 
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Abbildung 2: Anbaufläche der häufigsten Kulturarten in Brasilien 2010. 
Sojabohnen dominieren die Anbauflächen in Brasilien. Nach Sojabohnen sind Mais und Zuckerrohr die 
wichtigsten Kulturpflanzen. Alle drei werden auf insgesamt 60 % der landwirtschaftlich genutzen Fläche 
angebaut. Andere Nutzpflanzen wie Gartenbohne, Reis, Weizen, Kaffee, Maniok und Orangen nehmen 
einen deutlich geringeren Stellenwert ein. (Quelle: FAOSTAT) 

 

Die Sojabohne ist eine Nutzpflanze, die in vielen Gebieten Einsatz findet. In der 

Industrie wird sie hauptsächlich zu Antischaum-, Antihaft-, Dispergierhilfsmittel, 

Netzmittel oder Stabilisator verarbeitet (ASA, 2012). Des Weiteren gibt es eine Anzahl 

von Verwendungen in der Lebensmittelindustrie, u. a. als Nahrungsergänzungsmittel, 

Emulgator, Vollfett-Sojamehl, geröstete Sojabohnen oder konventionelle 

Sojalebensmittel wie Miso, Sojamilch, Sojasoße, Tofu und Tempeh (ASA, 2012). Die 

hauptsächliche Nutzung der Sojabohne findet in der Tierproduktion als Bestandteil von 

Futtermitteln für die Geflügel-, Rinder- oder Schweinemast statt (Hartman et al., 2011; 

ASA, 2012). 

Der Sojabohnenertrag kann durch verschiedene Schadfaktoren beeinträchtigt werden. 

Dazu gehören zum einen abiotische Faktoren wie Wetter (insbesondere Trockenheit), 

Photoperiodismus sowie Nährstoffverfügbarkeit bzw. Bodeneigenschaften (Hartman et 

al., 2011). Daneben spielen biotische Faktoren wie Schaderreger, Krankheiten und 

Unkräuter eine erhebliche Rolle (Hartman et al., 2011). Sojabohnen können in jedem 

Entwicklungsstadium von Krankheitserregern bzw. Schädlingen befallen werden, von 

denen je nach Region Anthraknose, Cercospora-Blattflecken, Diaporthe-Erreger, 

Falscher Mehltau, Fusarium-Wurzelfäule, Macrophomina-Wurzelfäule, Phytophthora-

Wurzelfäule, Rhizoctonia-Wurzelfäule, Septoria-Blattflecken, Sklerotinia-Stängelfäule, 

Sojabohnenrost, bakterielle Erreger bzw. Sojabohnenblattlaus und Sojabohnencysten 
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die ökonomisch größten Schäden anrichten (Kucharek, 2001; Robertson und Tylka, 

2005; Ruhl, 2007; Carmona et al., 2011; Hartman et al., 2011). Da die Gesundheit der 

Pflanzen in den Wachstumsstadien R1 (Blüte) bis R5 ς R6 (Beginn Kornfüllung ς 

maximale Samengröße) die Ertragsbildung entscheidend beeinflusst, führt der Befall 

mit Schadorganismen in diesen Stadien zu den höchsten Ertragsverlusten, wobei die 

Wachstumsstadien R3 ς R5.5 als besonders kritisch gelten (Abbildung 3; McWilliams et 

al., 1999; Carmona et al., 2011). 

 

 

Abbildung 3: Wachsstumsstadien der Sojabohne. 
Die Wachstumsstadien der Sojabohne werden in vegetatives Wachstum (V) und reproduktives 
Wachstum (R) aufgeteilt. Entscheidend für die Ertragsbildung sind dabei die reproduktiven Stadien von 
Beginn der Blüte (R1) bis zur maximalen Samengröße (R6) (Quelle: BASF SA, Brasilien). 

 

2.2 Das Phytopathogen Phakopsora pachyrhizi 

Sojabohnenrost an der Sojabohne kann von zwei Phytopathogenen verursacht werden: 

entweder vom Amerikanischen Sojabohnenrost Phakopsora meibomiae oder vom 

Asiatischen Sojabohnenrost Phakopsora pachyrhizi. Die beiden Erreger waren lange 

Zeit geographisch voneinander getrennt (Ono et al., 1992). Während der seit 1899 

bekannte P. meibomiae in Amerika keine große Bedeutung erlangte, richtete 

P. pachyrhizi enorme Schäden seit seiner Entdeckung 1902 in Asien an (Ono et al., 

1992). Sofern nicht anders erwähnt, ist in der vorliegenden Arbeit vom Asiatischen 

Sojabohnenrost die Rede. 

 

2.2.1 Biologie 

Taxonomie 

P. pachyrhizi Syd. & P. Syd ist die Bezeichnung der telemorphen Form (sexuelle 

Hauptfruchtform) des Asiatischen Sojabohnenrosts, während Malupa sojae (Henn.) 
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Y. Ono, Buriticá & J.F. Hennen die anamorphe Form (asexuelle Nebenfruchtform) 

darstellt (Farr und Rossman, 2006). Dagegen wird der Amerikanische Sojabohnenrost 

als P. meibomiae (Arthur) Arthur bzw. Malupa vigae (Bres.) Y. Ono, Buriticá & J.F. 

Hennen bezeichnet (Farr und Rossman, 2006). P. pachyrhizi ist eine Art innerhalb der 

Familie der Phakopsoraceae, zugehörig zur Ordnung der Uredinales in der Klasse der 

Urediniomycetes des Reichs der Basidiomycota innerhalb der Pilz-Domäne (Farr und 

Rossman, 2006). P. pachyrhizi und P. meibomiae sind anhand ihrer Teleutosporen, 

ihrer Wirte sowie molekularbiologisch durch Vergleich der ribosomalen ITS όαinternal 

transcribed spacerάύ Region zu unterscheiden (Ono et al., 1992; Frederick et al., 2002). 

 

Wirtsspektrum, Lebenszyklus und Morphologie 

P. pachyrhizi ist ein obligates biothrophes Phytopathogen mit breitem Wirtsspektrum 

innerhalb der Leguminosen. Neben dem Hauptwirt Sojabohne, kann P. pachyrhizi 30 

weitere Arten innerhalb 17 Gattungen befallen, wobei die Wildform der Sojabohne 

(Glycine soja), Yambohne (Pachyrhizus erosus), Kudzu (Pueraria lobata), Kuhbohne 

(Vigna unguiculata), Erbse (Pisum sativum) und Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) die 

anfälligsten Arten sind (Ono et al., 1992; Bonde et al., 2008). Zudem konnte gezeigt 

werden, dass im Labor zusätzlich 60 Arten aus 26 Gattungen als Wirt dienen können 

(Ono et al., 1992). Problematisch zeigte sich der Befall von Kudzu, einem weit 

verbreiteten Unkraut in den USA und Brasilien, welches zur Überdauerung von 

P. pachyrhizi im Winter bzw. in Zeiten ohne Sojabohnenanbau dient und als 

Inokulumsquelle für die Infektion von Sojabohnen gilt (Ono et al., 1992; Hartman et al., 

2003; Christiano und Scherm, 2007). 

Makrozyklische Rostarten haben komplexe Lebenszyklen mit bis zu fünf Sporenarten 

und zusätzlich Kernphasen-, Generations- und Wirtswechsel. Die Uredosporen sind 

hauptverantwortlich für die Infektion von Pflanzenmaterial, während Teleutosporen 

und Pyknosporen nicht infektiös sind (Voegele, 2006). Typisch für P. pachyrhizi ist der 

reduzierte Entwicklungszyklus in dem bisher ausschließlich Uredosporen und 

Teleutosporen bekannt sind, wobei die Bedeutung der Teleutosporen bislang noch 

unbekannt ist (Saksirirat und Hoppe, 1991; Ono et al., 1992). Im Feld sind 

hauptsächlich die dikaryotischen ungeschlechtlichen Uredosporen zu finden, während 
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die Keimung von den diploiden Teleutosporen bisher nur im Labor beobachtet werden 

konnte (Saksirirat und Hoppe, 1991). Ein Wirtswechsel von P. pachyrhizi ist nicht 

bekannt, wird aber auch nicht ausgeschlossen (Saksirirat und Hoppe, 1991). 

Die Uredosporen sind oval- bis ovoidförmig, hyalin bis gelblich-braun gefärbt, 18 ς 34 x 

15 ς 24 µm groß und kleben häufig aneinander (Abbildung 4; Melching et al. 1979; Ono 

et al., 1992; Carmona et al., 2005; Schneider et al., 2005). Die gleichfarbigen 

Paraphysen haben eine zylindrische bis gekeulte Form und sind 25 ς 50 x 6 ς 14 µm 

groß (Ono et al., 1992; Schneider et al., 2005). Dagegen sind die Teleutosporen 8 ς 

11 µm x 19 ς 27 µm groß, dünnwandig, blass gelblich-braun gefärbt und unregelmäßig 

innerhalb des Teliums angeordnet (Ono et al., 1992; Carmona et al., 2005). 

 

A 

 

 B 

 

Abbildung 4: P. pachyrhizi Sporulation auf einem Sojabohnenblatt (A) und Vergrößerung der 
Uredosporen (B). 
P. pachyrhizi Symptome auf der abaxialen Blattoberfläche der Sojabohne äußern sich durch nekrotische 
Stellen, die zur vollständigen Vergilbung des Sojabohnenblattes führen (A). Die Uredosporen weisen 
eine ovale bis eiförmige Form auf und sind ca. 20 µm groß (B). Die Aufnahmen wurden mit dem 
Olympus SZX16 Binokular bzw. Olympus BH2 Mikroskop und der ColorView12 CCD Kamera gemacht. 

 

Verbreitet werden die Uredosporen hauptsächlich über die Luft (Miles et al., 2003; 

Ivancovich, 2005). Optimale Bedingungen für die Uredosporenkeimung und Infektion 

liegen bei 20 ς 25 °C mit 10 ς 12 Stunden hoher Luftfeuchtigkeit von mindestens 75 ς 

80 % bzw. 15 ς 17,5 °C mit 16 ς 18 Stunden hoher Luftfeuchtigkeit (Hartman et al., 

2004; Ivancovich, 2005). Für eine erfolgreiche Infektion gilt: je geringer die 

Temperaturen, desto länger muss die Feuchtigkeitsperiode sein (Hartman et al., 2003). 

Bei weniger als sechs Stunden hoher Luftfeuchtigkeit oder Temperaturen unterhalb 

von 10 °C bzw. oberhalb von 27,5 °C können keine Infektionen mehr auftreten 
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(Melching et al., 1989; Hartman et al., 2004). Bei idealen Voraussetzungen keimen die 

Sporen innerhalb von vier Stunden nach Auftreffen auf das Sojabohnenblatt aus und 

penetrieren das Blatt innerhalb von sechs Stunden (Hartman et al., 2003). Die 

Penetration von P. pachyrhizi nach der Keimung der Uredosporen und Anheftung 

durch Appressorien erfolgt direkt durch die Kutikula des Sojabohneblattes mithilfe 

mechanischer Kräfte (Edwards und Bonde, 2011). Verdauungsenzyme spielen eine 

Rolle bei der Penetration der Epidermis durch die Penetrationshyphe sowie bei der 

Entwicklung des Haustoriums im Mesophyll (Edwards und Bonde, 2011). Die 

Produktion von Uredosporen ist bei Temperaturen oberhalb von 33 °C deutlich 

verringert (Bonde et al., 2009). 

 

Symptome 

Erste Symptome sind fünf bis sieben Tage nach der P. pachyrhizi Infektion an den 

unteren Blättern der Sojabohnen zu erkennen und äußern sich als kleine, chlorotische 

Läsionen auf der abaxialen (seltener auch auf der adaxialen) Blattoberfläche (Melching 

et al., 1979; Ivancovich, 2005; Corrêa da Silva et al., 2011). Uredia sind die 

reproduktiven Organe von P.  pachyrhizi, die sich als vulkanförmige Pusteln darstellen 

und die Uredosporen nach Aufbrechen durch eine zentrale Pore freigeben (Ono et al., 

1992; Ploper et al., 2005). Beginnend neun Tage nach der Inokulation, sporuliert 

P. pachyrhizi für weitere drei Wochen (Marchetti et al, 1975). Die entlassenen Sporen 

infizieren die Sojabohne erneut, was zu einer sekundären Infektion und somit zu einem 

erhöhten Befallsgrad führt, der schließlich zur vollständigen Vergilbung der Blätter und 

aufgrund dessen zu einem vollständigen Blattfall führt (Abbildung 4; Marchetti et al, 

1975; Melching et al., 1979; Miles et al., 2003). 

Abhängig von der Sojabohnensorte kann der Befallsverlauf zu drei unterschiedlichen 

Reaktionstypen führen. Innerhalb von zwei Wochen entwickeln sich bei der sensiblen 

oder TAN-Reaktion (vom Englischen αtanά) ca. 0,4 mm² große, hellbraune Läsionen mit 

2 ς 5 Uredia pro Läsion auf den Sojabohnenblättern (Bromfield et al., 1980). Die 

resistente oder RB-Reaktion (vom Englischen αreddish-brownά) führt zu ähnlich großen, 

rötlich-braunen Läsionen, allerdings mit weniger Uredia (0 ς 2) (Bromfield et al., 1980). 

Die immune Reaktion (= Typ 0) weist keine makroskopisch sichtbaren Symptome auf 
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(Bromfield et al., 1980). Während TAN-Reaktionen die Anfälligkeit der Sojabohne 

gegenüber P. pachyrhizi widerspiegeln, werden RB-Läsionen als Zeichen der 

hypersensitiven Reaktion von resistenten Sojabohnensorten ausgelöst (Bromfield et al., 

1980; Ivancovich, 2005). Bei den TAN- und RB-Reaktionstypen vergrößern sich im Laufe 

der Zeit die Läsionen und die Anzahl der Uredia pro Läsion steigt, wobei die 

Veränderung bei TAN-Reaktionen größer ist als bei RB-Reaktionen (Bromfield et al., 

1980). Die Generationsdauer beträgt 10 bis 15 Tage, so dass durch sekundäre bzw. 

tertiäre Infektionen unter idealen Bedingungen innerhalb von drei Wochen 90 % der 

Blattfläche befallen ist (Melching et al., 1989; Ivancovich, 2005). 

Die Verwechslung von P. pachyrhizi mit einigen anderen Pathogenen ist bei 

oberflächlicher Betrachtung möglich, dazu gehören bakterielle Erreger wie 

Xanthomonas campestris pv. glycinea oder Pseudomonas savastanoi pv. glycinea, oder 

andere Pilze wie Perenospora manshurica (Falscher Mehltau), Cercospora kikuchii bzw. 

Cercospora sojina (Cercospora Blattflecken) und Septoria glycines (Septoria 

Blattflecken; Ivancovich, 2005; Robertson und Tylka, 2005; Giesler, 2007). 

 

2.2.2 Ökonomischer Einfluss 

In Amerika war lange Zeit nur P. meibomiae, der Amerikanische Sojabohnenrost, 

bekannt, der eine unbedeutende Stellung einnahm (Ono et al., 1992). Dahingegen 

führte der seit 1902 bekannte Asiatische Sojabohnenrost, P. pachyrhizi, in Asien zu 

erheblichen Ernteausfällen von bis zu 80 % (Ono et al. 1992; Hartman et al., 2003). 

Außerhalb von Asien wurde P. pachyrhizi erstmals 1994 in Hawaii, bzw. 1996 in Afrika 

gefunden (Hartman et al., 2003; Garcia et al., 2008). Im Jahr 2001 wurde P. pachyrhizi 

das erste Mal in Paraguay und Brasilien entdeckt (Yorinori et al., 2005). Von dort aus 

verbreitete sich P. pachyrhizi innerhalb kürzester Zeit nach Norden, um 2004 erstmals 

in den USA aufzutreten (Yorinori et al., 2005; Schneider et al., 2005). Während die 

Invasion von P. pachyrhizi in den USA aufgrund ungünstiger Wetterbedingungen bis zur 

Jahresmitte sowie langsamer Verbreitung in den Norden aus (überwinternden) 

Regionen im Süden nicht die befürchteten Ausmaße erlangte, hat sich P. pachyrhizi in 

Südamerika zu einem der verheerendsten Phytopathogene entwickelt (Ploper et al, 

2005; Christiano und Scherm, 2007). Während in 2001 60 % aller brasilianischen 
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Sojabohnenfelder befallen waren und zu Ernteausfällen von 30 bis 75 % führten, wobei 

der Süden besonders stark betroffen war, waren 2003 über 90 % der Felder befallen 

(Yorinori et al., 2005). Aufgrund dieser Entwicklung wurden 80 % aller 

Sojabohnenfelder mit zwei Fungizidapplikationen behandelt (Yorinori et al., 2005). Es 

wird geschätzt, dass durch P. pachyrhizi Kosten (inklusive Ernteinbußen und 

Fungizidbehandlungen) von US$ 2 Milliarden entstanden sind (Yorinori et al., 2005). In 

Argentinien lag die Befallsstärke 2003 bei 45 ς 50 % befallene Blattfläche ohne 

Fungizidbehandlung und bei 0,9 ς 39 % mit Fungizidbehandlung (Ploper et al., 2005). 

Fungizidapplikationen führten in den Saisons 2003 /  04 bis 2006 /  07 in Brasilien zu 

60 % geringerem Befall und 45 % höherem Ertrag (Scherm et al., 2009). Bis zu 80 % 

Ertragseinbußen sind 2002 /  03 in Paraguay in Feldversuchen festgestellt worden 

(Miles et al., 2004). In Paraguay, USA und Zimbabwe wurden durch 

Fungizidbehandlungen 12 bis 114 % höhere Sojabohnenerträge in 2005 /  06 erreicht, 

wobei dabei der Standort sowie der Zeitpunkt und der Befallsgrad entscheidend waren 

(Mueller et al., 2009). 

Das Ausmaß des P. pachyrhizi Befalls auf die Ertagseinbußen ist abhängig von Wetter 

(Temparatur, Feuchigkeit), Sojabohnensorte und Wachstumsstadium der Sojabohne 

zum Zeitpunkt der Infektion (Melching et al., 1989; Hartman et al., 1991; Kawuki et al., 

2003). Da frühreife Sojabohnensorten eine kürzere Vegetationsdauer besitzen, die sich 

insbesondere in einer kürzeren reproduktiven Phase widerspiegelt, werden diese 

Sorten weniger stark beeinträchtigt als Sojabohnensorten mit längerer 

Vegetationsdauer, wobei der Befall stark von den klimatischen Faktoren abhängig ist 

(Kawuki et al., 2004). Sowohl die Befallsstärke, als auch die Ausbreitung im Feld nimmt 

durch ausgedehnte Phasen mit hoher Blattfeuchtigkeit zu (Narváez et al., 2010). 

Ertragsverluste entstehen durch Verringerung der Blütenanzahl, Schotenbildung und 

Schotenfüllung, und somit des Tausendkorngewichts, sowie Frühreife bzw. frühzeitigen 

Blattfall (Melching et al., 1989; Hartman 1991; Kawuki et al., 2003; Miles et al., 2003; 

Ivancovich, 2005). 
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2.2.3 Bekämpfungsmöglichkeiten 

Die Verbreitung von P. pachyrhizi in Sojabohnenfeldern kann im gewissen Maße durch 

verschiedene pflanzenbauliche Maßnahmen eingegrenzt werden. Da die Befallsstärke 

in regenreichen Jahreszeiten größere Ausmaße zeigt als in trockenen Jahreszeiten, 

kann durch die Auswahl des Aussaattermins der Befall durch P. pachyrhizi schwächer 

ausfallen, wobei zu späte Aussaat zu geringeren Sojabohnenerträgen aufgrund der 

verkürzten Vegetationsperiode führt (Twizeyimana et al., 2011; Hu und Wiatrak, 2012). 

Des Weiteren kann die Auswahl der Sojabohnensorte und die Vernichtung von 

Inokulumsbrücken durch Unkräuter bzw. Nebenwirten oder Sojabohnendurchwuchs 

den Befallsgrad bzw. die Ertragsverluste reduzieren (Kawuki et al., 2003; Formento und 

de Souza, 2006; Corrêa da Silva et al, 2011). In Brasilien wurde zudem die αFree Host 

PŜǊƛƻŘά eingeführt, eine Zeit, in der keine Sojabohnen angebaut werden dürfen, um 

die Ausmaße des Befalls durch P. pachyrhizi einzugrenzen (Abbildung 5; Godoy, 2009). 

In der Regel dauert die Sojabohnenfreie Zeit drei Monate. Beginn und Ende dieser 

Periode kann je nach Region leicht variieren, wobei in ganz Brasilien in der Zeit vom 15. 

August bis zum 15. September keine Sojabohnen angebaut werden (Godoy, 2009). 

 

 

Abbildung 5: Kalender zum Anbau von Sojabohnen in Brasilien. 
Nach der Vegetationsperiode der Sojabohne, erfolgt eine Sojabohnenfreie Zeit. Abhängig von der 
Region beträgt dieser Zeitraum in der Regel drei Monate zwischen Juni und September (nach Godoy, 
2009). 

 

Bei der Auswahl der Sojabohnenkultivare spielen Sorten mit kurzem Vegetationszyklus 

eine Rolle, da dadurch die Vegetationsperiode und damit der Befallsgrad verringert 

werden können (Kawuki et al., 2004; Corrêa da Silva et al., 2011). In diesem 

Zusammenhang werden außerdem weniger anfällige bzw. tolerante Sojabohnen 

gegenüber P. pachyrhizi diskutiert (Hartman et al., 1991; Ivancovich, 2005; Garcia et al., 

2008; Kendrick et al., 2011). Partielle Resistenzen gegenüber P. pachyrhizi zeichnen 

sich durch eine verringerte Anzahl an Uredia aus und werden in Sojabohnensorten 
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durch die Resistenzgene Rpp1-5 bewirkt (Hartman et al., 2005; Ivancovich, 2005; 

Kendrick et al., 2011). Sie sind allerdings nicht kommerziell auf dem Markt erhältlich 

und es hat sich gezeigt, dass die Resistenzen nur bedingt erfolgreich sind und von 

verschiedenen Isolaten gebrochen werden (Hartman et al., 2005; Pham et al., 2009). 

Als wirksamste Bekämpfungsstrategie gegenüber P. pachyrhizi gilt der Fungizideinsatz 

(Miles et al., 2003; Ivancovich, 2005; Yorinori et al., 2005; Dorrance et al., 2007). Dazu 

können Fungizide verschiedener Gruppen und verschiedenen Wirkmechanismen 

verwendet werden. Im Vergleich zu Wirkstoffen wie Chlorothalonil, Mancozeb oder 

Benzimidazolen, die uneinheitliche Ergebnisse aufweisen, führt die Applikation von 

Triazolen oder Quinone outside Inhibitoren (QoIs) bzw. einer Mischung aus Triazolen 

und QoIs zu den geringsten Befallsgraden und höchsten Sojabohnenerträgen (Miles et 

al., 2007; Scherm et al., 2009). Unter den Triazolen wurden die besten Ergebnisse 

durch Cyproconazol, Difenoconazol, Epoxiconazol, Prothioconazol, Tebuconazol und 

Tetraconazol erreicht, während Azoxystrobin, Pyraclostrobin und Trifloxystrobin zu 

den wirksamsten QoIs zählen (Ivancovich, 2005; Miles et al., 2007; Mueller et al., 2009; 

Scherm et al., 2009). Trotz stärkerem Befall weisen QoI-behandelte Sojabohnen 

oftmals höhere Erträge auf als nach Behandlung mit Demethylierungs-Inhibitoren 

(DMIs), was auf der pflanzenphysiologischen Wirkung der QoIs beruht (Miles et al., 

2007; Scherm et al., 2009). Bei einem frühen Befall mit P. pachyrhizi werden drei 

Fungizidbehandlungen empfohlen (Galloway, 2008). In der Regel reichen allerdings 

zwei Applikationen aus, um das Ausmaß des Befalls einzugrenzen und höhere Erträge 

zu erhalten, wobei der Zeitpunkt der Behandlungen kritisch ist (Miles et al., 2003; 

Miles et al., 2007; Mueller et al., 2009; Scherm et al., 2009). Da bereits ein geringer 

Befall zum Zeitpunkt der ersten Fungizidbehandlung zu Ernteverlusten führen kann, 

sollte die erste Applikation während des reproduktiven Wachstums vor dem Auftreten 

der ersten Symptome erfolgen (Galloway, 2008; Scherm et al., 2009; Corrêa da Silva et 

al., 2011). 

Oftmals wird empfohlen Fungizidapplikationen in Kombination mit Monitoring-

Programmen einzusetzen, die die Verbreitung von P. pachyrhizi in der aktuellen Saison 

vorhersagen (Pivonia und Yang, 2004; Ivancovich, 2005; Yorinori et al., 2005; Godoy, 

2009; Mueller et al., 2009; Corrêa da Silva et al., 2011). Ziel dabei ist zum einen, die 

Regionen vorherzusagen, in denen P. pachyrhizi überwintert und die als mögliche 
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Inokulumsquelle dienen könnten, und zum anderen, die Verbreitung und die 

Verbreitungsgschwindigkeit ausgehend von diesen Regionen zu simulieren (Pivonia 

und Yang, 2004; Christiano und Scherm, 2007; Isard et al., 2011). 

 

2.3 Wirkstoffe 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sensitivität von P. pachyrhizi gegenüber QoIs und 

DMIs überprüft. 

 

2.3.1 Quinone outside Inhibitoren (QoIs) 

Die Grundstruktur der QoIs leitet sich von Oudemansin, Strobilurin A und B ab, welche 

aus Oudemansiella mucida bzw. Strobilurus tenacellus gewonnen werden konnten. Für 

Oudemansin, Strobilurin A und B konnten eine fungizide Wirkung (Inhibition der 

mitochondrialen Respiration) gegenüber anderen, um Nährstoffe konkurrierende Pilze 

nachgewiesen werden (Anke et al., 1977; Becker et al, 1981). Da Strobilurin A 

photochemisch instabil ist, musste das Grundgerüst entsprechend modifiziert werden, 

bevor es als Fungizid eingesetzt werden konnte (Beautement et al., 1991). 

Die ersten QoIs, Kresoxim-Methyl und Azoxystrobin, wurden 1996 auf den Markt 

gebracht (Tomlin, 2003). Mit einem Marktanteil von über 20 % gehören die QoIs zu 

den wichtigsten Fungiziden weltweit (McDougall, 2011). Die Wirkstoffe Azoxystrobin, 

Pyraclostrobin und Trifloxystrobin sind mit Marktanteilen von 38,6 %, 25,3 % und  

19,4 % die wichtigsten QoIs (McDougall, 2011). 

 

Wirkungsspektrum 

Die meisten QoIs haben ein breites Wirkungsspektrum: je nach Wirkstoff sind sie 

wirksam gegenüber Ascomyceten, Basidiomyceten, Deuteromyceten und /  oder 

Oomyceten (Heaney und Knight, 1994; Ammerman et al., 2000; Bartlett et al., 2001; 

Bartlett et al., 2002). Sie können in nahezu allen Kulturen angewandt werden, u. a. in 

Getreide, Kürbisgewächsen, Leguminosen, Nachtschattengewächse, Reben, Steinobst, 

Zierrasen, Zierpflanzen oder Zitrusfrüchten (Bartlett et al., 2001; Tomlin, 2003). 
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Wirkmechanismus 

QoIs binden an die äußere Ubichinol-Oxidations-Seite (Qo) des CYTOCHROM B (CYT B) 

im CYTOCHROM BC1 Enzymkomplex in den Mitochondrien. Auf diese Weise wird der 

Elektronentransfer zwischen CYT B und CYTOCHROM C1 inhibiert, wodurch die ATP 

Produktion gehemmt wird und zu einem Energiemangel innerhalb der Zelle führt 

(Becker et al., 1981; Bartlett et al., 2002; Esser et al., 2004; Fisher und Meunier, 2008). 

Der CYTOCHROM BC1 Komplex ist in die innere mitochondriale Membran integriert 

und bildet, bestehend aus elf Untereinheiten, sowohl ein strukturelles als auch ein 

fuktionelles Homodimer (Esser et al., 2004). Mit Ausnahme des cytochrom b (cyt b), 

welches mitochondrial-codiert wird, werden alle Untereinheiten im Nukleus codiert 

(Fisher und Meunier, 2008). 

Präventiv angewandt zeigen QoIs ihre beste Wirkung. Sie inhibieren die 

Sporenkeimung, das Keimschlauchwachstum und die Zoosporen Beweglichkeit, welche 

hohe Stoffwechselaktivitäten voraussetzen (Gold und Leinhos, 1994; Godwin et al., 

1994; Gold und Leinhos, 2006). Daher sollte eine Fungizidbehandlung möglichst vor 

der Infektion bzw. kurz nach der Infektion stattfinden (Bartlett et al, 2002). Eine 

kurative, antisporulative oder eradikative Wirkungsweise von QoIs konnte zwar 

nachgewiesen werden, ist allerdings abhängig vom Wirkstoff, Pathogen und dem 

Zeitpunkt der Applikation (Godwin et al., 1994; Ammermann et al., 2000; Wong und 

Wilcox, 2001; Bartlett et al., 2002; Gold und Leinhos, 2006). 

 

Resistenzmechanismus 

Bereits wenige Jahre nach der Markteinführung der QoIs wurden erste Resistenzen 

von Blumeria graminis f. sp. tritici und Sphaerotheca fuliginea gefunden (Fraaije et al., 

2000; Heaney et al., 2000; Chin et al., 2001). Nachdem der Einfluss von 

Punktmutationen (F129L, G143A) im cyt b bereits vor der Markteinführung der QoIs 

anhand der natürlichen Resistenz Strobilurin-produzierender Basidiomyceten 

nachgewiesen werden konnte, wurden die beobachteten verminderten Sensitivitäten 

von B. graminis und Mycosphaerella fijiensis frühzeitig mit Mutationen in Verbindung 

gebracht (Kraiczy et al., 1996; Fraaije et al., 2000; Heaney et al., 2000; Sierotzki et al., 

2000). Inzwischen wurde nachgewiesen, dass die Hauptursache für Resistenzen 
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gegenüber QoIs eine Anzahl von Mutationen im cyt b darstellen, denen eine Rolle bei 

der Ligandenbindung zugesprochen wird (Sierotzki et al., 2000; Grasso et al., 2006a). 

Die meisten Mutationen treten in den extramembranen cd- bzw ef-Schleifen 

(Aminosäuren 127 bis 147, bzw. 275 bis 296) des CYT B auf, wobei die Mutationen 

innerhalb der cd-Schleife zum einen häufiger auftreten und zum anderen zu höheren 

Resistenzfaktoren führen (Degli Esposti et al., 1993; Gisi et al., 2002). In 

pflanzenpathogenen Pilzen wurden die Mutationen F129L, G137R und G143A 

nachgewiesen (Heaney et al., 2000; Kim et al, 2003; Sierotzki et al., 2007). Die G143A 

Mutation bewirkt die höchsten Resistenzfaktoren (> 1000), während die F129L und 

G137R Mutationen deutlich geringere Resistenzfaktoren verursachen und die 

Feldwirkung nicht oder nur geringfügig beeinflusst wird (Kim et al, 2003; Semar et al., 

2007; Sierotzki et al., 2007). Da nur eine einzige Punktmutation zur Ausprägung einer 

vollständigen Resistenz gegenüber QoIs führen kann, handelt es sich um einen 

sogenannten disruptiven Resistenzmechanismus (Brent und Hollomon, 2007). 

Während die Mutationen F129L und G143A in anderen Organismen keine signifikanten 

Nachteile in der Fitness mit sich bringen, führt die G137R Mutation zu 

Fitnessnachteilen (Chin et al., 2001; Gisi et al., 2002; Sierotzki et al., 2007). Daher ist 

die G137R Mutation sehr selten zu finden. Die genetische Beschaffenheit des 

Pathogens ist ausschlaggebend, ob eine G143A Mutation ausgebildet werden kann: 

Für Pathogene die ein Intron nach dem Codon 143 aufweisen ist diese Mutation lethal, 

da der Spleißing-Vorgang nicht korrekt ausgeführt werden kann (Grasso et al., 2006a; 

Fisher und Meunier, 2008). Arten mit einem Intron direkt nach dem Codon 143 können 

somit keine G143A-Mutation ausbilden. 

Weitere Resistenzmechanismen gegenüber QoIs sind (Über-) Expression der 

alternativen Oxidase (aox) oder Effluxtransporter. Die AOX stellt einen alternativen 

Weg zum CYTOCHROM BC1 Enzymkomplex dar, die den CYTOCHROM BC1 Komplex und 

die cytochrom-c-Oxidase überbrückt (Wood und Hollomon, 2003). Die 

Respirationseffizienz durch AOX ist mit 40 % der normalen Effizienz deutlich reduziert. 

Zudem wird die alternative Respiration durch Antioxidantien der Wirtspflanzen negativ 

beeinflusst (Ziogas et al., 1997; Fernández-Ortuño et al., 2008). Effluxtransporter aus 

der Familie der ATP-bindendenden Kassette (ABC) bzw. der Major-Facilitator-

Superfamilie (MFS) transportieren Wirkstoffe aktiv aus der Zelle heraus und verhindern 
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so deren Akkumulation (Del Sorbo et al., 2000; de Waard et al., 2006; Fernández-

Ortuño et al., 2008). Sowohl der Expression von aox als auch der Überexpression von 

Effluxtransportern wird eine untergeordnete Rolle als Resistenzmechanismus 

gegenüber QoIs zugespochen (FRAC, 2006b). 

QoI Fungizide sind kreuzresistent, während zu Wirkstoffen mit anderem 

Wirkmechanismus keine Kreuzresistenzen bestehen (Chin et al., 2000; Chin et al., 2001; 

Heaney et al., 2000; Brent und Hollomon, 2007). 

 

2.3.2 Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs) 

Die Fungizidklasse der Sterolbiosynthese-Inhibitoren wird in vier Gruppen unterteilt: 

Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs), Amine, Hydroxyaniline und Squalenepoxidase-

Inhibitoren, wobei die letzte Gruppe keine Verwendung als Fungizid in der 

Landwirtschaft findet (FRAC, 2005a). Die DMIs sind die am besten erforschte Gruppe 

der Sterolbiosynthese-Inhibitoren und zeichnen sich durch ihre vielfältigen chemischen 

Strukturen aus (Siegel, 1981). Sie können in die Wirkstoffklassen Piperazine, Pyridine, 

Pyrimidine, Imidazole und Triazole unterteilt werden (Gisi et al., 2000). Das erste 

systemische DMI, Triadimefon, wurde 1973 vorgestellt und 1976 in den Markt 

eingeführt (Kuck und Scheinpflug, 1986; Tomlin, 2003). Neben den QoIs sind DMIs die 

wichtigste Stoffklasse mit einem Marktanteil von 27,5 % im Jahr 2010; alle anderen 

Stoffklassen weisen Marktanteile von weniger als 10 % auf (McDougall, 2011). Zu den 

bedeutsamsten Wirkstoffen gehören die Triazole, welche 20,3 % aller DMIs ausmachen, 

Epoxiconazol (17,8 % Marktanteil innerhalb der Triazole), Tebuconazol (16,9 %), 

Cyproconazol (10,7 %), Propiconazol (10,7 %), Difenoconazol (9,7 %) und Metconazol 

(5,2 %; McDougall, 2011). 

 

Wirkungsspektrum 

Da die Sterolbiosynthese in fast allen Pilzen stattfindet, Ausnahme bilden die 

Oomyceten, sind Sterolbiosynthese-Inhibitoren gegen zahlreiche Phytopathogene aus 

den Klassen der Ascomycten, Basidiomyceten und Deuteromyceten wirksam (Siegel, 

1981). Mit ihrem breiten Wirkungsspektrum werden die Demethylierungs-Inhibitoren 
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gegen Phytopathogene in fast allen Kulturen sowohl im Obst- und Weinbau, als auch 

im Ackerbau, und da hauptsächlich in Getreide und Zuckerrüben, angewendet (FRAC, 

2005a; Tomlin, 2003). 

 

Wirkmechanismus 

Das Zielenzym aller DMIs ist die Sterol 14h-Demethylase (CYP51), ein Enzym der 

Familie Cytochrom P450, welches sich in mikrosomalen Membranen befindet und die 

Demethylierung des Lanosterols im Ergosterolbioyntheseweg katalysiert (Gadher et al., 

1983; Yoshida und Aoyama, 1987; Mercer, 1993). Die Demethylierung des Lanosterols 

ist essentiel für die Synthese und Orientierung von Sterolen, die wiederum einerseits 

für die Membranfluidität und Membranstabilität verantwortlich sind und andererseits 

die Aktivität von Membranproteinen beeinflussen (Lepesheva und Waterman, 2007). 

Die Grundstruktur für alle Fungizid-wirksamen Triazole ist das 1,2,4-Triazol, welches 

aus einem fünf-gliedrigem Stickstoff-Heterocyclus mit lipophilem funktionellem Rest 

besteht (Mercer, 1993; Lamb et al., 1999). Die inhibitorische Wirkung der DMIs wird 

durch die Interaktion von einem meta-Stickstoffatom (von der Restgruppe aus gesehen) 

des Heterocyclus mit dem Eisen im Häm des CYP51 erreicht (Mercer, 1983; Yoshida 

und Aoyama, 1987; Mercer, 1993; Lamb et al., 1999). Die lipophilen Reste des Triazols 

reagieren zudem mit der lipophilen Bindestelle des CYP51 und sind somit für die 

Qualität der Inhibition verantwortlich (Gadher et al., 1983; Yoshida und Aoyama, 1987; 

Mercer, 1993). Durch die Inhibition des CYP51 kommt es zur Akkumulation von 14-h

Methylsterolen, welche aufgrund intermolekularer Abstoßungen nicht richtig in die 

Membran eingebaut werden können (Gadher et al., 1983; Watson et al., 1989; van den 

Bossche et al., 1990; Lamb et al., 1999). Dadurch kommt es zu hyperfluiden und 

porösen Membranen, und in Folge dessen zu einem abnormalen Wachstum, welches 

sich u. a. in Form von Zellwandverdickungen, aufgeschwollenen oder stark verzweigten 

Hyphen äußert (Siegel, 1981; Burden et al., 1989; Steel et al., 1989). 

DMIs wirken systemisch und zeigen sowohl protektive als auch kurative Aktivität (Kuck 

und Scheinpflug, 1986). 
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Resistenzmechanismen 

Im Gegensatz zur qualitativen Resistenz durch QoIs, können durch die Behandlung mit 

DMIs graduelle Resistenzen entstehen, die einen langsamen, schrittweisen 

Sensitivitätsverlust eines Pathogens gegenüber einem Wirkstoff mit sich führen (White, 

1997; Brent und Hollomon, 2007). Die ersten Sensitivitätsunterschiede wurden fast ein 

Jahrzehnt nach Einführung der DMI-Fungizide in den 1980er Jahren bei B. graminis, 

Venturia inaequalis, Nectria haematococca und S. fuliginea gefunden (Walmsley-

Woodward et al., 1979; Stanis und Jones, 1985; Kalamarakis et al., 1991; Brent und 

Hollomon, 2007). Kreuzresistenzen bestehen zu anderen DMI-Wirkstoffen, allerdings 

nicht zu anderen Sterolbiosynthese-Inhibitoren (Siegel, 1981; Gisi et al., 1997; Wyand 

und Brown, 2005). 

Die Resistenzmechanismen gegenüber DMIs zeichnen sich durch ihre Vielfältigkeit und 

Kombination miteinander aus. Die häufigsten Ursachen für Sensitivitätsverschiebungen 

sind Punktmutationen im cyp51, Überexpression des cyp51, sowie aktiver Efflux des 

Wirkstoffes durch Überexpression von Efflux-Transportern (Joseph-Horne und 

Hollomon, 1997; Cools und Fraaije, 2008; Stammler und Semar, 2011). Während bei 

den QoIs die Bedeutsamkeit von Punktmutationen im cyt b auf drei Mutationen (F129L, 

G137R, G143A, siehe dazu 2.3.1 Quinone outside Inhibitoren (QoIs)) beschränkt ist, 

beruhen Sensitivitätsunterschiede gegenüber DMIs auf eine Anzahl von 

unterschiedlichen Mutationen im cyp51, die additiv wirken können. In B. graminis f. sp. 

hordei beispielsweise führt die Y136F Mutation alleine nur zu geringfügigen 

Sensitivitätsverschiebungen, während in Kombination mit anderen Mutationen (z. B. 

der Mutation K147Q) oder anderen Resistenzmechanismen höhere Resistenzfaktoren 

erreicht werden (Délye et al., 1998; Wyand und Brown, 2005). Der Einfluss von 

Punktmutationen auf die Sensitivität gegenüber DMIs wurde in einer Reihe von 

Organismen gezeigt, unter anderem in den Phytopathogenen Uncinula necator, 

Mycosphaerella fijiensis, Puccinia triticina und Tapesia sp., sowie auch in dem 

Humanpathogen Candida albicans (Délye et al., 1997; Sanglard et al., 1998; Marichal et 

al., 1999; Albertini et al., 2003; Cañas-Gutierrez et al., 2009; Stammler et al., 2009, 

Cools et al. 2011). Eine Vielzahl von Punktmutationen wurden im cyp51 von M. 

graminicola gefunden, die aufgrund ihrer additiven Effekte je nach Kombination von 
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Mutationen bzw. anderen Resistenzmechanismen in verschiedene Kategorien 

eingestuft wurden (TriR1 bis TriR12, MDR6, MDR7, MDR10; Stammler et al., 2008; 

Leroux und Walker, 2011; Stammler und Semar, 2011). 

Allen Organismen gemeinsam sind insgesamt sechs konservierte Abschnitte im cyp51 

(CR-1 ς CR-6), die essentiell für die Funktion des CYP51 sind (Aoyama et al., 1996). 

Diese konservierten Regionen überschneiden sich zum Teil mit Substrat-

9ǊƪŜƴƴǳƴƎǎǎǘŜƭƭŜƴ όα{ǳōǎǘǊŀǘe wŜŎƻƎƴƛǘƛƻƴ {ƛǘŜǎάΣ {w{-0 bzw. SRS-1 bis SRS-6), denen 

eine Funktion im aktiven Zentrum des CYP51 zugewiesen wird und die für die 

Substratspezifität verantwortlich sind (Aoyama et al., 1996; Leroux und Walker, 2010). 

Das aktive Zentrum des CYP51 befindet sich im Inneren des Enzyms und kann durch 

einen Kanal für das Substrat zugängig gemacht werden (Boscott und Grant, 1994). 

Mutationen des cyp51 können in den codierenden Bereichen der Substratbindetasche, 

dem Zugangskanal oder der Häm-bindenden Domäne lokalisiert werden (Sanglard et 

al., 1998; Marichal et al., 1999; Leroux und Walker, 2010; Cools et al., 2011; Mullins et 

al., 2011). 

Neben Punktmutationen ist die Überexpression des cyp51 ein weiterer 

Resistenzmechanismus gegenüber DMI. In M. graminicola und V. inaequalis wurde 

jeweils eine Insertion innerhalb des Promotors gefunden, die die Funktion eines 

Enhancers zur Erhöhung der CYP51 Expression haben könnte (Schnabel und Jones, 

2001; Cools et al., 2012). Insertionen innerhalb des Promotors, wie sie auch in 

Penicillium digitatum gefunden wurden, unterstützen zum einen die vorherige These, 

zum anderen konnte gezeigt werden, dass Wiederholungen von Insertionen die Höhe 

der Expression beeinflussen (Hamamoto et al., 2000). Die Hochregulation eines 

Transkriptionsfaktors, hervorgerufen durch eine Mutation innerhalb des 

Transkriptionsfaktors, hat eine Überexpression des CYP51 in C. albicans zur Folge 

(Dunkel et al., 2008). 

Effluxtransporter haben die Aufgabe Substanzen, die für den Organismus schädlich 

sein könnten, aus der Zelle zu transportieren (Del Sorbo et al., 2000; de Waard et al., 

2006). Der Einfluss überexprimierender Effluxtransporter (ABC bzw. MFS) auf die 

Sensitivität gegenüber DMI wurde u. a. in Aspergillus nidulans, Botrytis cinerea und M. 

graminicola beobachtet (Sanglard et al., 1995; Del Sorbo et al., 1997; Hayashi et al., 

2002; Stergiopoulos et al., 2003). Die Bedeutung von Effluxtransportern als 
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Resistenzmechanismus im Feld konnte aufgrund der Komplexität und additiven Effekte 

der Resistenzmechanismen gegenüber DMIs allerdings bislang nicht eindeutig geklärt 

werden (Stergiopoulos et al., 2003; Leroux und Walker, 2010). 

Mutationen in der ɲ5(6) Desaturase (erg3) führen zu einem defekten Enzym und der 

Verwendung eines alternativen Sterolbiosyntheseweg. Aufgrund dessen kann trotz 

Inhibition des CYP51 durch DMIs ein funktionelles Sterol (14-Methylfecosterol) 

entstehen und stellt somit einen weiteren Resistenzmechanismus gegenüber DMIs dar 

(Watson et al., 1989; Joseph-Horne et al., 1995). Im Feld ist der Einfluss eines defekten 

ERG3 nicht bekannt (Lamb et al., 1999).  

 

2.4 Zielsetzung 

Seit dem Auftreten von P. pachyrhizi in Brasilien im Jahr 2001 ist es zu enormen 

Ernteverlusten im Sojabohnenanbau gekommen. Während die Bekämpfung durch 

DMIs und QoIs, bzw. Kombinationen der beiden Wirkstoffgruppen, zunächst 

erfolgreich war, hat die Wirkung der DMIs inzwischen nachgelassen. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, Isolate von Proben aus den Jahren 2009 und 2010 auf ihre 

Sensitivität gegenüber DMIs und QoIs in αdetached leafά Tests zu testen. Im Anschluss 

daran sollten die Isolate molekularbiologisch analysiert werden, um die Ergebnisse der 

Fungizidsensitivitätstests zu erklären und Resistenzmechanismen zu identifizieren. Der 

Schwerpunkt lag dabei auf der Untersuchung der Sensitivitätsunterschiede von P. 

pachyrhizi Isolaten gegenüber DMIs. Da die häuftigsten Resistenzmechanismen 

gegenüber QoIs und DMIs Punktmutationen im Zielgen, bzw. Überexpression des 

Zielgens darstellen, wurden diese Mechanismen fokussiert. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Geräte 

Agilent 2100 Expert Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Airbrush 0,3 mm Düse Friedrich Boldt GmbH, Laatzen, Deutschland 

Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Binokular, Olympus SZX16 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland 

Binokular Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz 

Blaulicht Transilluminator, UVT-28 L Herolab GmbH Laborgeräte, Wiesloch, Deutschland 

Brutschrank RUMED Rubarth-Apparate GmbH, Laatzen, 

Deutschland 

Camedia Digital Camera C-2500L Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland 

ColorView 12, CCD Camera Soft Imaging System GmbH, Münster, Deutschland 

Drigalskispatel, Edelstahl RSG Rostfrei-Schneidwerkzeuge GmbH, Solingen, 

Deutschland 

Dunkelhaube RH-2 Herolab GmbH Laborgeräte, Wiesloch, Deutschland 

Exsikkator Duran Group GmbH, Mainz, Deutschland 

Fuji LAS 100 Kamera  Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland 

Gelelektrophorese, Sub-Cell GT Basic System Bio-Rad Laboratories Inc.,  Hercules, USA 

Glaszerstäuber VWR, Darmstadt, Deutschland 

Halogenlampe, KL 1500 electronic Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Schweiz 

Hybridisierungsofen, HIR10M Grant Boekel, Shepreth, United Kingdom 

Inokulationstunnel Schachtner, Ludwigsburg, Deutschland 

Kleinschüttler VORTEX 4 Basic IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland 

Kugelmühle MM200 Retsch, Haan, Deutschland 

LABOPORT®, Mini-Membran- 

Vakuumpumpen, N 816.1.2KN.18 

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Deutschland 

Laminarbank: Holten LaminAir, Holten PCR 

Mini 

Heto-Holten A/S, Allerød, Dänemark 

Mikroskop, Olympus BH2 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland 

Mikrozentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mini-Shaker Sunflower 3D  BioSan Ltd., Riga, Lettland 

Monoshake, Variomag Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA 

NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA 

PCR Maschine: DNA Engine DYAD Thermal 

Cycler 

Bio-Rad Laboratories Inc.,  Hercules, USA 
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PCR Maschine: Primus 96 Clements GmbH, Waldbüttelbrunn, Deutschland 

Pipette: Eppendorf research Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipette: Eppendorf research pro Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PowerPac Basic Supply Bio-Rad Laboratories Inc.,  Hercules, USA 

Pyrosequencer, PSQ 96MA Qiagen, Hilden, Deutschland 

Rotor-Gene Q, 2-Plex Qiagen, Hilden, Deutschland 

Schweißgerät Folio FS 3602 (Haushalt) Severin Elektrogeräte GmbH, Sundern, Deutschland 

Spritzkabine BASF SE, Ludwigshafen, Deutschland 

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tischschüttler Titramax 1000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland 

Tischzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tischzentrifuge für Eppendorfgefäße, Galaxy 

Mini C12xx-220V 

VWR, Darmstadt, Deutschland 

Tischzentrifuge für PCR-Reaktionsgefäße, 

Galaxy Mini C1212-220V 

Eurolab-Merk, Darmstadt, Deutschland 

Transilluminator UVT-28 BE Herolab Laborgeräte GmbH, Wiesloch, Deutschland 

UV-Stratalinker 2400 Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

UV Transilluminator, Macro Vue UVT-25 Hoefer Pharmacia Biotec. Inc., San Francisco, USA 

Vacuum Prep Station Qiagen, Hilden, Deutschland 

Wärmeschrank ULE 500 Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Deutschland 

Wasserbad, Typ WB10 P-D Industriegesellschaft mbH, Dresten, Deutschland 

 

3.2 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien 

96well PCR Plate 4tidude Ltd., Wotton, UK 

Aceton Bernd Kraft GmbH, Duisburg, Deutschland 

Adhesive PCR Seal 4tidude Ltd., Wotton, UK 

Ampicillin, Natriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Autoklavierbeutel VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Benzimidazol, zur Synthese 

(1H-Benzimidazol) 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Combitips plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

CSPD ready-to-use Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

DEPC treated Wasser Ambion Inc., Austin, USA 

DEPC, 97 % (NMR) Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Difco Agar, granuliert Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA 
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DIG Easy Hyb Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

DIG Wash and Block Buffer Set Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

DNA LoBind Tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

DNA Molecular Weight Marker III, DIG-

labeled 

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

EDTA Calbiochem 

Eisessig, puriss. Riedel-de Haën, Seelze, Deutschland 

Eppendorf Safe-Lock Gefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Ethanol Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Ethidiumbromid, 10 mg/ml Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland 

GelGreen Nucleic Acid Stain, 10.000x Biotium Inc., Hayward, USA 

D-(+)-Glucose Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Hefeextrakt Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

HPLC Wasser (Chromasolv Plus) Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Kieselgel (Orangegel) Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

LB Bouillion (Miller) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Magnesiumsulfat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

hΩDŜƴŜwǳƭŜǊΣ м ƪō 5b! [ŀŘŘŜǊ Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

6x Orange DNA Loading Dye Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

hΩwŀƴƎŜwǳƭŜǊ млл ōǇ 5b! [ŀŘŘŜǊ Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

Parafilm Bemis Company, Inc., Neenah, USA 

Pipetten: Eppendorf research Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipetten: Eppendorf research pro Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen, Tip One RPT Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland 

Polypropylen Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 

Premixed SSC Buffer, 20x Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

PyroMark Annealing Buffer Qiagen, Hilden, Deutschland 

PyroMark Binding Buffer Qiagen, Hilden, Deutschland 

PyroMark Gold Q96 Reagents Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNase Away Molecular Bio-Products Inc., San Diego, USA 

RNaseZap Ambion Inc., Austin, USA 

Salzsäure, 37 % puriss. Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

SiLibeads Glaskugeln Typ S, Microglaskugeln, 

0,4 ς 0,6 mm 

Sigmund Lindern GmbH, Warmensteinach, Deutschland 
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Sodiumdodecylsulfat Lösung, 10 % Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

SSC Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

Streptavidin Sepharose High Performance GE Healthcare, Buckinghamshire, Großbritannien 

Streptomycin Sulfat Salz Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

0,2 ml Thermo Strips Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA 

Tris Base, Molecular Biology Grade Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Trypton Formedium Ltd, Hunstanton, Großbritannien 

Tubes, graduated, Flat-Base Qiagen, Hilden, Deutschland 

Tween 80 Riedel-de Haën, Seelze, Deutschland 

Ultra Clear Cap Strips Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA 

UltraPure Agarose Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland 

 

3.3 Antikörper, Bakterienstamm, Enzyme und Kits 

Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments from 

sheep 

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

BamHI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

BglII Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

BglII, FastDigest Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

CloneJET PCR Cloning Kit Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit II 

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

DNA Walking SpeedUp Kit with SeeAmp ACP 

PCR Master Mix II 

Seegene Inc., Seoul, Korea 

EcoRI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

Maxima Hot Start PCR Master Mix (2x) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

MESA FAST qPCR MasterMix Plus dTTP for 

SYBR Assay No ROX 

Eurogentec, Seraing, Belgien 

NucleoSpin DNA Plant II Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 

NucleoSpin Extract II Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 

NucleoSpin gDNA Clean-up Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 

NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland 

On-Column DNase I Digest Set Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 

Phusion Hot Start, High-Fidelity DNA 

Polymerase 

Finnzymes OY, Espoo, Finnland 
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PstI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

QuikChange II Site-Directed Mutagenese Kit Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Spectrum Plant Total RNA Kit  Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Verso cDNA Kit Thermo Scientific Inc, Waltham, USA 

XbaI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 

XL-1 Blue Competent Cells Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

 

3.4 Kulturmedien, Lösungen, Puffer 

3.4.1 Medien zur Anzucht von P. pachyrhizi Isolaten auf Sojabohnenblättern 

0,03 % Tween-Wasser 

100 ml   deionisiertes Wasser (Millipore Wasser) 

0,03 g   Tween 80 

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

 

0,4 % Leitungswasseragar (LWA) 

4 g   Agar  

40 mg   Benzimidazol 

30 mg   Streptomycin Sulfat 

ad 1000 ml Leitungswasser 

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

 

3.4.2 Allgemeine Puffer und Lösungen 

TAE Puffer (50x) 

2 M  (242 g) Tris Base 

1 M (57,1 ml) Eisessig 

5 mM (10 ml)  EDTA (0,5 M) 

ad 1000 ml deionisiertes Wasser 
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Verdünnung der Stocklösung auf 1x Arbeitslösung mit demineralisiertem 

Wasser (VE Wasser) 

 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Wasser 

 1 ml  DEPC 

 ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

 Rühren bei Raumtemperatur für mindestens 30 Minuten 

 Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

 

Tris-HCl Puffer (10x) 

 0,5 M (60 g) Tris Base 

 ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

 Einstellen des pH Wertes auf 8 mit HCl 

 Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

 Verdünnung der Stocklösung auf 1x Arbeitslösung (10 mM) mit DEPC Wasser 

 

0,5 M Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 

 186,1 g  EDTA 

 ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

 Einstellen des pH Wertes mit NaOH auf 8 

 Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

 

10 % Aceton 

100 ml Aceton 

900 ml Leitungswasser 
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3.4.3 Kulturmedien von Escherichia coli 

SOC-Medium 

 2 %  (20 g)  Trypton 

 0,5 % (5 g)  Hefeextrakt 

 10 mM (0,58 g) NaCl  

 2,5 mM  (0,18 g) KCl 

 10 mM (0,95 g) MgCl2 

 10 mM (1,2 g) MgSO4 

 20 mM (3,6 g) Glukose 

 ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

 

LB-Medium 

25 g LB Bouillion nach Miller 

(Bestandteile: 5 g Hefeextrakt, 10 g Caseinpepton, 10 g Natrium-

chlorid) 

ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

Zugabe von 100 mg/l Ampicillin vor Gebrauch 

 

LB-Agar (Luria Bertani) 

25 g LB Bouillion nach Miller 

(Bestandteile: 5 g Hefeextrakt, 10 g Caseinpepton, 10 g Natrium-

chlorid) 

20 g   Agar 

ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar für 15 Minuten 

Zugabe von 100 mg/l Ampicillin nach Abkühlen auf ca. 60°C 
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3.4.4 Puffer für Pyrosequenzierung 

70 % Ethanol 

700 ml Ethanol (vergällt) 

300 ml HPLC Wasser 

 

2 M Natriumhydroxid 

80 g NaOH 

ad 1000 ml HPLC Wasser 

Verdünnung der 10x Lösung um 1:10 mit HPLC Wasser auf eine 1x 

Endkonzentration 

 

10x Waschpuffer 

100 mM (12,1 g) Tris 

ad 1000 ml HPLC Wasser 

Einstellen des pH Wertes mit 4 M Eisessig auf pH 7,6 

Verdünnung der 10x Lösung um 1:10 mit HPLC Wasser auf eine 1x 

Endkonzentration 

 

3.4.5 Puffer für Southern Blot 

Depurinierungspuffer 

0,25 M (62,5 ml) HCl (2 M) 

437,5 ml  deionisiertes Wasser 

 

Denaturierungspuffer 

1,5 M (87,7 g) NaCl 

0,5 M  (20 g) NaOH 

ad 1000 ml deionisiertes Wasser 



Material und Methoden 

 

 32 

Neutralisierungspuffer 

 1,5 M (87,7 g) NaCl 

 0,25 M (30,29 g) Tris Base 

 ad 1000 ml deionisiertes Wasser 

 Einstellen des pH Wertes mit 37%iger Salzsäure auf 7,5 

 

Low Stringency Buffer (2x SSC; 0,1 % SDS) 

 5 ml  SDS (10 %) 

 50 ml  SSC (20x) 

 ad 500 ml demineralisiertes Wasser 

 

High Strigency Buffer (0,5x SSC; 0,1 % SDS) 

 5 ml   SDS (10 ml) 

 12,5 ml  SSC (20x) 

 ad 500 ml demineralisiertes Wasser 

 

Waschpuffer (DIG Wash and Block Buffer Set) 

 Verdünnung der 10x Lösung um 1:10 mit demineralisiertem Wasser auf eine 1x 

Endkonzentration 

 

Maleinsäurepuffer (DIG Wash and Block Buffer Set) 

 Verdünnung der 10x Lösung um 1:10 mit demineralisiertem Wasser auf eine 1x 

Endkonzentration 

 

Detektionspuffer (DIG Wash and Block Buffer Set) 

 Verdünnung der 10x Lösung um 1:10 mit demineralisiertem Wasser auf eine 1x 

Endkonzentration 
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Blocking Reagenz (DIG Wash and Block Buffer Set) 

Verdünnung der 10x Blocking Reagenz um 1:10 mit 1x Maleinsäurepuffer auf 

eine 1x Endkonzentration 

 

Antikörper Lösung (DIG Wash and Block Buffer Set) 

Verdünnung des Antikörpers Anti-Digoxigenin-AP 1:10.000 in Blocking Reagenz 
 

3.5 Anzucht des Pflanzen- und Pilzmaterials 

3.5.1 Kultivierung der Sojabohnen im Gewächshaus 

Sojabohnensamen der Sorte Dekalb 22-52 (Monsanto, St. Louis, USA) wurden zur 

Auskeimung bei 22 °C und 14 Stunden Belichtungszeit in Saatkisten mit gedämpfter 

Erde (Floradur B fein, Floragard, Oldenburg, Deutschland) ausgelegt. Nach sechs Tagen 

wurden gesunde, gleichmäßig gewachsene Keimlinge in Töpfe mit gedämpfter Erde 

gepflanzt (eine Pflanze pro Topf). Für die Isolathaltung von P. pachyrhizi mit der 

αdetached leafά Methode wurden die Keimlinge für weitere sechs Tage bis zum V1 

Stadium (Abbildung 3) bei 22 °C und 14 Stunden Belichtung im Gewächshaus kultiviert. 

Zur Vermehrung der Isolate für Fungizidsensitivitätsversuche wurden die Keimlinge für 

weitere 14 Tage bis zum V2 Stadium (Abbildung 3) kultiviert. 

 

3.5.2 Isolation und Isolathaltung von P. pachyrhizi 

Befallene Blattproben aus Brasilien wurden mit der Blattunterseite nach oben in einer 

Kunststoffdose mit feuchtem Filterpapier über Nacht hydriert. Zur Isolatgewinnung 

wurden unter dem Binokular die Sporen eines Urediums mit einer Impfnadel in Tween-

Wasser Tropfen auf Sojabohnenblätter transferiert. Zuvor wurden die 

Sojabohnenblätter mit der Blattunterseite auf Leitungswasseragar (LWA), welcher 

Zusätze zur Verlangsamung der Seneszenz der Sojabohnenblätter beinhaltet, gelegt. 

Alternativ zur Übertragung mit der Impfnadel wurde eine Sporensuspension durch 

Schütteln der Blattprobe in Tween-Wasser hergestellt und mit einer Airbrush auf ein 

Sojabohnenblatt aufgetragen (ca. 500 µl pro Blatt). Die Separierung einzelner Isolate 
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voneinander erfolgte bei dieser Technik mit der nächsten Übertragung, indem jeweils 

die Sporen eines Urediums auf ein frisches Sojabohnenblatt in Tween-Wasser Tropfen 

übertragen wurden. Nach der Inokulation wurden die Isolate zunächst für 14 ς 18 

Stunden im Dunkeln bei 100 % Luftfeuchtigkeit und Raumtemperatur inkubiert. Die 

anschließende Kultivierung im Brutschrank erfolgte bei 20 °C und 12 Stunden 

Belichtung (20 µmol s-1 m-2). Nach drei Wochen wurden die Sporen mit Hilfe eines 

Binokulars und einer Impfnadel erneut in Tween-Wasser Tropfen auf ein frisches 

Sojabohnenblatt übertragen. 

Mit diesen Methoden wurden insgesamt 90 Isolate gewonnen. Je nach Probenherkunft 

konnten 1 bis 23 Isolate pro Probe gewonnen werden. Des Weiteren wurden von 

Herrn Dr. John Speakman, BASF SE, fünf Einzelsporenisolate (ES-Isolate) bereitgestellt, 

die jeweils aus einer Spore des wŜŦŜǊŜƴȊǎǘŀƳƳŜǎ όƪǸƴŦǘƛƎ ŀƭǎ αIŀǳǎǎǘŀƳƳά (HS) 

bezeichnet) aus dem Gewächshaus stammten. 

 

3.5.3 Isolatvermehrung für αdetached leafά Tests 

Sofern möglich wurden von den gewonnenen Isolaten (siehe 3.5.2) drei Isolate von 

jeder Probenherkunft in Fungizidsensitivitätsversuchen untersucht und mit dem 

Hausstamm ǎƻǿƛŜ ŜƛƴŜƳ Lǎƻƭŀǘ ŀǳǎ ¢ŀƛǿŀƴ όŦƻƭƎƭƛŎƘ ŀƭǎ α¢ŀƛǿŀƴǎǘŀƳƳά (T) bezeichnet) 

verglichen. Insgesamt wurden 40 Isolate getestet. Um eine höhere Sporenausbeute zu 

erreichen, wurden die brasilianischen Isolate für Fungizidtests im Gewächshaus 

vermehrt. Dazu wurde ein Blatt mit gut sporulierenden Befallsstellen aus der 

Isolathaltung genommen, in 5 ml Tween-Wasser abgespült und zwei Wochen alte 

Sojabohnenpflanzen (V2 Stadium) inokuliert. Für die Inokulationen wurde eine 

Airbrush verwendet. Zwischen der Inokulation zweier verschiedener Isolate wurde die 

Airbrush erst mit 70%igem Ethanol und dann mit Tween-Wasser gespült. Nach einer 

Inkubation bei 20 °C in Dunkelheit und 100 % relativer Luftfeuchte, wurden die 

inokulierten Pflanzen bei 22 °C und 14 Stunden Belichtung kultiviert. Um eine 

Vermischung der einzelnen Isolate zu vermeiden, wurden die Pflanzen durch 

Pappumrandungen voneinander getrennt und mit größtmöglicher räumlicher Distanz 

aufgestellt. Nach 14 Tagen wurden je nach Befall zwei bis vier Blätter (ungeteilte 

Blätter, d. h. Blätter vom 1. Laubblattpaar (Wachstumsstadium V1, Abbildung 3)) 
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geerntet, eine neue Sporensuspension in 5 ml Tween-Wasser hergestellt und zwei 

Pflanzen inokuliert. Die einzelnen Isolate wurden so lange im Gewächshaus vermehrt, 

bis die Fungizidsensitivitätsversuche abgeschlossen waren. 

Der Hausstamm und der Taiwanstamm wurden homolog zu den brasilianischen 

Isolaten, allerdings im größeren Maßstab, inokuliert. Die Inokulation ganzer 

Gewächshauswagen mit dem Hausstamm erfolgte mit einem Inokulationstunnel, 

während vom Taiwanstamm, je nach Bedarf, fünf bis zehn Sojabohnenpflanzen (V2 

Stadium) mit einem Glaszerstäuber inokuliert wurden. 

 

3.6 α5ŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά Fungizidsensitivitätsversuche 

3.6.1 Verwendete Wirkstoffformulierungen 

Für die Sensitivitätsstudien der P. pachyrhizi Isolate gegenüber verschiedenen 

Fungiziden wurden handelsübliche Wirkstoffformulierungen verwendet. In Tabelle 1 

sind die verschiedenen Wirkstoffe aufgeführt. 

 

Tabelle 1: Verwendete Wirkstoffformulierungen. 

 

Wirkstoff-

formulierung / 

Handelsname 

Unternehmen / 

Markteinführung 
Strukturformel 

DMI Cyproconazol / 

Alto 

Syngenta AG, Basel, 

Schweiz / 1989 

 

Epoxiconazol / 

Opus 

BASF SE, 

Ludwigshafen, 

Deutschland / 1993 
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Metconazol / 

Caramba 

BASF SE, 

Ludwigshafen, 

Deutschland / 1994 

 

Tebuconazol / 

Folicur 

Bayer CropScience 

AG, Monheim, 

Deutschland / 1988 

 

QoI Azoxystrobin / 

Amistar 

Syngenta AG, Basel, 

Schweiz / 1996 

 

Pyraclostrobin / 

Comet 

BASF SE, 

Ludwigshafen, 

Deutschland / 2000 

 

aus: Tomlin (2003), Strukturformeln: siehe Wood (2011) 

 

3.6.2 Verdünnungsreihe 

Für die Applikation der Wirkstoff-Formulierungen in Fungizidsensitivitätsversuchen 

wurden Stammlösungen von 300 ppm (Pyraclostrobin) bzw. 100 ppm (DMIs und 

Azoxystrobin) in Leitungswasser hergestellt und jeweils 1:10 verdünnt. Folgende 

Endkonzentrationen wurden mit einem Volumen von 50 ml gespritzt: 

Pyraclostrobin: 30 ppm / 3 ppm / 0,3 ppm / 0,03 ppm / 0 ppm 

DMIs und Azoxystrobin: 10 ppm / 1 ppm / 0,1 ppm / 0,01 ppm / 0 ppm 
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3.6.3 Versuchsdurchführung 

Die Fungizidsensitivitätsversuche wurden als αdetached leafά Test durchgeführt. Dazu 

wurden zwei Wochen alte Sojabohnenpflanzen (V1 Stadium) mit Fungizidlösungen an 

einer Spritzkabine behandelt. Die Spritzkabine war mit drei Zweistoff-Flachstrahldüsen 

ausgestattet, die jeweils mit einem Luftdruck von 1,6 bar betrieben wurden. Die 

Applikation erfolgte mit aufsteigender Konzentration, angefangen mit 0 ppm 

(= Leitungswasser). Um Verschleppungen zu vermeiden, wurde zwischen zwei 

Wirkstoffen die Schläuche der Spritzkabine zweimal mit 10%igem Aceton und zweimal 

mit Leitungswasser gespült sowie dreimal Luft hindurch geblasen. Nach dem Trocknen 

der behandelten Sojabohnenpflanzen über Nacht, wurden die Blätter geerntet und mit 

der Blattunterseite nach oben auf LWA-Platten gelegt. Von den im Gewächshaus 

vermehrten Isolaten (siehe 3.5.3) wurden Sporensuspensionen hergestellt (2 gut 

befallene Trifolienblätter auf 45 ml Tween-Wasser). Pro Blatt wurden ca. 0,5 ml 

Sporensuspension mit der Airbrush inokuliert. Nach einer Inkubation für 14 ς 18 

Stunden in Dunkelheit bei Raumtemperatur und 100 % relativer Luftfeuchte, erfolgte 

die Kultivierung für 15 ς 18 Tage im Brutschrank (12 Stunden Tag, 20 °C). Die 

Auswertung erfolgte mittels Bonitur der befallenen Blattfläche. Die ED50-Werte 

(Effektivdosis 50 %) wurden durch Interpolation mit RESLAB (BASF-Software) 

berechnet. Als ED50-Wert wird die Wirkstoffkonzentration bezeichnet, bei der das 

Wachstum eines Pathogens zu 50 % inhibiert wird. 

 

3.7 Molekularbiologische Methoden 

3.7.1 Isolation von Nukleinsäuren 

3.7.1.1 Extraktion genomischer DNA 

Die DNA Extraktion für molekularbiologische Untersuchungen erfolgte mit dem 

NucleoSpin DNA Plant II Kit. Dazu wurden befallene Blattstellen ausgeschnitten oder 

Sporen von befallenen Blättern abgeklopft, in 2 ml Eppendorfgefäße aliquotiert und in 

einer Schwingmühle mittels einer Stahlkugel und flüssigem Stickstoff zerkleinert (eine 

Minute bei 20 Hz). Das Protokoll wurde nach Angaben des Herstellers für die 
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Extraktion aus Pflanzenmaterial mit Verwendung des Lysepuffers PL 2 durchgeführt 

(SDS basierte Extraktionsmethode). Die DNA wurde in einem Schritt in 100 µl 

Elutionspuffer eluiert. 

Zur DNA Extraktion für einen Southern Blot wurden die Sporen des Hausstammes 

sowie des Taiwanstammes aus dem Gewächshaus bzw. die αdetached 

leafά vermehrten Isolate abgeklopft und in 2 ml Eppendorfgefäße aliqoutiert (ca. 

22 mg/Gefäß). Die Eppendorfgefäße wurden mit Quarzsand (doppeltes 

Sporenvolumen) ŀǳŦƎŜŦǸƭƭǘ όDŜǎŀƳǘŦǸƭƭǾƻƭǳƳŜƴ ƛƳ DŜŦŅǖ ŎŀΦ ѿ ōƛǎ ҁύ ǳƴŘ ƎŜǾƻǊǘŜȄǘΣ 

um Sporen mit dem Quarzsand zu vermischen. Anschließend wurden die Sporen in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und mit Hilfe eines Drigalskispatelstiels im 

Eppendorfgefäß gemörsert. In regelmäßigen Abständen wurden die Sporen nochmals 

im flüssigen Stickstoff gefroren, wobei darauf geachtet wurde, dass kein Stickstoff ins 

Gefäß gelangte. Nach dem Mörsern (ca. 2 ς 3 Minuten) wurde die DNA mit dem 

NucleoSpin Plant II Kit extrahiert. Dabei wurden die Puffer PL2 (Lyse), PL3 

(Präzipitation) und PC (Bindung der DNA) sowie die RNase A mit doppeltem Volumen 

verwendet. Die Inkubationszeit des Lysepuffers PL2 bei 65 °C wurde auf ca. 60 Minuten 

und die Inkubation zur Fällung der Proteine auf Eis durch PL3 auf 10 Minuten 

ausgedehnt. Die Elution wurde in zwei Schritten mit jeweils einem Elutionsvolumen 

von 30 µl mit vorgewärmten Elutionspuffer (70 °C) durchgeführt. Die Konzentrationen 

und Reinheit der DNA wurden mittels NanoDrop 2000 bestimmt. Anschließend wurde 

die DNA kurzzeitig bei 4 °C, bzw. langfristig bei -20 °C gelagert. 

 

3.7.1.2 Isolation der gesamt RNA 

Abgeklopfte Sporen wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und mit einer 

Schwingmühle gemahlen (eine Minute bei 20 Hz). Gemäß den Herstellerangaben 

wurde die RNA mit dem Spectrum Plant Total RNA Kit, inklusive DNase Verdau auf der 

Säule mit dem On-Column DNase I Digest Set, extrahiert. Die Konzentrationsmessung 

der RNA erfolgte am NanoDrop 2000. Die kurzzeitige Lagerung erfolgte bei -20 °C, die 

langfristige Lagerung bei -80 °C. 
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3.7.1.3 Qualitätsanalyse der RNA mit Hilfe des Bioanalyzers 

Die Qualität der RNA wurde mit dem Agilent 2100 Expert Bioanalyzer überprüft. Dazu 

wurden die Templates dem Agilent RNA 6000 Nano Assay Protocol entsprechend 

aufbereitet und mit dem Plant RNA Nano Assay (Version 1.3) gemessen. Mit den 

erhaltenen RIN Werten (RIN = RNA Integrity Number) kann die RNA Integrität auf einer 

{ƪŀƭŀ Ǿƻƴ Ŝƛƴǎ ōƛǎ ȊŜƘƴ ōŜǿŜǊǘŜǘ ǿŜǊŘŜƴΣ ǿƻōŜƛ αŜƛƴǎά ŦǸǊ ǾƻƭƭǎǘŅƴŘƛƎ ŘŜƎǊŀŘƛŜǊǘ ǎǘŜht 

ǳƴŘ αȊŜƘƴά ŦǸǊ ǾǀƭƭƛƎ ƛƴǘŀƪǘ. Mangelhafte RNA Integrität beeinflusst die qRT-PCR 

(quantitative Reverse Transkriptase PCR) negativ. Daher wird für 

Expressionsmessungen empfohlen nur RNA mit mindestens RIN-Wert fünf zu 

verwenden (Feige und Pfaffl, 2006). Für Expressionsmessungen in der vorliegenden 

Arbeit wurden nur RNA mit RIN Werten größer sechs eingesetzt. 

 

3.7.2 Reverse Transkription der RNA in cDNA 

Die Reverse Transkription der RNA in cDNA wurde mit dem Verso cDNA Kit 

durchgeführt. Als Template wurde jeweils 500 ng RNA eingesetzt. Das Protokoll lautete 

wie folgt: 

500 ng  RNA 

1 µl  oligo-dT Primer [Endkonzentration: 1x] 

Entfernung sekundärer Strukturen durch Inkubation bei 70 °C für 5 Minuten, 

Abkühlen auf Eis 

4 µl  5x cDNA Synthese Puffer [Endkonzentration: 1x] 

2 µl  dNTP Mix [Endkonzentration: jeweils 500 µM] 

1 µl  RT Enhancer 

1 µl  Verso Enzym Mix 

ad DEPC Wasser auf ein Reaktionsvolumen von 20 µl 

 

Reverse Transkriptions Programm im Thermocycler: 

42 °C für 30 Minuten 

45 °C für 15 Minuten 

50 °C für 15 Minuten 

95 °C für 2 Minuten 
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Nach der reversen Transkription wurde die cDNA Lösung mit Tris-HCl Puffer (10 mM, 

pH 8) 1:2 verdünnt. Die kurzzeitige Lagerung erfolgte bei 4 °C, die langfristige Lagerung 

bei -20 °C. 

 

3.7.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

3.7.3.1 PCR Oligonucleotide 

Primer für Standard PCR und qPCR wurden in der Regel mit der Primer Express 

Software (Version 2.0, Applied Biosystems, Carlsbad, USA) designt. Ausnahme bildeten 

die Primer zur Amplifikation von PCR-Produkten für die Pyrosequenzierung: diese 

wurden mit Hilfe der PSQ Assay Design Software (Version 1.0.6, Qiagen, Hilden, 

Deutschland) ausgewählt. Sofern nicht anders erwähnt, wurden die PCR-

Oligonucleotide intern in der BASF SE hergestellt. Standardmäßig wurden alle Primer 

auf eine Arbeitskonzentration von 10 pmol/µl eingestellt. Die Berechnung der 

Schmelztemperatur (Tm) erfolgte nach von Ahsen et al. (2001) durch die Formel: 

nGCNaGCCTm /550)](%135,00,17[]log[)(%345,04,80)(  

Für die Verwendung der Phusion Hot Start, High-Fidelity DNA Polymerase wurde der 

vom Hersteller empfohlene Tm Rechner verwendet 

(https://www.finnzymes.fi/tm_determination.html). 

 

Tabelle 2: Verwendete Oligonucleotide zur Amplifikation verschiedener Gene zur Sequenzierung. 

Bezeichnung Sequence 5' - 3' Tm °C 
Tm °C 
Phusion 

Gen Bemerkung 

KES 1682 fw AGCCTTGTTTACATTCATAAGTCCC 57 64 aktin  

KES 1683 rv CCTATCATCTGCGTTTCTTCTACC 59 64 aktin  

KES 961 rv TGGGAAGAGGGTATGATGTATTGG 59  cyp51 
Sequenzier-
primer 

KES 1098 fw ATGTCTTCCAGCGTTATAATCG 55 65  cyp51  

KES 1133 rv TCGAGGGAAAGGAGTTGATC 57 63 cyp51  

KES 1262 rv ACATTTCCATGCTTCCTCCG 57  cyp51 DNA Walking 1 

KES 1263 rv GCTTCCTCCGACAGTCCT 60  cyp51 DNA Walking 2 

KES 1264 rv GCCGAGCACCGGAAATAT 57  cyp51 DNA Walking 3 
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KES 1366 fw CAGGGAAAAGAAGTCAGAGAAGGG 61  cyp51 
Southern Blot, 
Sonde 1 

KES 1383 fw AGAGGTCAATGCCGAAGAAGC 59  cyp51 
Southern Blot, 
Sonde 2 

KES 1178 rv AATAGAGGTGTTTGGAGTCGATCGTAATC   cyp51 
Southern Blot, 
Sonde 2 

KES 1384 rv AGCCAGATGGGTCAATAACCAG 59 61 cyp51 
Southern Blot, 
Sonde 2 

KES 1158 fw CAGTAGCCTAAAGAAGGGTGTTAA 57 64  cyt b  

KES 1159 rv CCCGTTGAATATCTTGACATCTTAC 57 67  cyt b  

KES 1175 fw AATTCTACTAGATCCCCT 48  cyt b 
Sequenzier-
primer 

KES 1176 fw AATTCTACTAGATCCCCT 48  cyt b 
Sequenzier-
primer 

KES 1078 fw ATGACACTCCTACACAGAGTAG 57 59  sdhb  

KES 1079 rv ATTAATTGCTTGGTGATGAG 49 58  sdhb  

KES 732 fw ATGATGGCCTCAACAATAGCAG 57 68  sdhc  

KES 733 rv TACATTCAGTTATTACCTTCAAAAAAGTAG 54 64  sdhc  

KES 1255 fw GGTGTAAGACGGATTCACTGAT 57 62  sdhd  

KES 1256 rv GCAATGCCTACAGAAAAAATATTAAT 51 62  sdhd  

 

 

Tabelle 3: Verwendete Oligonucleotide zur quantitativen Messung der Genexpression
(a)

, bzw. 
Kopienzahl

(b)
. 

Anmerkung: als Template für Expressionsmessungen dient cDNA, als Template für die Messung der 
Kopienzahl DNA 

Bezeichnung Sequence 5' - 3' Tm °C Gen 

KES 1461 fw ACAGTTTCACCACAACCGCC 59 aktin
(a), (b)

 

KES 1462 rv TGACCGTCGGGAAGTTCG 60 aktin
(a), (b)

 

KES 1216 fw TGATAGACTGAGGCGTGAACAGG 62 cyp51
(a), (b)

 

KES 1178 rv AATAGAGGTGTTTGGAGTCGATCGTAATC 61 cyp51
(a), (b)

 

KES 1688 fw TCAAGACGCATCCAATTCTAGGTC 59 cyt b
(a), (b)

 

KES 1689 rv GTGTTACACCCGTGATAATCTGAATGAT 59 cyt b
(a), (b)

 

KES 1465 fw GGTATGGCTTTCCGAGTTCCA 59 gapdh
(a), (b)

 

KES 1466 rv TCAGTTGATACCAAATCATCCTCAG 57 gapdh
(a), (b)

 

KES 1690 fw GCATTTGCCACCCCTGC 60 sdhb
(b)
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KES 1691 rv GGGCTTCTTAGACGGCTCG 62 sdhb
(b)

 

KES 1693 rv GCAGGAGCAGATGCCGC 63 sdhc
(a)

 

KES 1692 fw GGTATTCCAGCATTTTCAATCGGGTAA 59 sdhc
(a), (b)

 

KES 732 fw ATGATGGCCTCAACAATAGCAG 57 sdhc
(b)

 

KES 1750 rv TCGCACTATCCAAACATACGAG 57 sdhc
(b)

 

KES 1695 rv GGATGGAACCATGAGCCTTATTTGG 61 sdhd
(a)

 

KES 1694 fw CAGTCGGCAGAACTTTGTTACGA 59 sdhd
(a), (b)

 

KES 1749 rv TTAATGGAAGACTCCTTTGCTTTGA 55 sdhd
(b)

 

KES 1463 fw CTGCGAACAACTATGCTCGTG 59 -htubulin
(a)

 

KES 1464 rv CACGAAGAAGCCTTGGAGTCC 62 -htubulin
(a)

 

KES 1747 fw CAAATTGCATACTACTCGTCGTGA 57 -htubulin
(b)

 

KES 1748 rv GAGCATAGTTGTTCGCAGCATCTA 59 -htubulin
(b)

 

 

 

Tabelle 4: Verwendete Oligonucleotide zur Pyrosequenzierung zur Mutationsanalyse im cyt b und 
cyp51. 
Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Primer anhand der DNA-Sequenz designt. Die cyp51 
Mutationen wurden sowohl auf DNA Ebene als auch auf cDNA Ebene untersucht. Für alle Mutationen 
außer der F120L konnten die gleichen Sequenzierprimer für DNA und cDNA Analysen verwendet werden. 

Bezeichnung Sequence 5' - 3' Tm Gen (Mutation) Bemerkung 

KES 498 fw GGACACTAGTATGGGCGATTG 59 cyt b  

KES 499 rv 
a, b

 CATGTGAGGCGGTCTCATT 57 cyt b  

KES 500 fw TTGTAATAATAGCGACAGC 49 cyt b (F129L) Seq. Primer  

KES 501 fw TATGGACAGATATCACTATG 49 cyt b (G143A) Seq. Primer  

KES 1132 fw TAGGTTATGTACTACCGTAT 49 cyt b (G137R) Seq. Primer  

KES 1496 fw 
a, b

 GTTTTAACTTTTTGATGGCCTGAA 53 cyp51 (Y131F, Y131H)  

KES 1493 rv CTGCTGCATTAGGATCGAGTTG 59 cyp51 (Y131F, Y131H)  

KES 1494 rv CGAGTTGGGTACATCR 50 cyp51 (Y131F, Y131H) Seq. Primer 

KES 1564 fw 
a, b

 ACCCTTTGTTGATGAGAAGTGTC 57 cyp51 (K142R, I145F)  

KES 1563 rv ACGTCCTTAGTGACAGATTTTACATTT 55 cyp51 (K142R, I145F)  

KES 1562 rv GTAAGGCCAGCCTTG 53 cyp51 (K142R, I145F) Seq. Primer 
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KES 1595 fw AGGAAGCATGGAAATGTGTTTAC 55 cyp51 (F120L)  

KES 1596 rv 
a, b

 TCCTTACCAAAGACAGGTGTAGC 59 cyp51 (F120L)  

KES 1594 fw GAAGAAGCTTACACCCAT 51 cyp51 (F120L) Seq. Primer 

KES 1599 fw 
a, b

 GGTCAATGCCGAAGAAGCTTA 57 cyp51 cDNA  

KES 1600 rv CATGGACGTCCTTAGTGACAGAT 59 cyp51 cDNA  

KES 1601 rv TTACCAAAGACAGGTGTAG 51 cyp51 (F120L, cDNA) Seq. Primer 

a) Synthese durch Eurogentec   ōύ рΨ .ƛƻǘƛƴ aŀǊƪƛŜǊǳƴƎ 

 

 

Tabelle 5: Oligonucleotide zur Mutagenese im cyt b. 

Bezeichnung Sequence 5' - 3' Tm Mutation 

KES 1582 fw GACAGATATCACTATGAGCTAGTAAATGAGACCGCCT 66 G143A 

KES 1583 rv AGGCGGTCTCATTTACTAGCTCATAGTGATATCTGTC 66 G143A 

KES 1506 fw TATAGGTTATGTACTACCGTATAGACAGATATCACTATGAGGTG 65 G137R 

KES 1507 rv CACCTCATAGTGATATCTGTCTATACGGTAGTACATAACCTATA 65 G137R 

KES 1504 fw TTGTAATAATAGCGACAGCGTTRATAGGTTATGTACTACCGTATG 65 F129L 

KES 1505 rv CATACGGTAGTACATAACCTATYAACGCTGTCGCTATTATTACAA 65 F129L 

 

 

3.7.3.2 Reaktionsbedingungen für Standard PCR 

Sofern nicht anders erwähnt, wurden alle PCR an einer Laminarbank zur Vermeidung 

von Kontaminationen und bei Raumtemperatur angesetzt. In Anwendungen, bei denen 

eine hohe Genauigkeit der PCR wichtig ist ς wie z. B. Klonierungen ς wurde die Phusion 

Polymerase verwendet. Im Gegensatz zur kostengünstigeren Taq Polymerase im 

Maxima Mastermix besitzt die Phusion Polymerase eine proofreading Aktivität und 

somit eine deutlich geringere Fehlerrate als die Taq Polymerase. Die PCR-Reagenzien 

wurden vor dem Gebrauch gevortext und kurz abzentrifugiert. Die Reaktionsansätze 

wurden vor der PCR mit einer Tischzentrifuge kurz abzentrifugiert, um eine 

Vermischung der Reagenzien zu gewährleisten. Die Arbeitslösungen der Primer sowie 
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die PCR-Mastermixe wurden kurzfristig bei 4 °C gelagert. Die langfristige Lagerung der 

Primer erfolgte bei -20 °C. 

 

Tabelle 6: Pipettierschema und PCR-Programm zur Amplifikation des cyp51. 

 25 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  PCR Programm 

2x Phusion Flash Mastermix 12,5 µl 1x  15 Sek. 98 °C 

DEPC Wasser 7,5 µl variabel  35 x 5 Sek. 98 °C 

KES 1098 fw 1,25 µl 500 nM   5 Sek. 63 °C 

KES 1133 rv 1,25 µl 500 nM   45 Sek. 72 °C 

Template 2,5 µl variabel  1 Min. 72 °C 

 

 

Tabelle 7: Pipettierschema und PCR-Programm zur Amplifikation von cyp51 Sonden zur Digoxigenin 
(DIG)-Markierung mit zufälligen Oligomeren. 
Für die Sonde 1 wurden die Primer KES 1178 und KES 1366, bzw. KES 1383 und KES 1384 für die Sonde 2 
verwendet (siehe Tabelle 2). 

 25 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  PCR Programm 

2x Phusion Flash Mastermix 12,5 µl 1x  30 Sek. 98 °C 

DEPC Wasser 7,5 µl variabel  35 x 10 Sek. 98 °C 

fw Primer 1,25 µl 500 nM   5 Sek. 66 °C 

rv Primer 1,25 µl 500 nM   15 Sek. 72 °C 

Template 2,5 µl variabel  1 Min. 72 °C 

 

 

Tabelle 8: Pippetierschema und PCR-Programm zur Amplifikation des cyt b. 

 25 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  PCR Programm 

2x Phusion Flash Mastermix 12,5 µl 1x  15 Sek. 98 °C 

DEPC Wasser 7,5 µl variable  35 x 10 Sek. 98 °C 

KES 1158 fw  1,25 µl 500 nM   5 Sek. 64 °C 

KES 1159 rv 1,25 µl 500 nM   45 Sek. 72 °C 

Template 2,5 µl variabel  1 Min. 72 °C 
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Tabelle 9: Pipettierschema und PCR-Programm zur Amplifikation von cyp51-, bzw. cyt b-Fragmenten 
zur Pyrosequenzierung der Mutationen F120L, Y131F/H, K142R, I145F, bzw. F129L, G137R, G143A. 
Siehe Tabelle 4 zur Bezeichnung und Sequenz der Primer. 

 25 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  PCR Programm 

2x Maxima Mastermix 12,5 µl 1x  4 Min. 95 °C 

DEPC Wasser 7,5 µl variabel  40 x 15 Sek. 94 °C 

fw Primer  1,25 µl 500 nM   30 Sek. 55 °C 

rv Primer 1,25 µl 500 nM   15 Sek. 72 °C 

Template 2,5 µl variabel  5 Min. 72 °C 

 

 

3.7.3.3 Ortsspezifische Mutagenese 

Für die Entwicklung des Pyrosequenzierassays zur Untersuchung der cyt b 

Punktmutationen wurden Plasmide mit der entsprechenden Mutation erzeugt. Dazu 

wurde das QuikChange II Site-Directed Mutagenese Kit verwendet. Durch PCR mit 

Primern die auf der Zielsequenz liegen und die gewünschte Mutation tragen, können 

spezifische Mutationen in doppelsträngige Plasmid-DNA eingefügt werden. Die 

Parentalstränge werden durch das Enzym DpnI verdaut, so dass die mutagenisierten 

DNA Stränge anschließend in E. coli kloniert werden können. Die Durchführung der 

Mutagenese erfolgte wie im Protokoll des Herstellers beschrieben und wie in Tabelle 

10 aufgezeigt. Die Primer wurden mit dem QuikChange Primer Design Programm 

(Agilent Technologies Inc., 2012) designt und von Thermo Fisher Scientific GmbH (Ulm, 

Deutschland) synthetisiert sowie PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) aufgereinigt. 
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Tabelle 10: Pippetierschema und PCR-Programm zur Mutagenese des cyt b. 
Als Template diente Plasmid-DNA mit cyt b Insert. Das Primervolumen ist abhängig von der 
Basenpaaranzahl. A: Primerpaar für die F129L Mutagenese, B: Primerpaar für die G137R Mutagenese, C: 
Primerpaar für die G143A Mutation. 

  50 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  PCR Programm 

 10× Reaktions Puffer 5 µl 1x  30 Sek. 95 °C 

 dNTP Mix 1 µl   12 x 30 Sek. 95 °C 

 Template 0,13 / 0,5 / 1,25 µl 5/ 20 / 50 ng   1 Min. 55 °C 

 
PfuUltra HF DNA 
polymerase 

м ˃ƭ 2,5 U   7 Min. 68 °C 

      

A DEPC Wasser 40,77 / 40,40 / 39,65 µl    

 KES 1504 fw  1,052 µl 125 ng   

 KES 1505 rv 1,052 µl 125 ng   

B DEPC Wasser 40,72 / 40,35 / 39,60 µl    

 KES 1506 fw  1,076 µl 125 ng   

 KES 1507 rv 1,076 µl 125 ng   

C DEPC Wasser 40,57 / 40,19 / 39,44 µl    

 KES 1508 fw  1,155 µl 125 ng   

 KES 1509 rv 1,155 µl 125 ng   

 

 

Im Anschluss an die PCR, wurde je Reaktionsansatz 1 µl DpnI Enzym hinzugegeben und 

vermischt. Um die nicht mutierte, parental-DNA zu verdauen, erfolgte eine Inkubation 

bei 37 °C für eine Stunde. Anschließend wurde das Mutageneseprodukt in XL-1 

Supercompetent Zellen transformiert, wie im Protokoll des QuikChange II Site-Directed 

Mutagenese Kits beschrieben. Abweichend vom Protokoll wurde statt des NZY+ 

Mediums SOC Medium verwendet und aufgrund der Vektorbeschaffenheit 

(pJet1.2/blunt cloning vector trägt ein lethales Gen, welches durch Ligation eines 

Inserts zerstört wird und somit Blau-Weiß-Screening überflüssig macht) nur ein Verdau 

der Plasmid-DNA mit BglII (FastDigest) durchgeführt (siehe 3.7.8.3 Extraktion von 

Plasmid DNA aus E. coli Übernachtkulturen bzw. 3.7.8.4 Kontrollverdau mit BglII). 

Die Überprüfung der erfolgreichen Mutagenese erfolgte einerseits durch 

Sequenzierung der Klone (siehe 3.7.7 Sequenzierung) bzw. durch Pyrosequenzierung 
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des cyt b (siehe 3.7.9 Pyrosequenzierung). Als Template für die PCR zum 

anschließenden Pyrosequenzieren wurden die Plasmide 1:1000 verdünnt. 

 

3.7.3.4 DNA Walking 

Mit dem DNA Walking SpeedUp Kit (Seegene Inc.) können flankierende Bereiche von 

bekannten Sequenzen amplifiziert werden. Das Prinzip dahinter beruht auf der 

ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜƴ α!ƴƴŜŀƭƛƴƎ /ƻƴǘǊƻƭ tǊƛƳŜǊ ¢ŜŎƘƴƻƭƻƎƛŜά ƴŀŎƘ Hwang et al. (2003). 

Demnach können mit Hilfe universeller DNA Walking-Annealing Control Primer (DW-

ACP) und Target Specific Primer (TSP), welche komplementär zu dem bekannten 

Genabschnitt sind, drei aufeinander folgende PCR durchgeführt werden, um 

benachbarte Sequenzen zu amplifizieren (Abbildung 6). Die PCR-Produkte der dritten 

PCR können im Anschluss sequenziert werden. 

Alle DNA Walking (DW) Reaktionen wurden auf Eis angesetzt und in vorgeheizte 

Thermoblöcke gestellt. Die erste DNA Walking PCR wurde wie in Tabelle 11 

durchgeführt. Im Anschluss an die PCR wurden die PCR-Produkte mit dem NucleoSpin 

Extract II Kit aufgereinigt. Dazu wurden die PCR-Reaktionen auf ein Volumen von 

100 µl mit DEPC Wasser aufgefüllt und anschließend mit 200 µl Bindepuffer vermischt. 

Die nachfolgenden Schritte wurden wie im Protokoll des Herstellers beschrieben 

durchgeführt. 
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Abbildung 6: Prinzip des DNA Walkings mit der ACP PCR Technik (Seegene Inc, 2012: DNA Walking 
SpeedUp Premix Kit, User Manual). 

In der ersten DW Reaktion wird einer der vier DNA Walking-Annealing Control Primer (DW-ACP) 
sowie ein Target Specific Primer (TSP) verwendet. In einer zweiten, genesteten PCR wird das 
erste PCR-Produkt mit dem DW-ACPN und einem zweiten TSP amplifiziert. Dieser Vorgang wird 
in einer dritten, genesteten PCR mit einem Universalprimer und einem dritten TSP wiederholt. 
Das PCR-Produkt der dritten DW Reaktion kann im Anschluss sequenziert oder kloniert werden. 

 

 

Tabelle 11: Pipettierschema und PCR-Programm für die erste DW PCR des DNA Walkings. 

 
20 µl 
Reaktionsansatz 

Endkonzentration  PCR Programm 

2x SeeAmp ACP Master Mix II 10 µl 1x  5 Min. 94 °C 

DW2-ACP 1 ς 4  2 µl 500 nM  1 Min. 42 °C 

KES 1262 rv 1 µl 500 nM  2 Min. 72 °C 

Template: genomische DNA 7 µl 50 ng  30 x 30 Sek. 94 °C 

     30 Sek. 55 °C 

     2 Min. 72 °C 

    7 Min. 72 °C 
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Als Template für die zweite DW PCR (Tabelle 12) wurde das aufgereinigte 1. DW PCR-

Produkt verwendet. Für die dritte DW PCR (Tabelle 13) wurde das PCR Produkt aus DW 

2 ohne Aufreinigung eingesetzt. DW 3 wurde parallel mit den Annealingtemperaturen 

60 °C bzw. 65 °C durchgeführt. 

 

 

Tabelle 12: Pipettierschema und PCR-Programm für die zweite DW PCR des DNA Walkings. 

 
20 µl 
Reaktionsansatz 

Endkonzentration 
 PCR Programm 

2x SeeAmp
 
ACP Master Mix II 10 µl 1x 

 3 Min. 94 °C 

DW2-ACPN  2 µl 500 nM 
 35 x 30 Sek. 94 °C 

KES 1263 rv 1 µl 500 nM 
  30 Sek. 58 °C 

DEPC Wasser 3  
  2 Min. 72 °C 

Template 3 µl  
 7 Min. 72 °C 

 

 

Tabelle 13: Pipettierschema und PCR-Programm für die dritte DW PCR des DNA Walkings. 

 
20 µl 
Reaktionsansatz 

Endkonzentration  PCR Programm 

2x SeeAmp
 
ACP Master Mix II 10 µl 1x  5 Min. 94 °C 

UniP2  1 µl 250 nM  30 x 30 Sek. 94 °C 

KES 1264 rv 1 µl 500 nM 

  
30 Sek. 60 °C 

     bzw. 65 °C 

DEPC Wasser 6 µl    2 Min. 72 °C 

Template 2 µl   7 Min. 72 °C 

 

 

Nach der dritten DW PCR wurden die PCR-Produkte vollständig auf einem 1,5%igen 

Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.7.5 Gelelektrophorese). Die 

sichtbaren Banden wurden ausgeschnitten, mit dem NucleoSpin Extract II Kit 

aufgereinigt (siehe 3.7.5 PCR-Produkt Aufreinigung), in E. coli kloniert (siehe 3.7.8 

Klonierung von PCR-Produkten) und sequenziert. 
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3.7.3.5 Quantitative PCR (qPCR) ς Expressionsmessung 

Mit Hilfe der qPCR können PCR-Produkte in Echtzeit quantifiziert werden. Dabei 

interkaliert in jedem PCR-Zyklus der Farbstoff SYBR Green I in die doppelsträngige DNA, 

was zu einer proportionalen Zunahme der Fluoreszenz führt. Alle qPCR-Reaktionen 

wurden an einer Laminarbank zur Vermeidung von Kontaminationen und bei 

Raumtemperatur angesetzt. Da der SYBR® Green I Farbstoff im Mastermix empfindlich 

gegenüber Licht ist, wurde die Lichtintensität während des Ansetzens soweit wie 

möglich reduziert. Die Oligonukleotide wurden vor dem Gebrauch gevortext und 

abzentrifugiert. Die Arbeitslösungen der Primer sowie der Mastermix wurden 

kurzfristig bei 4 °C gelagert. Die langfristige Lagerung der Primer erfolgte bei -20 °C. 

Den MIQE-Guidelines folgend, wurden die Gene aktin, h -tubulin, gapdh, sdhc und sdhd 

durch Standard-Gradienten-PCR auf ihre Robustheit analysiert und mit Hilfe von 

Standardkurven sowohl die qPCR-Effizienz gemessen als auch die Eignung als 

Referenzgen validiert (Bustin et al., 2009). Für die Standardkurven wurde eine 

Verdünnungsreihe mit sieben 1:10 Verdünnungsstufen der cDNA mit TrisHCl (10 mM) 

hergestellt. Dazu wurde der DMI-sensitive Hausstamm sowie die beiden 

unterschiedlich stark DMI-adaptierten Isolate 71 und 73 (siehe 4.1.1 Demethylierungs-

Inhibitoren (DMIs)) verwendet. Alle qPCR Läufe wurden am Rotor-Gene Q 

durchgeführt. Die Fluoreszenz wurde während des Elongationsschrittes bei 72 °C in 

jedem Zyklus gemessen. Nach der letzten Elongation wurde eine Schmelzkurve 

durchgeführt, um die spezifische Amplifikation der PCR-Produkte zu kontrollieren. 

Dabei wurde ausgehend von 72 °C die Temperatur in 1 °C Schritten auf 95 °C erhöht. In 

Tabelle 14 ist das vollständige qPCR Programm sowie das Pipettierschema aufgelistet. 

5ŜǊ ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜ αǘƘǊŜǎƘƻƭŘ ŎȅŎƭŜά όŎǘύ ōŜǎŎƘǊŜƛōǘ den qPCR Zyklus, ab dem die 

Fluoreszenz den Schwellenwert des Hintergrundrauschens überschreitet. Ct-Werte 

wurden mit der Rotor-Gene Q zugehörigen Software (Vers. 2.0.2) bestimmt. Um die 

9ŦŦƛȊƛŜƴȊ ŘŜǊ ǉt/w {ǘŀƴŘŀǊŘƪǳǊǾŜƴ Ȋǳ ōŜǊŜŎƘƴŜƴΣ ǿǳǊŘŜ ŘƛŜ α!ǳǘƻ-Find ¢ƘǊŜǎƘƻƭŘά-

Funktion verwendet. Mit dieser Funktion werden automatisch die optimalen ct-Werte 

bestimmt. Die Berechnung der Effizienz und die Referenzgenvalidierung erfolgten mit 

GenEx (Version 5.6.0, MultiD Analyses, Göteburg, Schweden). Dabei erwiesen sich 

aktin, -htubulin und gapdh als die besten Referenzgene für die Expressionsmessungen. 
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In Tabelle 15 sind die Effizienzen der qPCR für die jeweiligen Gene aufgelistet. Die 

zugrunde liegende Formel zur Berechnung der Effizienz lautet: mE /110 , wobei 

αƳά die Steigung der Standardkurve wiedergibt. 

 

 

Tabelle 14: Pipettierschema und qPCR Programm zur Herstellung von Standardkurven sowie zur 
Expressionsmessung der Gene cyp51, aktin, h -tubulin, cyt b, gapdh, sdhc, sdhd. 
Siehe Tabelle 3 zur Bezeichnung und Sequenz der Primer. 

 25 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  qPCR Programm 

2x MESA Fast qPCR MasterMix 12,5 µl 1x  5 Min. 95 °C 

DEPC Wasser 9 µl konstant  40 x  15 Sek. 95 °C 

fw Primer 0,5 µl 200 nM  20 Sek. 60 °C 

rv Primer 0,5 µl 200 nM  20 Sek. 72 °C 

Template 2,5 µl konstant  Schmelzkurve 

 

 

Tabelle 15: Effizienzen der Gene für Expressionsmessungen mittels qPCR. 
Mit Hilfe von Standardkurven wurden die Effizienzen des cyp51 und der Referenzgene mit drei cDNA-
Verdünnungsreihen von verschiedenen Isolaten ermittelt und Mittelwerte berechnet. Mit Ausnahme 
des sdhc und des cyt b liegen alle Effizienzen bei nahezu 100 %. Der sdhc-Assay funktioniert nicht nicht 
mit den ausgewählten Primern. 

Gen Effizienz 

cyp51 1,04 

aktin 0,97 

-htubulin 0,98 

gapdh 0,94 

sdhc 30,24 

sdhd 1,1 

cyt b 1,19 

 

 

Zur Überprüfung, ob P. pachyrhizi Isolate eine Überexpression des cyp51 besitzen und 

ob diese Wirkstoff-ƛƴŘǳȊƛŜǊǘ ƛǎǘΣ ǿǳǊŘŜ Ŝƛƴ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ¢Ŝǎǘ gegenüber 

Epoxiconazol durchgeführt (siehe 3.6 α5ŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά Fungizidsensitivitätsversuche). 
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Dazu wurden jeweils fünf Isolate der geringsten bzw. höchsten ED50-Werte gegenüber 

Epoxiconazol ausgewählt (siehe 4.1.1 Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs)). Sporen 

von den befallenen Blättern der unbehandelten Kontrolle sowie der 3 ppm Behandlung 

wurden abgeklopft, in jeweils drei Eppendorfgefäße aliquotiert und RNA extrahiert 

(3.7.1.2 Isolation der gesamt RNA). Nach der Qualitätsüberprüfung (3.7.1.3 

Qualitätsanalyse der RNA mit Hilfe des Bioanalyzers) wurden je RNA zwei reverse 

Transkriptionen (3.7.2 Reverse Transkription der RNA in cDNA) durchgeführt. Alle 

cDNA Templates wurden in duplikaten Reaktionen angesetzt, um Ausreißer auf PCR 

Ebene zu erkennen. Die Hausstamm cDNA wurde gepoolt und als Standard in jedem 

ǉt/w [ŀǳŦ ƳƛǘƎŜŦǸƘǊǘ όαƛƴǘŜǊ-Ǌǳƴ ŎŀƭƛōǊŀǘƻǊάύΦ 

Die Funktion ŘŜǎ αAuto-Find Thresholdά ȊǳǊ 9ǊƳƛǘǘƭǳƴƎ Ǿƻƴ Ŏǘ-Werten kann nur 

verwendet werden, wenn von mindestens zwei Standards die Konzentration bekannt 

ist. Bei dieser Fragestellung gibt es nur eine Referenz (der Hausstamm). Daher wurden 

die ct-Werte der Überexpressionsmessungen bei allen Läufen manuell auf die gleichen 

Level des Hausstammes gesetzt, welche anhand der Hausstammkurven der ersten 

Überexpressionsmessung festgelegt wurden. Auf diese Weise sind die ct-Werte von 

verschiedenen Läufen miteinander vergleichbar. Die Normalisierung der ct-Werte mit 

qPCR-Effizienzen sowie die Analyse erfolgte mit der GenEx-Software nach der delta 

delta ct (ɲɲct) Methode. 

Die Expressionsmessung der übrigen Isolate erfolgte ohne vorhergehende 

Wirkstoffbehandlung. Von jedem Isolat wurde dreimal RNA extrahiert und in cDNA 

transkribiert (nur in Ausnahmefällen wurden nur zweimal RNA extrahiert). Als 

Standard wurde in jedem Lauf der Hausstamm mitgeführt. 

 

3.7.3.6 Quantitative PCR zur Ermittlung der cyp51-Kopienzahl 

Neben den Expressionsmessungen wurde die qPCR-Technik zur Ermittlung der cyp51-

Kopienzahl angewendet. Dabei wurde sich zu Nutze gemacht, dass das relative 

Verhältnis zwischen zwei Templates (in diesem Fall ct-Wert cyp51 versus ct-Wert 

Referenzgen) mittels der delta ct (ɲ ct) Methode untersucht werden kann. In Tabelle 

16 ist das Pipettierschema sowie das qPCR-Programm ersichtlich. Von jedem Gen 

wurden Standardkurven aus einer Hausstamm-Verdünnungsreihe (siehe 3.7.3.5) mit 
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drei Wiederholungen erstellt und von derselben DNA gleichzeitig eine Probe gemessen. 

Die ct-²ŜǊǘŜ ǿǳǊŘŜƴ Ƴƛǘ ŘŜǊ αAuto-Find Thresholdά Cǳƴƪǘƛƻƴ ŘŜǊ wƻǘƻǊ DŜƴŜ {ƻŦǘǿŀǊŜ 

ermittelt. Die Normalisierung der ct-Werte unter Einbezug der qPCR Effizienzen sowie 

ɲct-Berechnungen wurden mit GenEx durchgeführt. Tabelle 17 gibt die Effizienzen der 

qPCR als Mittelwerte an. 

 

 

Tabelle 16: Pipettierschema und qPCR Programm zur Herstellung von Standardkurven sowie zur 
Messung der cyp51-Kopienzahl. 
Siehe Tabelle 3 zur Bezeichnung und Sequenz der Primer. 

 25 µl Reaktionsansatz Endkonzentration  qPCR Programm 

2x MESA Fast qPCR MasterMix 12,5 µl 1x  5 Min. 95 °C 

DEPC Wasser 9 µl konstant  40 x 15 Sek. 95 °C 

fw Primer 0,5 µl 200 nM   20 Sek. 60 °C 

rv Primer 0,5 µl 200 nM   30 Sek. 72 °C 

Template 2,5 µl konstant  Schmelzkurve 

 

 

Tabelle 17: Effizienzen der verwendeten Gene in der qPCR zur Ermittlung der cyp51-Kopienzahl.  
Mit Hilfe von Standardkurven wurden die Effizienzen des cyp51 und der Referenzgene in drei Läufen 
ermittelt und Mittelwerte berechnet. Die Effizienzen liegen bei nahezu 100 %, außer bei den Genen 

-htubulin und sdhb, bzw. dem sdhd, die eine höhere bzw. geringere Effizienzen zeigten. 

Gen Effizienz 

cyp51 0,98 

aktin 1,04 

-htubulin 1,16 

gapdh 0,96 

sdhb 1,19 

sdhc 1,00 

sdhd 0,84 

cyt b 1,04 
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3.7.4 Gelelektrophorese 

Mit Hilfe der Gelelektrophorese können Nucleinsäure-Fragmente ihrer Größe nach 

aufgetrennt werden. Je nach Aufgabenstellung wurde ein 0,7 bis 2%iges Agarosegel 

mit TAE Puffer (1x) hergestellt. Die aufzutrennenden Reaktionsansätze wurden 

entweder als Aliquot oder mit dem gesamten Volumen mit 6x Orange DNA Ladepuffer 

vermischt (Endkonzentration des Ladepuffers: 1x). Sofern nicht anders erwähnt, wurde 

der Ladepuffer standardmäßig mit GelGreen (10.000x) versetzt, um eine 

Endkonzentration des Farbstoffes von 20x zu erhalten. GelGreen ist ein 

interkalierender Farbstoff, durch den die Verwendung von Ethidiumbromid vermieden 

und der mit Blaulicht (430 ς 490 nm) angeregt werden kann. Nachteilig ist allerdings zu 

beachten, dass die Größe der DNA-Fragmente zu Gunsten kleinerer Moleküle 

verschoben ist, d. h. die Fragmente laufen geringfügig schneller als ihre wahre Größe. 

Als GröǖŜƴǎǘŀƴŘŀǊŘǎ ǿǳǊŘŜƴ ŘƛŜ hΩwŀƴƎŜRuler 100 bp DNA Leiter bzw. die 

hΩDŜƴŜRuler 1 kb DNA Leiter verwendet. Die Marker wurden ebenfalls mit GelGreen 

auf eine Endkonzentration von 20x versetzt. 

 

3.7.5 PCR-Produkt Aufreinigung 

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte in der Regel aus Agarosegelen. Dazu 

wurden die DNA Fragmente unter Blaulicht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in 

400 µl NT Puffer (= Bindepuffer) des NucleoSpin Extract II Kits bei 50 °C und leichtem 

Schütteln bei 750 rpm auf dem Thermoblock gelöst. Die anderen Arbeitsschritte 

wurden wie im Protokoll des Herstellers beschrieben durchgeführt. Das 

Elutionsvolumen betrug 30 µl. 

 

3.7.6 Genomische DNA Aufreinigung 

Mit Hilfe des NucleoSpin gDNA Clean-up Kits sollte die Qualität der DNA durch 

Aufreinigung verbessert werden. Dazu wurde frisch extrahierte DNA auf ein Volumen 

von 150 µl mit DEPC Wasser gebracht und anschließend wie im Protokoll des 

Herstellers beschrieben aufgereinigt. Die Elution erfolgte in zwei Schritten mit einem 

Volumen von je 30 µl bei 70 °C. Zur Beurteilung der DNA Qualität wurde sowohl vor 
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der gDNA Aufreinigung als auch im Anschluss die Konzentration bzw. die 

Absorptionsspektren bei 260/280 bzw. 260/230 nm gemessen. 

 

3.7.7 Sequenzierung 

Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte intern bei BASF SE mit dem 

Kettenabbruchverfahren nach Sanger. Dazu wurde der 3130xl Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Da bei der Sequenzierung 

die ersten Basenpaare nicht aufgetrennt werden können und somit verloren gehen, 

wurden die Primer für die Sequenzierungen (wenn möglich) 30 ς 50 Basenpaare vor 

dem Start- bzw. nach dem Stoppcodon ausgewählt. Neben der Sequenzierung mit 

pJet1.2fw und pJet1.2rv wurden weitere PCR-Primer verwendet. Diese sind in Tabelle 

18 aufgelistet. 

 

 

Tabelle 18: Oligonucleotide zur Sequenzierung 

Bezeichnung Sequence 5' - 3' Gen 

pJet1.2 fw CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC alle 

pJet1.2rv AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG alle 

KES 961 rv TGGGAAGAGGGTATGATGTATTGG cyp51 

KES 1158 fw CAGTAGCCTAAAGAAGGGTGTTAA cyt b 

KES 1159 rv CCCGTTGAATATCTTGACATCTTAC cyt b 

 

 

Die Sequenzen wurden mit den Lasergene Programmen (DNASTAR, Madison, USA) 

ausgewertet. Standardmäßig wurden mit dem SeqMan Programm die Contigs erstellt 

und mit dem MegAlign Programm Nukleotid- und Proteinsequenzen alignt. Für die 

Translation der cyt b bǳƪƭŜƻǘƛŘǎŜǉǳŜƴȊ ǿǳǊŘŜ ŘŜǊ ƎŜƴŜǘƛǎŎƘŜ /ƻŘŜ α¸Ŝŀǎǘ 

aƛǘƻά ŜƛƴƎŜǎǘŜƭƭǘΦ CǸǊ ŀƭƭŜ ŀƴŘŜǊŜƴ DŜƴŜ ǿǳǊŘŜ ŘŜǊ {ǘŀƴŘŀǊŘ ƎŜƴŜǘƛǎŎƘŜ /ƻŘŜ 

verwendet. 
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3.7.8 Klonierung von PCR-Produkten 

3.7.8.1 Ligation 

Aufgereinigte PCR-Produkte wurden mit dem CloneJET PCR Cloning Kit in E. coli 

transformiert. Je nach verwendeter Polymerase wurden die PCR-Produkte zunächst 

mit dem pJet1.2/blunt cloning vector nach folgendem Protokoll ligiert 

(20 µl Reaktionsvolumen): 

 

Blunt End Protokoll 

(Phusion Polymerase) 

Sticky End Protokoll 

(Maxima Polymerase) 

10 µl 2x Reaktionspuffer 

8,5 µl PCR-Produkt 

 

 

 

0,5 µl pJET1.2/blunt cloning vector 

1 µl T4 DNA Ligase 

10 µl 2x Reaktionspuffer 

7,5 µl PCR-Produkt 

1 µl DNA blunting Enyzm 

Č Inkubation bei 70 °C für 5 Minuten, 

Abkühlen auf Eis 

0,5 µl pJET1.2/blunt cloning vector 

1 µl T4 DNA Ligase 

 

3.7.8.2 Transformation in Escherichia coli 

Während der Inkubation des Ligationsansatzes bei Raumtemperatur, wurden die 

kompetenten E. coli Zellen (XL-1 Blue Competent Cells) auf Eis aufgetaut, in 

Eppendorfgefäße aliquotiert (je 50 µl) und jeweils mit 0,85 µl ̡ -Mercaptoethanol unter 

gelegentlichem Schwenken inkubiert. Nach 10 Minuten wurden 2 µl des 

Ligationsansatzes zu den kompetenten Zellen gegeben und nochmals 30 Minuten auf 

Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 45 Sekunden und 

Abkühlen auf Eis für zwei Minuten. Schließlich wurde 450 µl SOC Medium (auf 42 °C 

vorgewärmt) hinzugegeben und der Transformationsansatz bei 37 °C für 60 Minuten 

im Thermoblock bei 1400 rpm geschüttelt. Im Anschluss wurden 100 µl der 

transformierten E. coli auf vorgewärmte LB Selektivagarplatten (mit 100 µl/ml 

Ampicillin) ausplattiert und für 16 ς 20 Stunden bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert. 
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3.7.8.3 Extraktion von Plasmid DNA aus E. coli Übernachtkulturen 

Von den Transformanten wurden einzelne Kolonien in 2 ml flüssigem LB 

Selektivmedium (mit 100 µg/ml Ampicilin) in 15 ml Falcongefäßen angeimpft. Die 

Übernachtkulturen wurden für 13 ς 16 Stunden bei 37 °C und 225 rpm geschüttelt. Die 

Extraktion der Plasmid DNA erfolgte mit dem NucleoSpin Plasmid Kit für Mini 

Präparationen wie im Protokoll des Herstellers beschrieben. Die 

Konzentrationsmessung der Plasmid DNA erfolgte am NanoDrop 2000. 

 

3.7.8.4 Kontrollverdau mit BglII 

Zur Überprüfung der Aufnahme eines DNA Fragmentes in die Plasmid DNA, wurde ein 

Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym BglII (FastDigest) durchgeführt. Der 

Einfachheit halber, wurde statt der empfohlenen Templatemenge von 0,6 µg ein 

Standardvolumen von 5 µl eingesetzt. Den Plasmid DNA Konzentrationen zufolge, 

wurde entsprechend lang (bis zu 60 Minuten) bei 37 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz 

(20 µl) war wie folgt: 

5 µl Plasmid DNA 

2 µl 10x FastDigest® Puffer 

12 µl DEPC Wasser 

1 µl BglII FastDigest® 

 

Der Restriktionsverdau wurde anschließend gelelektrophoretisch in einem 1,5%igen 

Agarosegel aufgetrennt. Je nach transformiertem Gen wurde zusätzlich zur 3 kb Bande 

des Vektors eine Bande (cyt b, sdhb, sdhc, sdhd) der Größe des jeweiligen Gens 

erwartet. Da das cyp51 durch BglII geschnitten wird, wurden nach dem Verdau zwei 

Banden erwartet, die insgesamt die Größe des Gens ergeben. 

 

3.7.9 Pyrosequenzierung 

Mit Hilfe der Pyrosequenzierung können kurze DNA Abschnitte (< 30 bp) in Echtzeit 

sequenziert und Mutationen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) analysiert 

werden (Ahmadian et al., 2000). Das Prinzip beruht darauf, dass neben einem 
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Enzymmix aus DNA Polymerase, ATP Sulfurylase, Luziferase und Apyrase sowie einem 

Substratmix nacheinander eins der vier Desoxyribonukleotidtriphosphate (= dNTP: A, T, 

C oder G) zur Template-DNA gegeben wird. Ist das injizierte Nucleotid komplementär 

zum Template, lagert es sich an und wird durch die DNA Poymerase eingebaut, wobei 

Pyrophospat abgespalten wird. Das Pyrophospat wird in einer Reaktion mit Adenosin 

рΨ tƘƻǎǇƘƻǎǳƭŦŀǘ ό!t{ύ ƛƳ {ǳōǎǘǊŀǘƳƛȄ ŘǳǊŎƘ ŘƛŜ {ǳƭŦǳǊȅƭŀǎŜ Ȋǳ !ŘŜƴƻǎƛƴǘǊƛǇƘƻǎǇƘŀǘ 

(ATP) umgebaut. Das ATP wiederrum wird von der Luziferase als Substrat für die 

Erzeugung eines Lichtsignals verwendet, welches quantifizierbar und proportional zum 

freigesetzten ATP, und somit auch proportional zum eingebauten dNTP, ist. Nicht-

eingebaute Nucleotide und überschüssiges ATP werden durch die Apyrase abgebaut. 

Nach einer Standard PCR mit einem рΨ .ƛƻǘƛƴ ƳŀǊƪƛŜǊǘŜƴ tǊƛƳŜǊ όǎƛŜƘŜ Tabelle 9) 

wurden die PCR-Produkte an Streptavidin Sepharose Beads immobilisiert (siehe 

Tabelle 19, A). Anschließend wurde die DNA /  cDNA mit Hilfe der Vacuum Prep 

Worktable angesaugt, in Ethanol (70%ig) gewaschen und mit NaOH (0,2 M) denaturiert, 

so dass nur noch ein Einzelstrang an den Beads verblieb. Die einzelsträngige 

DNA /  cDNA wurde in einem Waschpuffer (10 mM Tris-Acetat) neutralisiert, bevor sie 

in einen Annealingpuffer mit Sequenzierprimer transferiert (siehe Tabelle 19, B) und 

zur Denaturierung für zwei Minuten bei 80 °C inkubiert wurde. Nach dem Abkühlen auf 

Raumtemperatur wurden die Templates im Pyrosequenzer sequenziert. Die 

Reagenzkartusche wurde wie im PyroMark Gold Q96 Reagents Handbook beschrieben 

beladen. Die entsprechenden Volumina der Reagenzien wurden mit der PyroMark Q96 

MA Software des Pyrosequenzers berechnet. 

 

Tabelle 19: Pipettierschema zur Vorbereitung der DNA-Templates zur Pyrosequenzierung. 

 
 pro Reaktionsansatz Bemerkung 

A 
Template 25 µl  

 
Bindepuffer 37 µl Inkubation unter Schütteln (1400 rpm) 

 
Streptavidin Sepharose 3 µl bei Raumtemperatur für 15 Minuten 

 
   

B 
Annealing Puffer 38,5 µl  

 
Sequenzierprimer (10 pmol) 1,5 µl  
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Die verschiedenen Assays zur Quantifizierung der cyt b bzw. cyp51 Mutationen wurden 

mit der Pyrosequencing Assay Design Software (Version 1.0.6, Qiagen, Hilden, 

Deutschland) entwickelt. Zur Analyse der Punktmutationen im cyp51 konnten die 

vorhandenen Plasmide aus den Sequenzierungen verwendet werden, während beim 

cyt b die Punktmutationen durch Mutagenese PCR zunächst erzeugt werden mussten 

(siehe 3.7.3.3). Für die Assayvalidierung wurden Plasmidmischungen angefertigt, 

indem gleiche Plasmidkonzentrationen von Wildtyp und Mutation im Verhältnis 90/10, 

80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 10/90 gemischt wurden. Als 

Positivkontrolle wurden jeweils 100 % Wildtyp bzw. Mutation eingesetzt. Als 

Negativkontrollen zur Überprüfung von Hintergrund Signalen wurden folgende 

Kontrollen verwendet:  

No Template Control (NTC) Ą   Kontrolle der PCR 

PCR Produkte ohne Sequenzierprimer Ą   Kontrolle der Sequenzierreaktion 

Nur der Sequenzierprimer Ą   Kontrolle des Sequenzierprimers 

 

Für die Messung der Isolate und Blattproben wurden zur Kontrolle und zur genauen 

Quantifizierung der SNPs auf jeder Platte die Plasmide sowie Plasmidmischungen 

(90/10, 70/30, 50/50, 30/70, 10/90) mitgeführt. Die Plasmidmischungen wurden 

einmal im großen Maßstab angesetzt und konnten für alle Läufe verwendet werden. 

Als Negativkontrolle wurde nur die NTC aus der PCR verwendet. Sowohl für die 

Assayvalidierung als auch für die Messung der Isolate und Blattproben wurden alle 

Reaktionen als Duplikate angesetzt. Da die Mischungen in 10 % Schritten gemacht 

wurden, liegt die Nachweisgrenze bei 10 %. Die Nachweisgenauigkeit der 

Pyrosequenzierung wurde empirisch ermittelt und liegt bei 5 %, d.h. die angegebenen 

Werte können um maximal ± 5 % schwanken. 

 

3.7.10 Southern Blot (nach Southern, 1975) 

Das Prinzip des Southern Blots beruht darauf, verdaute DNA in einem Agarosegel 

gelelektrophoretisch aufzutrennen, anschließend auf eine Membran zu transferieren 

und mittels einer spezifischen Sonde einzelne DNA Fragmente sichtbar zu machen. In 
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der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode verwendet, um die Anzahl der 

Genkopien des cyp51 nachzuweisen. 

 

3.7.10.1 Sondenherstellung für Southern Blot 

Synthese Digoxigenin (DIG)-dUTP markierter Sonden mittels PCR 

Die Amplifikation und Markierung von Sonden wurde mit dem PCR DIG Probe 

Synthesis Kit (Roche Applied Science) durchgeführt. Die Reaktionen wurden auf Eis 

angesetzt. In Folge der Optimierung der PCR-Bedingungen wurde das vom Hersteller 

empfohlene Pipettierschema leicht modifiziert und ist in Tabelle 20 ersichtlich. 

Zusätzlich zur DIG Markierung wurde ein Reaktionsansatz ohne DIG Markierung 

angesetzt, um die Spezifität des PCR-Produktes zu überprüfen. Im Anschluss an die PCR 

wurden zur Kontrolle pro Reaktionsansatz ein 5 µl Aliquot gelelektrophoretisch 

aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.7.4). Die Bandenstärke der DIG markierten Sonde sollte 

die des unmarkierten PCR-Produktes entsprechen, allerdings zeigen die DIG 

markierten PCR-Produkte ein langsameres Laufverhalten. 
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Tabelle 20: Pipettierschema und PCR-Programm zur Synthese von DIG markierten Sonden.  
Für die Sonde 1 wurden die Primer KES 1178 und KES 1366, bzw. KES 1383 und KES 1384 für die Sonde 2 
verwendet (siehe Tabelle 2). 

 
50 µl  
Reaktionsansatz 

Endkonzentration  PCR Programm 

10x PCR Puffer 
(mit 15 mM MgCl2) 5 µl 1x  2 Min. 95°C 

50 mM MgCl2 4 µl 5,5 mM  40 x 30 Sek. 95 °C 

10x DIG Probe 2,5 µl 35 mM DIG-dUTP   30 Sek. 59 °C 

  100 µM dATP, dCTP, dGTP   40 Sek. 72 °C 

  65 µM dTTP  7 Min. 72 °C 

10x dNTP 2,5 µl je dNTP 100 µM   

fw Primer 5 µl 1 µM   

rv Primer 5 µl 1 µM   

Enzyme mix, Expand 
High Fidelity 0,75 2,625 U   

DEPC Wasser 21,25 µl    

Template 
(Plasmid DNA) 

4 µl 20 ng   

 

DIG-11-dUTP Markierung mit zufälligen Oligonukleotiden 

Zur Markierung der Sonden mit DIG unspezifischen Oligonukleotiden wurde zunächst 

eine Standard PCR durchgeführt (siehe Tabelle 7). Nach der gelelektrophoretischen 

Auftrennung in einem 2%igen Agarosegel wurden die Banden ausgeschnitten und mit 

dem NucleoSpin Extract II Kit aufgereinigt (siehe 3.7.5). Die PCR-Produkte (16 µl) 

wurden für zehn Minuten bei 95 °C denaturiert, auf Eis abgekühlt und nach der Zugabe 

von 4 µl DIG-High Prime bei 37 °C für 20 Stunden inkubiert. Durch Inkubation bei 65 °C 

für 10 Minuten wurde die Reaktion thermisch inaktiviert. Anschließend wurde der 

Reaktionsansatz nochmals mit dem NucleoSpin Extract II Kit wie im Protokoll des 

Herstellers beschrieben aufgereinigt. 

 

3.7.10.2 Überprüfung der Sondensensitivität 

Die Sondensensitivität wurde mittels Dot Blot überprüft. Dazu wurde eine 

Verdünnungsreihe (10 pg/µl bis 0,01 pg/µl) mit den synthetisierten Sonden sowie der 
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Referenzsonde mit bekannter Konzentration des DIG High Prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit II (Roche Applied Science) hergestellt. Die Verdünnung der 

Sonden mit TrisHCl (10 mM) erfolgte wie im Protokoll des DIG High Prime DNA 

Labeling and Detection Starter Kit II beschrieben. Je Sonde wurde 1 µl pro 

Verdünnungsstufe auf eine Nylon Membran aufgetragen und durch UV-Licht (zweimal 

auto-crosslink am Stratalinker) an die Membran gebunden. Für die Detektion wurde 

die Membran wie im Protokoll beschrieben in Maleinsäurepuffer, Blockingreagenz, 

Antikörperlösung, Waschpuffer und Detektionspuffer unter Schütteln inkubiert, wobei 

die Volumenangabe der Membran- und Gefäßgröße angepasst wurde. Nach der 

Inkubation mit CSPD ready-to-use konnten die aufgetragenen Sonden durch 

Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Durch den Vergleich der Intensität der 

Chemilumineszenzsignale der Verdünnungsstufen der Referenzsonde mit denen der 

markierten Sonde, wurde die Konzentration der markierten Sonde bestimmt. Zur 

Hybridisierung eines Southern Blots wird eine Konzentration von 2 µl/ml 

Hybridisierunglösung empfohlen. 

 

3.7.10.3 Herstellung und Überprüfung der Positivkontrolle 

Als Kontrolle der Southern Blot Methodik wurden unmarkierte PCR Produkte der 

Sonden 1 und 2 verwendet (siehe 3.7.10.1). Um bei der Detektion ein Signal zu 

erhalten, welches in etwa der Stärke des Signals der cyp51-Kopien entspricht, wurden 

die Sonden im Verhältnis 50/50 gemischt und eine Verdünnungsreihe (2x10-5, 4x10-5, 

2x10-6, 4x10-6, 2x10-7, 4x10-7, 2x10-8, 4x10-8) hergestellt. Nach einer 

gelelektrophoretischen Auftrennung von 20 µl in einem 0,7%igen Agarosegel (3.7.4 

Gelelektrophorese, ohne GelGreen-Zusatz im Ladepuffer und Größenstandard), wurde 

das Gel mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid für 5 ς 10 Minuten nachgefärbt, anschließend 

15 ς 20 Minuten in VE Wasser entfärbt und unter UV-Licht dokumentiert. Die 

nachfolgenden Schritte des Southern Blots wurden wie im folgenden Absatz (3.7.10.4 

Durchführung) beschrieben, durchgeführt. 
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3.7.10.4 Durchführung 

Verdau genomischer DNA 

Genomische DNA wurde aus P. pachyrhizi Sporen wie im Abschnitt 3.7.1.1 beschrieben 

extrahiert. Für den Verdau mit den Enzymen EcoRI, EcoRV, BamHI, BglII, XbaI und PstI 

wurde 1,5 ς 3 µg DNA für 16 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschließend für 20 

Minuten bei 80 °C thermisch (EcoRI, EcoRV, XbaI) bzw. durch Zugabe von 20 mM EDTA 

(BamHI, PstI, BglII) inaktiviert. Der Doppelverdau mit EcoRV und BamHI wurde sowohl 

thermisch als auch durch EDTA inaktiviert. Der Reaktionsansatz (20 µl) war wie folgt: 

 

EcoRI EcoRV BamHI 

2 µl 10x Puffer EcoRI 2 µl 10x Puffer R 2 µl 10x Puffer BamHI 

1 µl EcoRI (10 u/µl) 2 µl EcoRV (10 u/µl) 2 µl BamHI (10 u/µl) 

17 µl genomische DNA 16 µl genomische DNA 16 µl genomische DNA 

 

BglII XbaI PstI 

2 µl 10x Puffer O 2 µl 10x Tango Puffer 2 µl 10x Puffer O 

1 µl BglII (10 u/µl) 2 µl XbaI (10 u/µl) 2 µl PstI (10 u/µl) 

17 µl genomische DNA 16 µl genomische DNA 16 µl genomische DNA 

 

Doppelverdau EcoRV und BamHI 

4 µl 10x Tango Puffer 

2 µl EcoRV (10 u/µl) 

1 µl BamHI (10 u/µl) 

 13 µl genomische DNA 

 

Der Verdau wurde in einem 0,7%igen Agarosegel für 5 Stunden bei 65 V 

gelelektrophoretisch aufgetrennt. Neben dem 1 kb Größenstandard wurde 10 µl der 

Positivkontrolle (siehe 3.7.10.3 Herstellung und Überprüfung der Positivkontrolle) 

aufgetragen. Für den Southern Blot wurden sowohl der Ladepuffer als auch der 

Größenstandard nicht mit GelGreen versetzt (siehe Abschnitt Gelelektrophorese), 
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sondern mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid für 5 ς 10 Minuten nachgefärbt. Anschließend 

wurde das Agarosegel für 15 ς 20 Minuten in VE Wasser entfärbt, bevor es unter UV-

Licht dokumentiert wurde. 

 

Kapillartransfer der DNA auf eine Nylonmembran 

Zur Vorbereitung für den DNA Transfer von dem Agarosegel auf eine Nylonmembran 

wurde das Agarosegel zweimal für 15 Minuten unter Schütteln mit 

Denaturierungspuffer denaturiert und anschließend zweimal für 15 Minuten mit 

Neutralisierungspuffer neutralisiert. In der Regel wurde vor der Denaturierung auf eine 

Depurinierung in 0,25 M HCl für 10 ς 20 Minuten verzichtet. Im Anschluss daran 

erfolgte eine Equilibrierung des Agarosegels in 20x SSC Lösung für ca. 10 Minuten. 

Während dessen wurde die Nylonmembran für 2 Minuten in VE Wasser und weitere 5 

Minuten in 2x SSC Lösung inkubiert. Der Blot Aufbau erfolgte wie in Abbildung 7 

dargestellt. Um bei dem Kapillartransfer der DNA einen Kurzschluss vom Agarosegel zu 

den Papiertüchern zu vermeiden und den Verlust des 20x SSC Puffer Reservoirs durch 

Verdunstung zu minimieren, wurden die Ränder des Agarosegels mit Parafilm 

abgedichtet. 

 

 

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Southern Blots. 
Ein mit 20x SSC Puffer getränktes Whatman Papier wurde als Brücke über eine Glasplatte gelegt. Darauf 
wurden luftblasenfrei das Agarosegel und die Nylonmembran geschichtet. Der Blot wurde mit drei 
Whatman Papieren und einem Stapel Papierhandtücher vervollständigt. Eine Kunststoffplatte zur 
gleichmäßigen Verteilung eines ca. 500 g Gewichts wurde zum Abschluss auf den Blot gestellt. 
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Binden der DNA an die Nylonmembran 

Nach dem Transfer der DNA über Nacht, wurde die DNA mit dem Stratalinker an die 

Membran gebunden, indem zweimal die auto-crosslink Funktion verwendet wurde. 

Zur Überprüfung des erfolgreichen Transfers der DNA, wurde das Gel nochmals mit 

Ethidiumbromid gefärbt und in Wasser entfärbt, bevor es am UV-Tisch belichtet wurde. 

 

Prä- und Hybridisierung 

Sowohl die Prä- als auch die Hybridisierung der Sonden an die DNA Fragmente wurden 

im Hybridisierungsofen durchgeführt. Dazu wurden die Hybridisierungsröhren und der 

Hybridisierungspuffer (DIG Easy Hyb, bzw. DIG Easy Hyb Granules) der 

Hybridisierungstemperatur entsprechend vorgewärmt. Die Hybridisierungstemperatur 

wurde anhand des DIG Application Manual for Filter Hybridization (Roche, 2009) 

errechnet und lag bei 43 ς 48 °C für die Sonde 1 bzw. bei 40,5 ς 45,5 °C für die Sonde 2. 

In der Regel wurde bei 45 °C (Sonde 1) bzw. 42 °C (Sonde 2) für 4 Stunden in 22,5 ml 

Hybridisierungspuffer prähybridisiert. 

Vor der Hybridisierung musste die Sonde denaturiert werden. Dazu 2 µl Sonde pro ml 

Hybridisierungspuffer mit 50 µl DEPC Wasser gemischt, für 7 Minuten bei 95 °C 

denaturiert und auf Eis abgekühlt. Die denaturierte Sonde wurde zum vorgewärmten 

Hybridisierungspuffer (8 ml) gegeben und durch Invertieren gemischt. Die 

Prähybridisierungslösung wurde verworfen und die Hybridisierungslösung sofort zur 

Membran hinzugegeben. Die Hybridisierung fand für 14 ς 16 Stunden bei 45 °C (Sonde 

1) bzw. 42 °C (Sonde 2) statt. 
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Detektion 

Sofern nicht anders erwähnt, wurden die Detektionswaschschritte bei 

Raumtemperatur und unter mäßigem Schütteln durchgeführt. Die Detektion wurde 

wie folgt durchgeführt: 

2 x  5 Min. Low Stringency Buffer 

2 x  15 Min. bei 65 °C High Stringency Buffer 

3 Min. Waschpuffer 

60 Min. Blocking Lösung 

30 Min. Antikörper Lösung 

3 x  15 Min. Waschpuffer 

2 Min. Detektionspuffer 

 

Für die Extinktion wurde ein Autoklavierbeutel auf zwei Seiten aufgeschnitten und 

aufgeklappt, so dass die Membran in die Falz gelegt werden konnte. Die Membran 

wurde schnellstmöglich mit CSPD ready-to-use beträufelt, mit der anderen Seite des 

Autoklavierbeutels bedeckt und für fünf Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend 

wurde vorsichtig überschüssiges CSPD ready-to-use ausgedrückt und die Membran 

eingeschweißt. 

 

Extinktion 

Zur Extinktion wurde die Fuji LAS 100 Kamera (Raytest GmbH, Straubenhardt, 

Deutschland) verwendet. Die Belichtungszeit richtete sich nach der Signalstärke der 

DNA Fragmente und lag zwischen 45 und 260 Minuten. In der Regel wurde die 

Membran daher durchgängig belichtet und in fünf Minuten Intervallen Fotos gemacht. 

 

3.8 Modellierung des CYP51 

Die Modellierung des P. pachyrhizi CYP51 wurde mit der MOE Software (Version 

2010.1, Chemical Computing Group Inc., Montreal, Canada) von Herrn Dr. Ian Craig, 

BASF SE, mit den Standardeinstellungen des Homologie-Modell-Werkzeugs 
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durchgeführt. Als Grundlage diente dazu das humane CYP51 (PDB ID: 3LD6), dessen 

Sequenz zu 38 % mit P. pachyrhizi identisch ist. 
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4 Ergebnisse  

4.1 α5ŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά CǳƴƎƛȊƛŘǎŜƴǎƛǘƛǾƛǘŅǘǎǾŜǊǎǳŎƘŜ 

In der Abbildung 8 ist beispielhaft ein detached leaf Test dargestellt. Neben den zu 

testenden brasilianischen Isolaten 13 und 27 diente der Hausstamm (HS) als Referenz. 

Unterschiedliche Isolate führen zu einer unterschiedlich starken Infektion und 

Sporulation: in der Kontrollbehandlung ist die Infektion von HS und Isolat 13 deutlich 

geringer als beim Isolat 27. Als Grundlage für ED50-Berechnungen müssen die 

Behandlungen daher immer mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen werden. Als 

ED50-Wert ist die Wirkstoffkonzentration definiert, bei der eine Inhibition des 

Pathogens von 50 % vorliegt. 

 

 

Abbildung 8: Beispiel für einen αdetached leafά Test nach Behandlung mit Epoxiconazol. 
Die Isolate HS, 13 und 27 sind nach steigender Fungizidkonzentration (angegeben in ppm) geordnet, 
angefangen mit der unbehandelten Kontrolle (K) bis zur höchsten Behandlung (30 ppm). 

 

4.1.1 Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs) 

Cyproconazol 

Die Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Cyproconazol sind in 

Abbildung 9 A dargestellt. Während der Hausstamm und die Isolate 7, 8 und 81 

ähnliche ED50-Werte (kleiner als die geringste getestete Konzentration von 0,01 ppm) 
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aufweisen, sind die meisten Isolate um mindestens den Faktor 100 verschoben. Die 

Verschiebung des ED50-Wertes von einigen Isolaten (Isolate 4, 9, 12, 34, 63, 66, 67) 

dehnt sich auf einen Faktor größer als 1000 aus. Genaue ED50-Werte dieser Isolate 

konnten allerdings nicht eruiert werden, da sie oberhalb der höchsten getesteten 

Konzentration (10 ppm) lagen. 

 

  

Abbildung 9: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Cyproconazol (A) und 
Gruppierung nach den ED50-Werten (B). 
A: Der Hausstamm hat einen ED50-Wert kleiner als 0,01 ppm. Die meisten anderen Isolate sind mit ED50-
Werten zwischen 1 ppm und 3 ppm um einen Faktor von 100 bis 300 verschoben. ED50-Werte der Isolate 
4, 9, 12, 34, 63, 66, 67 konnten nicht berechnet werden, da sie bei der höchsten Wirkstoffkonzentration 

nur zu 30 % inhibiert wurden. Isolate mit ähnlichen ED50-Werten wurden in Gruppen eingeteilt und 

anhand dieser Mittelwerte ermittelt (B)Φ ²ŅƘǊŜƴŘ ŘƛŜ wŜŦŜǊŜƴȊ ǳƴŘ ŘƛŜ DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎά (n = 4) und 
αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά (n = 5) bei der höchsten verwendeten Wirkstoffkonzentration noch voll gehemmt 
ǿŜǊŘŜƴ ƪǀƴƴŜƴΣ ƪǀƴƴŜƴ ŘƛŜ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά (n = 21) Isolate nur noch zu ca. 90 % gehemmt werden. 
5ƛŜ LǎƻƭŀǘŜ ŘŜǊ DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά (n = 8) werden bei der höchsten Konzentration maximal zu 30 % 
gehemmt. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. 

 

Die verschiedenen Isolate können je nach ihrer Sensitivität gegenüber Cyproconazol in 

Gruppen eingeteilt werden (Abbildung 9 B). Dabei erfolgte die Einteilung der Isolate 

entsprechend der aufgewandten Wirkstoffkonzentration mit ED50-Werten kleiner als 

0,1 ǇǇƳ ŀƭǎ αƴƛŜŘǊƛƎάΣ LǎƻƭŀǘŜ Ƴƛǘ 9550-Werten zwischen 0,1 ppm und 0,5 ppm als 

αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳάΣ LǎƻƭŀǘŜ Ƴƛǘ 9550-Werten zwischen 0,5 ppm und 7 ppm als 

αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά ǳƴŘ LǎƻƭŀǘŜ Ƴƛǘ 9550-Werten höher als 7 ǇǇƳ ŀƭǎ αƘƻŎƘάΦ 5ƛŜ 

Inhibitionskurven geben den mittleren Kurvenverlauf aller Isolate in der 

entsprechenden Gruppe wieder. Die Einteilung in die jeweiligen Gruppen erfolgte 
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anhand des ähnlichen Kurvenverlaufs der Isolate in Abbildung 9 A; die Anzahl der 

Isolate je Gruppe ist unterschiedlich. Das Referenzisolat (HS) sowie die Isolate der 

DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎά ǳƴŘ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά ƪǀƴƴŜƴ Ƴƛǘ ŘŜǊ ƘǀŎƘǎǘŜƴ 

Wirkstoffkonzentration die getestet wurde noch voll gehemmt werden, während die 

LǎƻƭŀǘŜ ŘŜǊ DǊǳǇǇŜ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά ƴǳǊ ƴƻŎƘ ōƛǎ Ŝǘǿŀ фл % in ihrem Wachstum 

ƎŜƘŜƳƳǘ ǿŜǊŘŜƴ ƪǀƴƴŜƴΦ ±ƻƴ ŘŜƴ LǎƻƭŀǘŜƴ ŘŜǊ DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά ƪǀƴƴŜƴ ƪŜƛƴŜ 9550-

Werte berechnet werden, da sie auch bei der höchsten Wirkstoffkonzentration noch 

ein Wachstum von 70 % aufweisen. 

 

Epoxiconazol 

Analog zu den Ergebnissen der Sensitivitätsstudien gegenüber Cyproconazol, ist die 

Sensitivität von brasilianischen P. pachyrhizi Isolaten gegenüber Epoxiconazol 

verschoben (Abbildung 10). Während der Hausstamm einen ED50-Wert kleiner als die 

getestete Wirkstoffkonzentration hat, ist ein Großteil der getesteten Isolate um den 

Faktor 300 verschoben. Eine Inhibition des Wachstums von 50 % wird außer bei dem 

Isolat 37 bei allen Isolaten erreicht. Wie auch bei Cyproconazol können bei der 

höchsten hier geprüften Konzentration einige Isolate nicht vollständig gehemmt 

werden (Abbildung 10 A). 

Die Gruppierung der Isolate entsprechend ihrer Sensitivität gegenüber Epoxiconazol 

wurde angepasst (Abbildung 10 B). So wurden die Isolate mit den ED50-Werten kleiner 

als 0,1 ǇǇƳ ŀƭǎ αƴƛŜŘǊƛƎάΣ LǎƻƭŀǘŜ Ƴƛǘ 9550-Werten zwischen 0,1 und 0,5 ppm als 

αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳάΣ LǎƻƭŀǘŜ Ƴƛǘ 9550-Werten zwischen 0,5 und 4 ǇǇƳ ŀƭǎ αƳŜŘƛǳƳ ς 

ƘƻŎƘά ǳƴŘ LǎƻƭŀǘŜ Ƴƛǘ 9550-Werten größer als 4 ǇǇƳ ŀƭǎ αƘƻŎƘά ŘŜƪƭŀǊƛŜǊǘΦ 5ƛŜ ŜǊǎǘŜƴ 

drei Gruppen können bei der höchsten verwendeten Wirkstoffkonzentration voll 

ƎŜƘŜƳƳǘ ǿŜǊŘŜƴΣ LǎƻƭŀǘŜ ŘŜǊ DǊǳǇǇŜ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά Ȋǳ фл % und Isolate der 

DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά Ȋǳ сл %. 
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Abbildung 10: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Epoxiconazol (A) und 
Gruppierung nach den ED50-Werten (B). 
A: Der Hausstamm hat einen ED50-Wert kleiner als 0,01 ppm. Die meisten anderen Isolate sind um einen 
Faktor von 100 bis 300 verschoben. Der ED50-Wert des Isolates 37 konnte nicht berechnet werden, da es 
bei der höchsten Wirkstoffkonzentration nur zu 40 % inhibiert wurde. Isolate mit ähnlichen ED50-Werten 
wurden in Gruppen eingeteilt und anhand dieser Mittelwerte ermittelt (B). Die Referenz sowie die 
DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎά (n = 3) ǳƴŘ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά (n = 3) können bei der höchsten verwendeten 
²ƛǊƪǎǘƻŦŦƪƻƴȊŜƴǘǊŀǘƛƻƴ ƴƻŎƘ Ǿƻƭƭ ƎŜƘŜƳƳǘ ǿŜǊŘŜƴΦ 5ƛŜ LǎƻƭŀǘŜ ŘŜǊ DǊǳǇǇŜ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά (n = 24) 
können bei der höchsten Konzentration noch zu 90 % gehemmt werden, während die Isolate der 
DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά (n = 8) bei der höchsten Konzentration maximal zu 60 % gehemmt werden. Die 
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. 

 

Metconazol 

Die Inhibitionskurven von P. pachyrhizi Isolaten gegenüber Metconazol sind in 

Abbildung 11 A dargestellt. Der Hausstamm hat einen ED50-Wert kleiner als 0,01 ppm 

und ist somit mindestens 100fach sensitiver als die meisten anderen Isolate. Eine Reihe 

von Isolaten kann bei der höchsten Wirkstoffkonzentration in ihrem Wachstum nicht 

vollständig bzw. z. T. noch nicht einmal zu 50 % gehemmt werden. 

Die Gruppeneinteilung der Isolate hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber Metconazol 

erfolgte wie folgt: ED50-Werte kleiner 0,1 ǇǇƳ ŀƭǎ αƴƛŜŘǊƛƎάΣ ȊǿƛǎŎƘŜƴ лΣм ppm und 

0,3 ǇǇƳ ŀƭǎ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳάΣ ȊǿƛǎŎƘŜƴ лΣо ppm und 4 ǇǇƳ ŀƭǎ αƳŜŘƛǳƳ ς 

ƘƻŎƘά ǳƴŘ 9550-Werte größer 4 ǇǇƳ ŀƭǎ αƘƻŎƘά όAbbildung 11 B). Die Isolate der 

DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎά ǳƴŘ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά ǿŜǊŘŜƴ ōŜƛ ŘŜǊ ƘǀŎƘǎǘŜƴ 

Wirkstoffkonzentration in ihrem Wachstum voll gehemmt, während die Isolate der 

DǊǳǇǇŜ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά eine Inhibition von 90 % zeigen. Von den Isolaten der 
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DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά ƪǀƴƴŜƴ ƪeine ED50-Werte berechnet werden, da sie bei 10 ppm nur zu 

35 % gehemmt werden können. 

 

  

Abbildung 11: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Metconazol (A) und 
Gruppierung nach den ED50-Werten (B). 
A: Der Hausstamm hat einen ED50-Wert kleiner als die geringste getestete Wirkstoffkonzentration. Die 
meisten anderen Isolate sind um mindestens den Faktor 100 verschoben. Einige Isolate werden bei 
10 ppm nur geringfügig inhibiert und weisen Resistenzfaktoren größer als 1000 auf. Isolate mit 
ähnlichen ED50-Werten wurden in Gruppen eingeteilt und anhand dieser Mittelwerte ermittelt (B). Die 
wŜŦŜǊŜƴȊ ǳƴŘ ŘƛŜ DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎά (n = 4) ǳƴŘ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά (n = 2) werden zu 100 % inhibiert 
und die Isolate der GruǇǇŜ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά (n = 18) zu 90 %. Im Gegensatz dazu werden die Isolate der 
DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά (n = 14) bei der höchsten Konzentration maximal zu 30 % gehemmt. Die 
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. 

 

Tebuconazol 

Auch gegenüber Tebuconazol war der Hausstamm sehr sensitiv, während andere 

Isolate erst bei höheren Konzentrationen oder gar nicht vollständig gehemmt wurden 

(Abbildung 12 A). Der Hausstamm sowie Isolate mit αniedrigenά ED50-Werten (kleiner 

als 0,1 ppm) werden vollständig gehemmt, während die Isolate mit αniedrigen ς 

mediumά ED50-Werten (zwischen 0,1 ppm und 1 ppm) bzw. αmedium ς hohenά ED50-

Werten (zwischen 1 und 4 ppm) nur noch zu 85 % gehemmt werden können 

(Abbildung 12 B). Für eine Anzahl an Isolaten kann kein ED50-Werte berechnen werden, 

da dieser höher als die höchste Wirkstoffkonzentration im Test ist. 
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Abbildung 12: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Tebuconazol (A) und 
Gruppierung nach den ED50-Werten (B). 
A: Der Hausstamm hat einen ED50-Wert kleiner als die geringste getestete Wirkstoffkonzentration. Die 
meisten anderen Isolate sind um den Faktor 10 bis größer 1000 verschoben. Während ca. die Hälfte der 
Isolate bei der höchsten getesteten Wirkstoffkonzentration (fast) vollständig gehemmt werden können, 
wird die andere Hälfte bei 10 ppm nicht einmal zu 50 % gehemmt. Isolate mit ähnlichen ED50-Werten 
wurden in Gruppen eingeteilt und anhand dieser Mittelwerte ermittelt (B). Die Referenz und die 
DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎά (n = 3) ǳƴŘ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά (n = 7) werden zu 100 % inhibiert. Die Isolate der 
DǊǳǇǇŜƴ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳά (n = 10) ǳƴŘ αƳŜŘƛǳƳ ς ƘƻŎƘά (n = 18) können ebenfalls fast vollständig 
gehemmt werden. Im Gegensatz dazu ǿŜǊŘŜƴ ŘƛŜ LǎƻƭŀǘŜ ŘŜǊ DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘά ōŜƛ ŘŜǊ ƘǀŎƘǎǘŜƴ 
Konzentration maximal zu 30 % gehemmt. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. 

 

Die ED50-Werte verschiedener P. pachyrhizi Isolate gegenüber den DMIs Cyproconazol, 

Epoxiconazol, Metconazol und Tebuconazol sowie deren Häufigkeitsverteilung sind in 

Abbildung 13 bzw. Abbildung 14 dargestellt. Mit Ausnahme von Tebuconazol liegen die 

ED50-Werte der meisten Isolate zwischen 1 und kleiner als 10 ppm; die größte Gruppe 

der Tebuconazol-behandelten Isolate haben ED50-Werte größer oder gleich 10 ppm. 

Dagegen weist der Hausstamm bei allen Wirkstoffen ED50-Werte um 0,01 ppm auf, was 

zu einer Verschiebung der meisten brasilianischen Isolate um mindestens den Faktor 

100 führt. Die Verschiebung des ED50-Wertes von einigen Isolaten dehnt sich 

(insbesondere bei Tebuconazol) auf einen Faktor größer als 1000 aus. Genaue ED50-

Werte dieser Isolate konnten allerdings nicht eruiert werden, da sie oberhalb der 

höchsten getesteten Konzentration (ED50-Wert > 10 ppm) lagen. Das gleiche gilt für 

den Hausstamm, für den die ED50-Werte kleiner der getesteten Konzentration (ED50-

Wert < 0,01 ppm) sind. Die ED50-Werte des Taiwanstamms liegen zwischen 0,03 und 
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0,17 ppm, was eine Verschiebung der ED50-Werte gegenüber dem Hausstamm um 

minimal den Faktor 3 ς 17 bedeutet. 

 

 

Abbildung 13: Sensitivität von P. pachyrhizi Isolaten gegenüber den DMIs Cyproconazol, Epoxiconazol, 
Metconazol und Tebuconazol. 
Die horizontalen Striche grenzen in der entsprechenden Farbe die vorher beschriebene 
DǊǳǇǇŜƴŜƛƴǘŜƛƭǳƴƎ ŀōΥ ǳƴǘŜǊƘŀƭō ŘŜǊ ōƭŀǳŜƴ {ǘǊƛŎƘŜ ƭƛŜƎŜƴ ŘƛŜ LǎƻƭŀǘŜ ŘŜǊ αƴƛŜŘǊƛƎŜƴά DǊǳǇǇŜΣ ȊǿƛǎŎƘŜƴ 
ōƭŀǳ ǳƴŘ ƎǊǸƴ ŘƛŜ DǊǳǇǇŜ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳŜŘƛǳƳάΣ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ƎǊǸƴ ǳƴŘ ƻǊŀƴƎŜ ŘƛŜ DǊǳǇǇŜ αƳŜŘƛǳƳ ς 
ƘƻŎƘά ǳƴŘ ȊǿƛǎŎƘŜƴ Ǌƻǘ ǳƴŘ ƻǊŀƴƎŜ ŘƛŜ DǊǳǇǇŜ αƘƻŎƘάΦ 5ŜǊ Hausstamm weist bei allen DMIs ED50-
Werte zwischen 0,01 ppm (oder kleiner) und 0,1 ppm. Im Gegensatz dazu streuen die ED50-Werte der 
meisten brasilianischen Isolate zwischen 1 und 10 (bzw. größer), was Verschiebungen des ED50-Wertes 
um einen Faktor 100 bis 1000 bewirkt. Außer bei Tebuconazol verhält sich der Taiwanstamm ähnlich wie 
der Hausstamm. 
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Abbildung 14: Häufigkeitsverteilung der Isolate nach ED50-Werten gruppiert. 
Anhand der Verdünnungsreihe der Fungizidsensitivitätsversuche mit Cyproconazol, Epoxiconazol, 
Metconazol und Tebuconazol wurden die getesteten Isolate nach ihren ED50-Werten gruppiert. Der 
Größteil der DMI-behandelten Isolate findet sich in der Gruppe mit den ED50-Werten zwischen 1 und 
< 10 wieder, was Resistenzfaktoren von 100 bis 1000 bedeutet. 

 

Anhand der geographischen Verteilung der ED50-Werte der Isolate ist erkennbar, dass 

sowohl sensitive als auch adaptierte Isolate an einem Standort vorkommen können. 

(Abbildung 15). Die Behandlung mit den DMIs Cyproconazol, Epoxiconazol, Metconazol 

und Tebuconazol führt in der Regel zur gleichen Kategorie von ED50-Werten. Sensitive 

und adaptierte Isolate wurden z. T. aus gleichen Blattproben gewonnen (vergleiche 

dazu die Probenbezeichung und Isolatursprung in Tabelle 21 und in Tabelle 22). 
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Abbildung 15: Geographische Verteilung der Isolate in Brasilien, nach ED50-Werten gegenüber DMIs 
kategorisiert. 
!ǳŦƎŜǘŜƛƭǘ ƴŀŎƘ DǊǳǇǇŜƴ όαƴƛŜŘǊƛƎάΣ αƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳƛǘǘŜƭάΣ αƳƛǘǘŜƭ ς ƘƻŎƘά ǳƴŘ αƘƻŎƘάύ ǎƛƴŘ ŘƛŜ LǎƻƭŀǘŜ 
verschiedenfarbig durch Punkte markiert, wobei ein Punkt für ein Isolat steht, und entsprechend ihrer 
Herkunft angeordnet. Die Bedeutung der Gruppen richtet sich nach den ED50-Werten der Isolate nach 
Behandlung mit Cyproconazol (A), Epoxiconazol (B), Metconazol (C) und Tebuconazol (D) und ist 4.1.1 
beschrieben. 

 

4.1.2 Quinone outside Inhibitoren (QoIs) 

Azoxystrobin 

Die Sensitivität der Isolate gegenüber QoIs wurde gleichermaßen untersucht wie die 

Sensitivität gegenüber DMIs. In Abbildung 16 sind die Inhibitionskurven von P. 

pachyrhizi Isolaten gegenüber Azoxystrobin dargestellt. Die ED50-Werte reichen von 

0,14 bis 2,47 ppm, was einem Diversitätsfaktor (ED50-Wertmax /  ED50-Wertmin) von 41 

entspricht. Alle Isolate werden mit der höchsten getesteten Konzentration gehemmt. 
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Gruppierungen verschiedener Sensitivitätsstufen wie bei den DMIs traten bei 

Azoxystrobin nicht auf (Abbildung 18). 

 

 

Abbildung 16: Inhibition verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Azoxystrobin. 
Der Hausstamm hat einen ED50-Wert von 0,24 ppm und liegt somit zwischen den anderen Isolaten. Alle 
Isolate liegen zwischen ED50-Werten von 0,14 ppm (Isolat 54) und 2,47 ppm (Isolat 79). Mit einem ED50-
Wert von 0,06 ppm reißt das Isolat 81 leicht aus. 

 

Pyraclostrobin 

Die Inhibitionskurven von P. pachyrhizi Isolaten gegenüber Pyraclostrobin liegen nahe 

beieinander, der Diversitätsfaktor liegt bei 8,8 (Abbildung 17). Der Hausstamm liegt 

zwischen den Isolaten. Alle Isolate werden mit der höchsten getesteten Konzentration 

gehemmt. Da die Streuung der Sensitivität der Isolate noch geringer ist als bei 

Azoxystrobin, ist eine Gruppeneinteilung der Sensitivitäten auch bei Pyraclostrobin 

nicht möglich (Abbildung 18). 
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Abbildung 17: Inhibition verschiedener P. pachyrhizi Isolate durch Pyraclostrobin. 
Mit einem ED50-Wert von 1,11 ppm liegt der Hausstamm in seinem Kurvenverlauf zwischen den anderen 
Isolaten. Der minimale ED50-Wert beträgt 0,43 ppm (Isolat 27) und der maximale 3,78 ppm (Isolat 84). 

 

 

 

Abbildung 18: Sensitivität von P. pachyrhizi Isolaten gegenüber den QoIs Azoxystrobin und 
Pyraclostrobin. 
Die Range der ED50-Werte erstreckt sich bei Azoxystrobin zwischen 0,06 und 2,47 ppm und bei 
Pyraclostrobin zwischen 0,43 und 3,78 ppm. 
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4.2 Molekulare Analysen des cyt b 

4.2.1 Sequenzierung des Hausstammes 

Die Amplifikation des cyt b mit den Primern KES 1158 fw und KES 1159 rv ergab ein 

2598 bp großes DNA Fragment, von dem 2524 bp dem cyt b Gen zugehörig sind, 

während die restlichen Basenpaare an das 3' bzw. 5' Ende grenzen. Beim Einsatz von 

cDNA in die PCR wurde ein 1262 bp großes cDNA Fragment amplifiziert, von dem 

1188 bp cyt b kodierend sind. Die Genstruktur des cyt b ist in Abbildung 19 dargestellt. 

Die Klonierung und Sequenzierung von verschiedener Hausstamm DNA, die zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten von infizierten Sojabohnenpflanzen im Gewächshaus 

gewonnen wurde und deren cyt b mit zwei verschiedenen Polymerasen amplifiziert 

wurde, führte zu identischen Sequenzen. In Abbildung 20 ist die Aminosäurenabfolge 

des cyt b abgebildet. Die Sequenzanalyse mit einer BASF SE internen BLAST 

Suchmaschine bestätigt, dass es sich bei den Sequenzen um das cyt b bzw. um 

P. pachyrhizi handelt. 

 

 

Abbildung 19: Genstruktur des cyt b. 
Das cyt b besteht aus 2524 bp, von denen 1336 bp eine Intronsequenz darstellen. Das Intron beginnt 
direkt nach der Aminosäure G143 an der Position 430. Neben der Exon- /  Intron-Strukur sind die 
Primerbindungsstellen sowie die Positionen der häufigsten Punktmutationen im cyt b (F129L, G137R 
und G143A) eingezeichnet. 
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Abbildung 20: Aminosäuenabfolge des cyt b von P. pachyrhizi. 
DNA und cDNA des cyt b wurden amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die Translation der Sequenzen 
Ƴƛǘ ŘŜƳ α¸Ŝŀǎǘ aƛǘƻά ƎŜƴŜǘƛǎŎƘŜƴ /ƻŘŜ ŜǊŦƻƭƎǘŜ Ƴƛǘ DNASTAR Lasergene 8. 

 

4.2.2 Mutagenese zur Standardherstellung 

Da als Resistenzmechanismen von phytopathogenen Pilzen gegenüber QoI die drei 

Punktmutationen F129L, G137R und G143A im cyt b relevant sind, wurde der Fokus bei 

der Sequenzanalyse auf diese Mutationen gelegt. Um die entwickelten Assays zur 

Pyrosequenzierung der Mutationen zu validieren, wurden ortsspezifische Mutationen 

in ein Plasmid mit cyt b Insert des Hausstammes gebracht und kloniert. Zur 

Überprüfung der erfolgreichen Mutagenese wurden die Klone sequenziert und mit 

dem Wildtyp (WT) cyt b des Hausstammes alignt (Abbildung 21). Im Vergleich zum 

Hausstamm (WT Sequenz) hat die F129L Mutation einen Austausch von T zu G an der 

Nukleotidposition 387, die G137R Mutation einen Austausch von G zu A an der 

Position 409 und die G143A Mutation einen Austausch von G zu C an der Position 429. 
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Abbildung 21: Sequenzausschnitt der flankierenden Region um die Punktmutationen im cyt b. 
Die Nukleotidsequenz des Ausschnittes 358 bis 443 sowie die Aminosäurenabfolge sind im Kontext zur 
Genstruktur dargestellt. Im Vergleich zur WT Sequenz haben die Plasmide zur Generation der F129L 
Mutation an der Nukleotidposition 387 einen Basenaustausch von T zu G bzw. A. Die G137R Mutation 
führt zu einem Nukleotidaustausch von G zu A an der Position 409 bzw. zu einem Nukleotidaustausch 
von C zu G an der Position 429 bei der G143A Mutation. Neben den Primerbindungsstellen für die 
Amplifikation des cyt b (KES 1158 und KES 1159) sind die Primerbindungsstellen für die Amplifikation 
des PCR Produktes zur Pyrosequenzierung eingezeichnet (KES 498 und KES 499). 

 

4.2.3 Untersuchung der Isolate auf die häufigsten QoI Punktmutationen 

Das WT-Plasmid und die mutagenisierten Plasmide wurden daraufhin auf die gleiche 

Konzentration eingestellt und Mischungsreihen für die Assayvalidierung zur 

Pyrosequenzierung angefertigt. Nachdem alle Assays funktionierten und die jeweilig 

eingesetzten Mischungen gemessen wurden, wurden die Blattproben und die Isolate 

untersucht (Tabelle 21 und Tabelle 22). Da die Nachweisgrenze bei 10 % liegt, können 

alle Blattproben und Isolate zu 100 % der Wildtypsequenz zugeordnet werden. Dies ist 

im Einklang mit den ED50-Werten der Isolate, die sowohl für Azoxystrobin als auch für 

Pyraclostrobin zeigten, dass alle Isolate gegenüber den Wirkstoffen sensitiv waren. 
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Tabelle 21: Herkunft von Blattproben und relative Häufigkeit der Mutationen F129L, G137R und 
G143A innerhalb dieser Blattproben. 
Alle Blattproben weisen zu 100 % die Wildtypsequenz auf. Die Mutationsanalysen wurden mittels 
Pyrosequenzierung durchgeführt. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 10 %. 

Probenbezeichnung Probenherkunft % F129L % G137R % G143A 

01/09 Passo Fundo / RS 0 0 0 

02/09 Santa Helena / GO 0 1 0 

03/09 Primavera do Leste / MT 0 0 0 

04/09 Holambra / SP 0 0 0 

05/09 Rio Verde / GO 0 0 0 

06/09 Chapadão do Sul / MS 0 0 0 

07/09 Aral Moreira / MS 0 1 0 

08/09 Rondonópolis / MT 0 0 0 

09/09 Paraguai / MG 0 0 0 

10/09 Rio Verde / GO 0 0 0 

11/09 Mogi Mirim / SP 0 0 0 

12/09 Paulínia / SP 0 0 0 

13/09 Santo Antonio de Posse / SP 0 0 0 

14/09 Paulínia / SP 0 0 0 

15/09 Santo Antonio de Posse / SP 0 0 0 

16/09 Chapadao do Ceu / GO 0 0 0 

17/09 Londrina / PR 0 0 0 

18/09 Senador Canedo / GO 0 1 0 

19/09 Senador Canedo / GO 0 0 0 

20/09 Lucas do Rio Verde / MT 0 2 0 

21/09 Rio Verde / GO 0 1 0 

22/09 Paulinia / SP 0 0 0 

23/09 Santo Antonio de Posse / SP 0 1 0 

24/09 Passo Fundo / RS 0 0 0 

25/09 Guarapuava / PR 0 0 0 

26/09 Rio Verde / GO 0 0 0 
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Probenbezeichnung Probenherkunft % F129L % G137R % G143A 

27/09 Tongarà da Serra / MT 0 0 0 

28/09 Cascavel / PR 0 0 0 

29/09 Itaara / RS 0 0 0 

30/09 Paulinia / SP 0 0 0 

31/09 Ubêrlandia / MG 0 0 0 

32/09 Ponta Grossa / PR 0 1 0 

33/09 Iracemápolis / SP 0 1 0 

34/09 Luis Eduardo aŀƎŀƭƘņŜǎ / BA 0 0 0 

35/09 Dourados / MS 0 0 0 

01/10 Santo Antonio de Posse / SP 0 1 0 

02/10 Campinas / SP 0 0 0 

03/10 Santa Barbara / MG 0 0 0 

04/10 Rio Verde / GO 0 1 0 

05/10 Campinas / SP 0 1 0 

06/10 Ubêrlandia / MG 0 0 0 
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Tabelle 22: Relative Häufigkeit der Mutationen F129L, G137R und G143A im cyt b von P. pachyrhizi 
Isolaten und die dazugehörigen ED50-Werte der QoIs. 
Über die gesamte ED50-Range von Azoxystrobin und Pyraclostrobin hinweg, liegt die Wildtypsequenz zu 
100 % vor. Die Mutationsanalysen wurden mittels Pyrosequenzierung durchgeführt. Die Isolate 
stammen von den Proben in Tabelle 21 ab (vergleiche Isolatursprung und Probenbezeichnung). Die 
Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 10 %. 

Isolat-
bezeichnung 

Isolat-
urspung 

%F129L % G137R % G143A 
ED50 [ppm] 

Azoxystrobin 
ED50 [ppm] 

Pyraclostrobin 

HS GWH 0 1 0 0,24 1,11 

T GWH 1 1 0 1,20 1,42 

1 15/09 0 1 0 0,38 0,87 

2 15/09 3 0 0 1,70 1,11 

3 16/09 3 2 0 1,24 0,84 

4 16/09 0 1 1 0,48 1,53 

6 16/09 0 0 1 1,26 1,21 

7 17/09 4 0 0 1,47 1,03 

8 18/09 0 0 0 0,32 1,03 

9 19/09 6 0 0 0,35 0,86 

12 19/09 3 0 0 0,15 0,60 

24 19/09 0 1 1 0,67 0,82 

26 19/09 0 1 1 1,78 0,95 

27 19/09 0 0 0 0,42 0,43 

28 19/09 5 0 0 0,34 0,91 

34 21/09 0 0 1 0,35 0,74 

35 21/09 4 0 1 0,18 1,20 

37 21/09 0 0 0 0,38 0,77 

48 23/09 2 1 0 0,35 1,03 

49 23/09 1 1 0 0,35 0,86 

50 23/09 0 0 0 0,35 1,41 

53 05/09 5 1 0 n. a. n. a. 

54 05/09 0 0 1 0,14 0,57 

G-54 05/09 0 0 0 n. a. n. a. 

57 05/09 6 0 0 0,68 1,05 
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Isolat-
bezeichnung 

Isolat-
urspung 

%F129L % G137R % G143A 
ED50 [ppm] 

Azoxystrobin 
ED50 [ppm] 

Pyraclostrobin 

58 05/09 6 0 0 0,31 1,32 

59 05/09 6 0 0 n. a. n. a. 

60 05/09 1 1 0 0,17 1,00 

63 18/09 0 0 1 0,46 0,95 

66 18/09 0 0 0 0,53 0,87 

67 18/09 0 0 0 2,31 1,09 

71 17/09 0 0 0 0,41 0,79 

72 17/09 4 1 0 0,24 1,07 

73 17/09 0 0 0 1,04 0,79 

77 29/09 2 0 0 0,75 1,27 

78 29/09 2 0 0 1,87 0,78 

79 29/09 1 0 0 2,47 0,91 

81 35/09 0 0 0 0,06 0,85 

82 01/10 4 1 0 0,41 0,95 

83 01/10 0 0 0 0,75 1,15 

84 01/10 0 0 0 2,28 3,78 

n. a. nicht analysiert 

 

 

4.3 Molekulare Analysen des cyp51 

4.3.1 Sequenzierung des Hausstammes 

Die Amplifikation des cyp51 mit den Primern KES 1098 und KES 1133 führte zu einem 

2155 bp langem DNA Fragment, von dem 2107 bp das cyp51-Gen widerspiegeln. Ein 

Alignment mit der 1587 bp großen cDNA Sequenz (PCR Produkt mit KES 1098 und KES 

1133 ist 1635 bp groß) zeigt, dass das cyp51 fünf Introns unterschiedlicher Länge 

beinhaltet (Abbildung 22). Um die Sequenz des Referenz-Hausstammes zu analysieren, 

wurden vier DNA-Proben aus Sporen von jeweils einem infizierten Blatt aus dem 

Gewächshaus mit zwei verschiedenen Polymerasen (Maxima und Phusion) amplifiziert, 
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kloniert und jeweils drei Klone sequenziert. Beim Alignment der Sequenzen zeigten 

sich Austausche einzelner Nukleotide, die gleichzeitig zu Veränderungen der 

Aminosäuren führten. Die Introns wurden nachträglich mit den Programmen zur 

Sequenzbearbeitung (DNASTAR Lasergene 8) entfernt. Die Nukleotid- sowie die 

Aminosäurensequenz wurden mit der BASF SE internen BLAST Suchmaschine als P. 

pachyrhizi bzw. cyp51 identifiziert. 

 

 

Abbildung 22: Genstruktur des cyp51. 
Das cyp51 ist 2107 bp lang und weist fünf Introns unterschiedlicher Länge auf. Die 
Primerbindungsstellen sind durch Pfeile gekennzeichnet. 

 

 

Die Aminosäurenabfolge sowie die Variationen sind in Abbildung 23 dargestellt. 

Während einige Aminosäurenaustausche nur in einer von 22 Sequenzen vorkamen, 

wurden die Nukleotidvariationen T165A, G280E und A335V in zehn von 22 Sequenzen 

gefunden. Ein Alignment der Klone zeigt, dass es sich dabei um vier verschiedene 

Haplotypen handelt, von denen zwei jeweils in einem ähnlichen Verhältnis vorkommen 

(Abbildung 24): die Haplotypen 165A + 280G + 335A und 165T + 280E + 335V treten 

jeweils in 13,5 % der Sequenzen auf, während der Haplotyp 165 A+ 280E + 335V in  

32 % und der Haplotyp 165T + 280G + 335A in 41 % der Sequenzen auftreten. Die 

gleichen Haplotypen wurden auch bei der Sequenzierung der cDNA gefunden, einzelne 

Aminosäurensubstitutionen waren ebenfalls vorhanden, allerdings in geringerem 

Ausmaß (Daten nicht gezeigt). Zwischen dem Vorkommen der Haplotypen und der 

Wahl der Polymerase war kein erkennbarer Zusammenhang vorhanden.  
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Abbildung 23: Variation in der cyp51 Aminosäuenabfolge des P. pachyrhizi Hausstammes. 
Das cyp51 der DNA wurde amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die Introns wurden nachträglich mit 
den Programmen zur Bearbeitung von Sequenzen (DNASTAR Lasergene 8) entfernt. Beim Alignment der 
Sequenzen wurden verschieden Nukleotidaustausche gefunden, die zu einem Aminosäurenaustausch 
führen (in blau dargestellt). * 1 Sequenz von 22 Sequenzen trägt den Basenaustausch, # 10 Sequenzen 
von 22 Sequenzen tragen den Basenaustausch. 
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     160       170     -- --  270       280       290 ---      330       340  
                                                                                                                                                          

a) HS1 - 1 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC -- - -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

a) HS1 - 2 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC - ---  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

a) HS1 - 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC - - --  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

a) HS2 - 1 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC -- - -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

a) HS2 - 2 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC --- -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

a) HS2 - 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC - ---  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

a) HS3 - 1 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC - - --  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

a) HS3 - 2 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC -- - -  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

a) HS3- 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC --- -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

a) HS4 - 1 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC - ---  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

a) HS4 - 2 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC - - --  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

a) HS4 - 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC -- - -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

  

b) HS1 - 2 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC - ---  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

b) HS1 - 3 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC - - --  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

b) HS2 - 2 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC -- - -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

b) HS2 - 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC --- -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

b) HS3 - 1 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC - - --  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

b) HS3 - 2 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC -- - -  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

b) HS3 - 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC --- -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

b) HS4 - 1 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC - ---  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

b) HS4 - 2 KKYVGIIVREATSYLEDHLFC - - --  DEFNDMLDVLQEQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQVEVFGKGDGSG 

b) HS4 - 3 KKYVGIIVRETTSYLEDHLFC - - - -  DEFNDMLDVLQGQHYKDGRALSD ---  DLVDRLRREQAEVFGKGDGSG 

Abbildung 24: Ausschnitte des Alignments der cyp51 Aminosäurensequenz des Referenz-
Hausstammes. 
Die vier Haplotypen (rot: 165A + 280G + 335A, grün: 165T + 280E + 335V, blau: 165A + 280E + 335V und 
schwarz: 165T + 280G + 335A) kommen zu verschiedenen Anteilen (13,5 %, 13,5 %, 32 % und 41 %) vor. 
Die unterschiedlichen Haplotypen werden nicht durch die Wahl der Polymerase hervorgerufen. a) 
Amplifikation des cyp51 mit der Phusion Polymerase, b) Amplifikation des cyp51 mit der Taq Polymerase, 
HS1 bis HS4: Bezeichnung der DNA, Zahl hinter dem Bindestrich (1 bis 3): Bezeichnung des 
sequenzierten Klons. 

 

 

4.3.2 Expressionsmessungen des cyp51 

Mit den fünf sensitivsten Isolaten sowie fünf Isolaten mit hohen ED50-Werten 

gegenüber Epoxiconazol wurde ein qPCR-Assay zur Messung der cyp51-Expression 

durchgeführt. Dazu wurden der Hausstamm sowie die Isolate 7, 8, 81, und T (sensitiv) 

ōȊǿΦ пΣ фΣ мнΣ оп ǳƴŘ тн όŀŘŀǇǘƛŜǊǘύ ƴƻŎƘƳŀƭǎ ƛƴ ŜƛƴŜƳ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ¢Ŝǎǘ ƎŜƎŜƴǸōŜǊ 

Epoxiconazol überprüft und RNA aus P. pachyrhizi Sporen extrahiert. Als Referenzgene 

für die relativen Expressionsmessungen des cyp51 dienten aktin, -htubulin und gapdh. 

Zur Normalisierung wurde der Hausstamm als Referenzisolat verwendet. Die 

Berechnung der relativen Expression erfolgte durch die ɲɲct Methode (mit Effizienz-

Korrektur) mit Hilfe der GenEx Software. 
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In Abbildung 25 ist die relative Expression der Isolate der Kontrollbehandlung (-K) bzw. 

der 3 ppm Behandlung (-3) dargestellt. Letzteres war nur bei den adaptierten Isolaten 

möglich, da die sensitiven bei 3 ppm vollständig gehemmt werden. Die DMI-sensitiven 

Isolate HS, 7, 8, 81, und T weisen eine relative Expression um 1 auf, während die 

adaptierten Isolate 9 bzw. 4 und 72 um das dreifache bzw. sechsfache erhöht sind. 

Dabei ist kein Unterschied zwischen Kontrollbehandlung und 3 ppm Behandlung zu 

erkennen. Das Überexpressionslimit wurde willkürlich bei einer relativen Expression 

von drei gesetzt, um keine falsch-positiven Ergebnisse durch mögliche Schwankungen 

in der qPCR zu erhalten. Damit war bei drei von fünf adaptierten Isolaten, aber bei 

keinem der sensitiven Isolaten, die cyp51-Expression erhört. 

 

 

Abbildung 25: Relative Expression des cyp51 der P. pachyrhizi Isolate mit den fünf niedrigsten bzw. 
höchsten ED50-Werten gegenüber Epoxiconazol. 
RNA wurde aus Sporen einer unbehandelten Kontrolle (-K, alle Isolate außer Isolat 12, welches 
verunreinigt war) bzw. nach Behandlung mit 3 ppm Epoxiconazol (-3, nur die DMI-adaptierten Isolate) 
extrahiert. Nach Normalisierung mit den Referenzgenen aktin, -htubulin und gapdh wurde die relative 
Expression des cyp51 der brasilianischen Isolate (graue Säulen) gegenüber dem Hausstamm (in blau) 
berechnet. Das Überexpressionslimit (angedeutet durch die gestrichtelte Linie) wurde auf den Wert 3 
gesetzt, um Missinterpretationen von Isolaten mit nicht-überexprimiertem cyp51 zu vermeiden. 
Demenstprechend werden die Isolate 4, 9, und 72 im Gegensatz zu den anderen Isolaten überexprimiert. 
Zwischen unbehandelter Kontrolle und 3 ppm Behandlung gibt es kein Unterschied in der relativen 
Expression des cyp51. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung von insgesamt 12 
Wiederholungen an. 
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Da die Behandlung mit Epoxiconazol nicht zu einer induzierten Überexpression führt 

wurden weitere Expressionsmessungen an Isolaten ohne vorherige Fungizid-

Behandlung durchgeführt (Abbildung 26). Dabei bestätigte sich das Bild, dass zwar alle 

fünf sensitiven Isolate (HS, 7, 8, 81, T) eine relative cyp51-Expression von 1 haben, 

während die Mehrheit der Isolate (21 von 35) mit höheren ED50-Werten eine erhöhte 

cyp51-Expression aufwiesen. Innerhalb der adaptierten Isolate besteht keine 

Korrelation zwischen der Höhe der cyp51-Expression und der Höhe der ED50-Werte der 

verschiedenen getesteten Wirkstoffe. 

 

 
Abbildung 26: Relative Expression des cyp51 von P. pachyrhizi Isolaten, sortiert nach der ED50-Werten 
von Epoxiconazol. 
Nach Normalisierung mit den Referenzgenen aktin, -htubulin und gapdh wurde die relative Expression 
der brasilianischen Isolate gegenüber dem Hausstamm berechnet. Die Farben der Säulen wurden der 
Sensitivität (ED50-Werte) gegenüber Epoxiconazol entsprechend gewählt (Abbildung 10). Isolate, die mit 
grauen Säulen gekennzeichnet sind, wurden nicht Fungizid-getestet. Das Überexpressionslimit 
(angedeutet durch die gestrichtelte Linie) wurde auf den Wert 3 gesetzt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung aller Wiederholungen an. 
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4.3.3 Untersuchung der Isolate auf Punktmutationen 

Sequenzvergleiche des cyp51 von verschiedenen Isolaten mit dem Hausstamm zeigten 

neben den in 4.3.1 (Sequenzierung des Hausstammes) beschriebenen Variationen 

Unterschiede in der Aminosäurenabfolge. Da diese weder beim Hausstamm noch bei 

den anderen DMI-sensitiven Isolaten vorkamen, werden diese im Folgenden als 

αaǳǘŀǘƛƻƴά ōŜȊŜƛŎƘƴŜǘΦ ¦ƴǘŜǊǎŎƘƛŜŘƭƛŎƘŜ YƭƻƴŜ Ŝƛƴ ǳƴŘ ŘŜǎǎŜƭōŜƴ LǎƻƭŀǘŜǎ ǿƛŜǎŜƴ 

sowohl WT als auch Mutationshaplotypen im gleichen Transformationsansatz auf. Da 

ōŜƛ ŘŜǊ !ƴŀƭȅǎŜ ŘŜǊ LǎƻƭŀǘŜ ŘŀƘŜǊ ƪŜƛƴ αaǳǘŀǘƛƻƴ Ƨŀ / ƴŜƛƴά 9ǊƎŜōƴƛǎ Ȋǳ ŜǊǿŀǊǘŜƴ ǿŀǊΣ 

wurden bei der Pyrosequenzierung in jedem Lauf Standardmischungen 

(% Mutation /  % WT: 100 /  0, 70 /  30, 50 /  50, 30 /  70, 0 /  100) mitgeführt. In 

Abbildung 27 sind die Pyrogramme der Mutationen und ihre Lage in der DNA 

dargestellt. Assays F120L und I475T werden in 5' - 3' Richtung sequenziert, die Assays 

Y131F/H und K142R, I145F in 3' - 5' Richtung. Die Sequenzen in den Pyrogrammen sind 

folgendermaßen zu lesen: 

 

F120L:  WT Sequenz:  5' - TTGAGTTGA - 3' 

Mutation:  5' - TTAAGTTGA - 3' 

Y131H:  WT Sequenz:  3' - TAGACATA - 5' 

Mutation:  3' - TGGACTA - 5' 

Y131F:  WT, Sequenz:  3' - TAGACTA - 5' 

Mutation:  3' - AAGACTA - 5' 

K142R, I145F:  WT K142R, Mutation I145F:  3' - AAGAACTTTTTCT - 5' 

 Mutation K142R, WT I145:  3' - ATGAACTTTCTCTG - 5' 

I475T:  WT Sequenz:  5' - GTATCGGA - 3' 

Mutation:  5' - GTACCGGA - 3' 
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Abbildung 27: Punktmutationen im cyp51 von P. pachyrhizi. Die Punktmutationen sind entsprechend 
ihrer Position in der DNA als Pyrogramme dargestellt. 
Die differenzierenden Bereiche sind gelb hinterlegt. Die WT-Sequenz an der Position zeichnet sich durch 
die Basenabfolge TTGAGTTGA aus, während die Mutation durch TTAAGTTGA kodiert wird. Die 
Sequenzabfolge der anderen Mutationen lautet wie folgt: WT Y131: TAGACATA bzw. TAGACTA, H131: 
TGGACTA und F131: AAGACTA; WT K142, Mutation F145: AAGAACTTTTTCT, Mutation R142, WT I145: 
ATGAACTTTCTCTG; WT I475: GTATCGGA, Mutation T475: GTACCGGA. Die Assays Y131F/H und K142R, 
I145F werden von 3' nach 5' sequenziert. 

 

In Tabelle 23 sind die relativen Häufigkeiten der cyp51 Punktmutationen sowohl auf 

DNA- als auch auf cDNA-Ebene angegeben. Die Anteile der Mutationen unterscheiden 

sich zwischen DNA und cDNA zugunsten höherer Werte für in der cDNA. Die relativen 

Häufigkeiten liegen bei 33 ± 2,8 % (Mittelwert ± Standardabweichung) bzw. 50 ± 3,1 % 

in der DNA und bei 49 ± 7,9 %, 65 ± 2,4 %, 75 ± 3,2 %, 86 ± 3,1 % und 95 ± 2,8 % in der 

cDNA. Im Vorkommen der Mutationen ist ein deutliches Muster erkennbar. Außer der 

Mutation I145F wurden alle Mutationen in Kombinationen gefunden: die Mutationen 

F120L und Y131H sowie die Mutationen K142R und Y131F bzw. I475T und Y131F sind 

miteinander kombiniert. Die Kombinationen F120L und Y131H sowie die Kombination 

K142R und Y131F haben z. T. jeweils ähnliche relative Häufigkeiten, die bei der DNA bei 

32 ± 2,4 % und bei der cDNA bei 91 ± 5,5 % liegen. Daneben weist die Kombination 

K142R und Y131F Häufigkeiten in der cDNA von 69 ± 5,4 % auf. Die Kombination von 

I475T und Y131F hat relative Häufigkeiten von 50 ± 3,8 % (DNA) bzw. 76 ± 7 % (cDNA). 

Die Mutation I145F hingegen tritt alleine in einer relativen Häufigkeit von 48 ± 1,5 % in 

der DNA bzw. 67 ± 6,9 % in der cDNA auf, wobei das Isolat 56 mit 77 % relativer 
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Häufigkeit in der cDNA und Werten unterhalb der Nachweisgrenze (< 10 %) in der DNA 

eine Fehlmessung darstellt. Abweichungen der Mittelwerte von 35 bzw. 17 % zeigen 

die Isolate 26 und 92 in der cDNA, während das Isolat 67 um 10 % bei Analysen der 

DNA abweicht. Die Isolate 2 und 43 unterscheiden sich von den anderen Isolaten mit 

relativen Häufigkeiten der I145F unterhalb der Nachweisgrenze in der DNA bzw. 14 

und 25 % in der cDNA. Neben dem Referenz-Hausstamm sind der Taiwanstamm und 

die Isolate 7, 8, 53, 57 ς 60, 79 ς 81 und 91 ohne Mutation. 

 

 

Tabelle 23: Relative Häufigkeit der Mutationen F120L, Y131H, Y131F, K142R, I145F und I475T im cyp51 
der P. pachyrhizi DNA bzw. cDNA. 
Die Mutationsanalyse mittels Pyrosequenzierung zeigt z.T. unterschiedliche Werte bei DNA und cDNA. 
Die Anteile der Mutationen liegen bei im Mittel bei 33 ± 2,8 % (Mittelwert ± Standardabweichung) bzw. 
50 ± 3,1 % in der DNA. Die cDNA weist die gleichen Mutationen wie die DNA auf, allerdings sind die 
Häufigkeiten in der Regel höher (49 ± 7,9 %, 65 ± 2,4 %; 75 ± 3,2 %; 86 ± 3,1 %; 95 ± 2,8 %). Die 
Mutationen treten jeweils in Kombinationen auf: F120L + Y131H, K142R + Y131F und I475T + Y131F. 
I145F kommt alleine vor. Die Nachweisgrenze des Pyrosequenzierens liegt bei 10 %, die empirisch 
ermittelte Nachweisgenauigkeit bei 5 %. 
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HS 2 2 2 4 3 3 0 0 2 1 4 4 

T 0 1 0 3 0 2 1 1 0 1 4 4 

1 2 2 2 5 2 3 0 1 50 66 4 5 

2 2 1 2 4 2 3 0 2 2 14 3 5 

3 33 88 32 93 0 0 1 2 1 2 5 6 

4 35 89 34 97 0 0 0 2 0 1 3 5 

5 29 83 35 99 0 0 0 2 2 0 3 4 

6 34 94 31 87 0 0 2 2 3 1 3 5 

7 1 1 1 3 0 2 0 1 1 1 3 5 

8 2 1 2 4 2 3 0 2 3 1 5 4 

9 2 1 0 0 34 73 36 79 1 2 5 5 

12 2 3 0 0 34 64 36 68 1 1 3 4 

13 33 89 33 98 0 0 1 1 1 1 4 4 

24 3 1 2 4 3 2 0 1 48 66 4 4 

26 4 2 0 0 55 42 1 2 3 2 50 40 

27 1 1 0 0 55 78 0 0 1 0 54 72 

28 0 1 0 0 51 85 2 1 0 0 52 82 
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34 0 0 0 0 32 88 35 81 1 0 4 5 

35 34 91 33 95 0 0 4 2 3 4 3 4 

37 36 91 32 98 0 0 3 2 3 1 5 4 

43 2 1 3 8 3 3 0 2 3 25 4 5 

48 34 89 33 95 0 0 2 2 1 1 5 5 

49 3 2 1 8 2 3 0 3 50 65 5 3 

50 1 1 2 5 1 2 0 2 50 57 4 5 

53 2 1 3 6 1 3 0 0 2 0 4 4 

54 2 3 2 1 2 1 0 2 47 71 5 5 

G-54 3 2 2 6 3 4 0 1 47 79 5 5 

56 4 2 2 3 0 4 0 1 2 77 4 5 

57 3 3 1 0 2 1 1 1 0 2 4 3 

58 2 1 3 5 3 3 0 2 3 1 4 5 

59 2 0 3 7 1 5 0 1 1 0 5 4 

60 2 1 2 3 1 2 1 1 0 1 5 2 

62 4 2 0 0 33 66 37 59 1 1 4 3 

63 1 2 0 0 33 72 34 77 0 2 6 5 

66 1 2 0 0 33 72 34 69 2 2 5 6 

67 0 2 0 0 43 81 1 2 0 0 45 80 

71 32 88 34 95 0 0 0 2 2 1 6 4 

72 31 89 30 96 0 0 0 1 1 1 6 5 

73 32 89 32 98 0 0 1 2 1 1 6 5 

77 2 2 3 5 0 2 0 2 47 65 5 4 

78 3 2 1 3 2 2 1 2 48 64 4 2 

79 2 1 3 1 2 2 0 2 2 1 6 3 

80 4 1 3 6 2 6 0 1 0 1 5 5 

81 1 1 2 2 2 3 1 2 2 1 5 5 

82 1 1 0 0 52 70 0 2 0 1 49 61 

83 2 2 0 0 52 74 2 5 0 0 47 76 

84 34 88 32 100 0 0 0 2 1 0 4 5 

91 3 1 3 1 2 1 0 1 2 1 5 4 

92 30 72 36 76 0 0 0 2 2 0 4 3 

 



Ergebnisse 

 

 95 

Das Vorhandensein der Mutationen korreliert mit der Sensitivität von P. pachyrhizi 

gegenüber DMIs. Die Verteilung der Sensitivität der P. pachyrhizi Isolate gegenüber 

Cyproconazol, Epoxiconazol, Metconazol und Tebuconazol ist in Abbildung 28 bzw. 

Abbildung 29 dargestellt. In diesen und folgenden Abbildungen ist zusätzlich die 

Expression des cyp51 qualitativ (ja /  nein) aufgeführt. Isolate mit der I145F Mutation (n 

= 8) streuen in einem Bereich von 0,316 bis 3,51 ppm, wobei die Streuung bei 

Cyproconazol am kleinsten und bei Tebuconazol am größten ausfällt. Abgesehen von 

einem Isolat (Isolat 3, Abbildung 29) haben Isolate mit F120L + Y131H Mutationen (n = 

10) höhere ED50-Werte (1,29 ς җ 10 ppm) als Isolate mit I145F Mutation bei 

Epoxiconazol, Metconazol und Tebuconazol. Bei Cyproconazol streuen die Werte 

zwischen 0,056 und җ 10 ppm. Die höchsten ED50-Werte und die kleinste Streuung, 

haben die Isolate, die die Mutationen K142R + Y131F tragen (n = 5), deren ED50-Werte 

zwischen 2,15 und җ 10 ppm liegen. Isolate mit I475T + Y131F Mutationen (n = 6) 

liegen mit ED50-Werten zwischen 1,39 und җ 10 ppm je nach Wirkstoff zwischen denen 

der I145F und F120L + Y131H Mutationen (Epoxiconazol) bzw. in der gleichen Höhe wie 

die Isolate mit F120L + Y131H Mutationen (Cyproconazol, Metconazol, Tebuconazol). 

Die Isolate mit WT-Sequenz (n = 11) weisen ED50-Werte zwischen Җ 0,01 und 1,65 ppm 

auf, wobei ED50-Werte җ 0,1 ppm jeweils mit einer Überexpression verbunden sind. 

Ausnahmen bilden das Isolat 79 mit WT-Expression und ED50-Werten > 0,234 ppm 

sowie der Taiwanstamm mit WT-Expression und einem ED50-Wert von 0,171 ppm bei 

Tebuconazol. Trotz der ähnlichen Verteilung der Mutationen bei allen getesteten 

Wirkstoffen, sind Unterschiede in der Wirksamkeit der getesteten DMI gegenüber 

P. pachyrhizi vorhanden (Abbildung 29). Epoxiconazol hat mit zwei Isolaten, die ED50-

Werte җ 10 aufweisen, noch die beste Wirksamkeit, gefolgt von Cyproconazol (7 

Isolate), Metconazol (11 Isolate) und Tebuconazol (17 Isolate). 
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Abbildung 28: Verteilung der Sensitivität von P. pachyrhizi Isolaten gegenüber DMIs, gruppiert nach 
Mutationen. 
Den verschiedenen Mutationen entsprechend, können den Isolaten bestimmte Spannbreiten 
zugeordnet werden, in denen die ED50-Werte liegen. Dabei ergeben sich für die Wirkstoffe Cyproconazol 
(A), Epoxiconazol (B), Metconazol (C) und Tebuconazol (D) ähnliche Muster: WT-Sequenzen ohne cyp51 
Überexpression (dunkelblau, cyp51-überexprimierende Isolate sind hellblau gekennzeichnet) haben die 
geringsten ED50-Werte, gefolgt von Isolaten mit I145F Mutation. Die anderen Mutationskombinationen 
haben in der Regel höhere ED50-Werte (Ausnahme: Y131H + F120L Mutationen bei Cyproconazol). Die 
höchsten ED50-Werte werden bei den Isolaten, bei denen Mutationen und Überexpression kombiniert 
sind, gefunden. Überexprimierte WT-Sequenzen führen zwar zu erhöhten ED50-Werten, allerdings liegen 
diese in den meisten Fällen unterhalb der ED50-Werte, die durch Mutationen erreicht werden. Isolate 
mit WT-Sequenz und ohne cyp51-Überexpression (inklusive Hausstamm (orange) und Taiwanstamm (rot) 
haben in der Regel ED50-Werte Җ 0,1 ppm. 
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Abbildung 29: Sensitivität P. pachyrhizi Isolaten gegenüber den DMIs Cyproconazol (A), Epoxiconazol 
(B), Metconazol (C) und Tebuconazol (D). 
Die Isolate wurden nach aufsteigenden ED50-Werten gegenüber den Wirkstoffen sortiert. Durch 
verschiedene Farben, die die unterschiedlichen Mutationen bzw. Kombinationen von Mutationen 
kodieren, ist die Verteilung der Mutationen dargestellt. Isolate mit einer cyp51-Überexpression sind mit 
Sternchen gekennzeichnet. 
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Wie in Abbildung 30 dargestellt, weisen Isolate mit cyp51-Mutation erhöhte Werte in 

der cyp51-Expression auf. Außer bei dem Haplotypen I475T + Y131F, liegen die 

Mittelwerte stehts oberhalb der Überexpressionsgrenze. Eine Überexpression dieses 

Haplotypen wurde in der vorliegenden Arbeit nie beobachtet (siehe Abbildung 28 bzw. 

Abbildung 29). Dahingegen wurde der Haplotyp F120L + Y131H immer mit einer 

Überexpression gefunden. Mit einem Mittelwert von 5,8 besteht eine deutliche 

Differenz zwischen den adaptierten WT-Haplotypen und den sensitiven WT-

Haplotypen (Mittelwert: 0,7). Die Spannweite der adaptierten WT-Haplotypen reicht 

von einer Expression von 1,2 bis zu 10,2. Die Haplotypen I145F (Spannweite 1,5 ς 7,3), 

F120L + Y131H (4,6 ς 9,5) und K142R + I145F (2,2 ς 4,2) liegen innerhalb dieses 

Bereiches, während der I475T + Y131F Haplotyp (0,8 ς 1,9) geringfügig außerhalb 

dieser Spannweite ist. Im Unterschied dazu haben die sensitiven WT-Haplotypen 

haben eine Spannweite der cyp51-Expression von 0,5 ς 1,0. Eine Korrelation zwischen 

dem Auftreten einer Mutation und der Höhe der cyp51-Expression besteht nicht. 

 

Abbildung 30: Box-Whisker-Plot Darstellung der relativen Expression des cyp51 und den cyp51-
Haplotypen (nges. = 48). 
Der WT wurde in sensitiv (n = 5) und adaptiert (n = 10) unterteilt. Die Mittelwerte der Haplotypen I145F 
(n = 6), F120L + Y131H (n = 13), K142R + Y131F (n = 6) liegen oberhalb der Überexpressionsgrenze 
(gekennzeichnet durch die gestrichtelte Linie). Im Vergleich zum WT-sens., ist der Mittelwert des I475T-
Haplotypen (n = 6) leicht erhöht, liegt allerdings unterhalb der Überexpressionsgrenze. 
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Die Expression des cyp51 konnte nur von einer Auswahl an P. pachyrhizi Isolaten 

untersucht werden (insgesamt 48 Isolate, von denen 8 nicht Fungizid-getestet wurden). 

Um eine größere Stichprobenanzahl zu erhalten, wurden alle in der vorliegenden 

Arbeit gewonnenen Isolate auf die Mutationen F120L, Y131F/H, K142R, I145F und 

I475T mittels Pyrosequenzierung analysiert (für die Werte siehe Anhang A). Aufgrund 

der Herkunft der Proben können Rückschlüsse auf die geographische Verteilung der 

Mutationen und der Expression des cyp51 gezogen werden (Abbildung 31). Der größte 

und damit repräsentativste Anteil der Isolate stammt aus Campinas (n = 10), Santo 

Antônio de Posse (n = 12), Rio Verde (n = 20) und Senador Canedo (n = 30). Diese Orte 

haben gemeinsam, dass, abgesehen von der Mutation K142R, alle Mutationen sowie 

unterschiedliche cyp51 Expressionen (sofern untersucht) vertreten sind. 

 

 

Abbildung 31: Geographische Verteilung der Mutationen und Expression des cyp51 in P. pachyrhizi in 
Brasilien. 
Jedes Symbol ist stellvertretend für ein Isolat (n = 88). Die verschiedenen Farben kodieren die 
verschiedenen Kombinationen der Mutationen, während durch die Formen die Expression des cyp51 
dargestellt ist. Kreise bedeuten, dass ein Isolat sowohl Mutation(en) aufweist, als auch überexprimiert. 
Dreiecke repräsentieren die jeweilige Mutation(en) ohne Überexpression, während die Expression von 
den Isolaten, die durch Quadrate dargestellt sind, nicht untersucht wurde. 
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4.3.4 Untersuchungen zur Kopienzahl des cyp51 

4.3.4.1 DNA Walking 

Ziel des DNA Walkings ist es, flankierende Bereiche bekannter Sequenzen zu 

amplifizieren und zu sequenzieren. Dazu werden hintereinander drei PCR durchgeführt 

und anschließend nach der dritten PCR die PCR-Produkte gelelektrophoretisch 

aufgetrennt (Abbildung 32). Die beschrifteten Banden wurden ausgeschnitten, 

aufgereinigt, kloniert und sequenziert. Da neben den Annealing Control Primern (ACP) 

auch Target-spezifische Primer verwendet werden, ist die Mindestlänge des DNA-

Fragmentes bekannt; in diesem Fall muss das PCR-Produkt mindestens eine Größe von 

254 bp haben. 

 

  

Abbildung 32: Gelelektrophoretische Auftrennung nach der dritten DNA Walking PCR (DW3). 
Die Bezeichnungen ACP1 ς ACP4 entsprechen den eingesetzten Annealing Control Primern (ACP) von 
den Reaktionsansätzen der ersten DW PCR. Von jedem Reaktionsansatz wurde eine Negativkontrolle 
(NTC) gemacht, die nach der jeweiligen PCR bezeichnet wurde (DW1, NTC 1 ς 4: Negativkontrollen der 
ersten PCR, DW2, NTC: Negativkontrolle der zweiten PCR, DW3, NTC: Negativkontrolle der dritten PCR). 
Die dritte PCR wurde mit unterschiedlichen Annealing Temperaturen durchgeführt: links: 65 °C, rechts: 
60 °C. Die beschrifteten Banden a bis f wurden ausgeschnitten, kloniert und sequenziert. 

 

Wie ein Alignment der klonierten PCR-Produkte a und c mit der cyp51 Sequenz 

bestätigt, konnten ca 340 bp vor dem 5' Ende des cyp51 hinzugewonnen werden 

(Abbildung 33). Die restlichen Basenpaare der Sequenzierung wurden durch BLAST als 

pJet1.2 Vektor bzw. E. coli identifiziert. Wie auf den Gelbildern des DW3 (Abbildung 32) 

zu erkennen, stammen die Klone a und c von homologen Banden. Die Klone b und e 

konnten zwar durch BLAST als nicht annotierte P. pachyrhizi Sequenzen identifiziert 

werden, allerdings war ein Alignment mit cyp51 nicht möglich. Die Klone d und f 
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konnten ebenfalls nicht mit P. pachyrhizi cyp51 alignt werden und konnten auch 

keinem Organismus durch BLAST eindeutig zugeordnet werden. Die Ergebnisse des 

DNA Walkings sprechen für eine cyp51-Genkopie im Genom, die Ergebnisse der 

Hausstamm-Sequenzierungen (4.3.1) und des Pyrosequenzierens (4.3.2) sprechen für 

mehrere Kopien (mindestens zwei). Um die Frage zu klären, wurden weitere Versuche 

mit verschiedenen Techniken (qPCR, Sequenzierungen, Southern Blot) durchgeführt. 
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Abbildung 33: ClustalW Alignment der Sequenzen des DNA Walkings mit dem cyp51 DNA Fragment. 
Die Klone der PCR-Produkte a (DW a-1 ς 3) und c (DW c-1 ς 3) sind bis auf wenige Ausnahmen 
zueinander identisch und können ab dem Nukleotid an Position 343 mit dem cyp51 Fragment alignt 
werden. Die Nukleotide 1 bis 343 wurden durch DNA Walking am 5' Ende des cyp51 hinzugewonnen. 
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4.3.4.2 qPCR 

Durch die delta ct (ɲct) Methode können relative Unterschiede zwischen zwei 

Templates ermittelt werden (Livak und Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001)Φ !ƭǎ αǘƘǊŜǎƘƻƭŘ 

ŎȅŎƭŜά όŎǘύ ǿƛǊŘ ŘŜǊ ǉt/w ½ȅƪƭǳǎ ōŜȊŜƛŎƘƴŜǘΣ ŀō ŘŜƳ ŘƛŜ CƭǳƻǊŜǎȊŜƴȊ ŘŜƴ 

Schwellenwert des Hintergrundrauschens überschreitet. Der Vergleich des ct-Wertes 

des cyp51 mit anderen Referenzgenen führt zu einem ɲct-Wert mit dem relativ 

quantifiziert werden kann, wie häufig das cyp51 im Vergleich zu einem Referenzgen in 

der DNA vorkommt. Als Referenzgene wurden die Gene aktin, -htubulin und gapdh, 

sowie die Gene sdhb, sdhc, sdhd und cyt b gewählt, wobei cyt b als mitochondriales 

Gen eine interne Kontrolle der Methode darstellte. 

Die Effizienz der qPCR wurde für jedes Gen in drei unabhängigen Läufen durch 

Standardkurven ermittelt. Für die Normalisierung der Referenzgen-ct-Werte mit cyp51 

wurden Effizienz-Mittelwerte verwendet. Die Box-Whisker-Plot Darstellung (Abbildung 

34) zeigt, dass die ɲct-Werte (ct cyp51 ς ct Referenzgen) mit Ausnahme des cyt b 

zwischen -0,7 und 1,7 liegen. Entspricht ɲct-Wert dem Wert 1 bedeutet dies eine 

Verdoppelung des Templates, in dem Fall der relativen Kopienzahl. Die relative 

Kopienzahl wird durch die Formel 2-ɲct berechnet. Negative ɲct-Werte der Gene aktin 

und sdhc lassen darauf schließen, dass höhere Kopienzahlen dieser Gene im Vergleich 

zum cyp51 vorhanden sind. Die relativen Kopienzahlen der Referenzgene bei einer 

cyp51-Kopie sind in Tabelle 24 gezeigt. Aufgrund von Schwankungen der ct-Werte ist 

neben den Mittelwerten zusätzlich das 25 % bzw. 75 % Quantil angegeben. Die 

relativen Kopienzahlen aller Gene außer des -htubulins schwanken um weniger als eine 

Kopie. Wie auch in Abbildung 34 ersichtlich, ist die Spannweite des h-tubulin größer als 

1, d.h. die relative Kopienzahl schwankt um bis zu zwei Kopien. Das cyt b hat im 

Vergleich zu den anderen Genen deutlich geringere ct-Werte und weist somit deutlich 

höhere relative Kopienzahlen im Vergleich zum cyp51 auf, was aufgrund seiner 

mitochondrialen Vererbung zu erwarten war (Tabelle 24). 
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Abbildung 34: Box-Whisker-Plot Darstellung der ɲct-Werte des cyp51 und der Referenzegene. 
Ct-Werte wurden mit qPCR Effizienzen normalisiert und ɲct (ct cyp51 ς ct Referenzgen) berechnet. Die 
Box spiegelt 50 % der Daten wieder, die Whisker 90 %. Negative ɲct-²ŜǊǘŜ ōŜŘŜǳǘŜƴΣ Řŀǎǎ αƳŜƘǊ 
Referenzgen als cyp51ά ǾƻǊƘŀƴŘŜƴ ƛǎǘΣ ǇƻǎƛǘƛǾŜ ɲct-²ŜǊǘŜ ōŜŘŜǳǘŜƴΣ Řŀǎǎ αƳŜƘǊ cyp51 als 
wŜŦŜǊŜƴȊƎŜƴά ǾƻǊƘŀƴŘŜƴ ƛǎǘΦ 5ŜǊ «ōŜǊǎƛŎƘǘ ƘŀƭōŜǊ ǿǳǊŘŜ ŘŜǊ aŜŘƛŀƴ ƴƛŎƘǘ ŜƛƴƎŜȊŜƛŎƘƴŜǘΦ 

 

Tabelle 24: Relative Kopienzahl der Referenzgene im Vergleich zum cyp51. 
Ausgehend von den normalisierten ɲct-Werten (Effizienz-korrigiert) wurden die relativen Kopienzahlen 
im Verhältnis zum cyp51 durch die Formel 2

-ɲɲŎǘ
 berechnet. Zusätzlich wurde die relative Kopienzahl der 

Referenzgene des 25 % bzw. 75 % Quantils gegenüber des cyp51 ermittelt, um Schwankungen der 
relativen Anzahl zu erfassen. 

Gen ɲct Relative Kopienzahl 
Relative Kopienzahl: 25 % Quantil 

75 % Quantil 

cyp51 0,0 1,0 
1,0 

1,0 

aktin -1,3 2,4 
2,3 

2,7 

-htubulin 1,7 0,3 
0,2 

0,5 

gapdh 0,0 1,0 
0,8 

1,2 

sdhb 0,5 0,7 
0,6 

0,8 

sdhc -0,7 1,6 
1,4 

1,9 

sdhd 0,4 0,8 
0,6 

1,0 

cyt b -9,1 541,0 
482,9 

621,3 

 

4.3.4.3 Sequenzierung von Einzelsporenisolaten 

Einzelsporenisolate haben ihren Ursprung in einer Spore. Die Intention der 

Sequenzierung des cyp51 von Einzelsporenisolaten war es, Rückschlüsse auf die 
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Kopienzahl des cyp51 aufgrund der Anzahl bzw. der Verhältnisse von verschiedenen 

cyp51 Haplotypen zueinander zu ziehen. Daher wurde das cyp51 der DNA der 

Einzelsporenisolate ES2 und ES3 amplifiziert, kloniert und 42 bzw. 44 Klone sequenziert. 

Ein ClustalW Alignment der ES2 Klone bzw. ES3 Klone führte zu fünf bzw. sieben 

verschiedenen Haplotypen, die sich an den Nukleotidpositionen 589, 689, 1161 und 

1326 unterschieden (Tabelle 25, Ausschnitte der Aligment sind im Anhang B zu finden). 

Die dominierenden Haplotypen 589C + 689A + 1161G + 1326C (G-A-G-C) und 589T + 

689G + 1161A + 1326T (T-G-A-T) treten beim Isolat ES2 im Verhältnis 1:2 und beim 

Isolat ES3 im Verhältnis 3:4 auf. Insgesamt entsprechen diese Haplotypen 91 % bzw. 

79 % aller Klone. Die Haplotypen C-A-A-T, C-G-A-T und T-G-G-C bzw. C-A-A-T, T-G-G-C, 

T-G-A-C, T-A-G-T und T-A-G-C sind mit Anteilen von 2 bis 9 % nur geringfügig vertreten. 

Ausgehend von den vorherrschenden Haplotypen und unter der Annahme, dass beide 

Zellkerne die gleiche Anzahl an cyp51-Kopien tragen und diese bei beiden Kernen 

identische Sequenzen aufweisen, liegt die Kopienzahl pro Kern bei mindestens drei 

(ES2) bzw. vier (ES3). Diese Hypothese erklärt allerdings nicht die zusätzlichen 

Haplotypen. Eine sichere Aussage bezüglich der cyp51-Kopienzahl kann durch diese 

Methode nicht getroffen werden. 

 

Tabelle 25: Haplotypen der sequenzierten Einzelsporenisolate. 
Die differenzierenden Nukleotide (Positionen 589, 689, 1161 und 1326) der Haplotypen in der DNA sind 
aufgeführt. 91 % aller Klone des Isolates ES2 weisen die Haplotypen 589C + 689A + 1161G + 1326C (C-A-
G-C) und 589T + 689G + 1161A + 1326T (T-G-A-T) im Verhältnis 1:2 auf. Die gleichen Haplotypen treten 
in 79 % aller Sequenzierungen des ES3 Isolates im Verhältnis 2:3 auf. 

Isolat 
Anzahl der Sequenzen mit 

gleichem Haplotypen 
589 689 1161 1326 

ES2 

26 (= 62 %) C A G C 

2 (= 5 %) C A A T 

1 (= 2 %) C G A T 

1 (=2 %) T G G C 

12 (=29 %) T G A T 

ES3 

20 (= 45 %) C A G C 

2 (= 5 %) C A A T 

4 (= 9 %) T G G C 

15 (= 34 %) T G A T 

1 (= 2 %) T G A C 

1 (= 2 %) T A G T 

1 (= 2 %) T A G C 
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4.3.4.4 Southern Blot 

Nachdem keine der oben beschriebenen Methoden ein eindeutiges Ergebnis lieferte, 

wurde ein Southern Blot zur Ermittlung der cyp51-Kopienzahl durchgeführt. Zur 

Sondenmarkierung mit Digoxigenin (DIG) wurden zwei Methoden verwendet: zum 

einen durch Inkorporation von DIG-Desoxyuridintriphosphat (dUTP) mittels PCR und 

zum anderen durch unspezifische, DIG-11-dUTP markierte Oligonukleotide, die sich an 

einzelsträngige DNA anlagern und als Primer für die Amplifikation mittels einem 

Klenow-Enzym dienen. Von beiden Methoden wurden jeweils zwei Sonden 

unterschiedlicher Länge hergestellt (Sonde 1: 473 bp, Sonde 2: 877 bp), die nach den 

vom Hersteller empfohlenen Vorschriften auf ihre Sensitivität überprüft wurden 

(Gelelektrophoretische Auftrennung für die PCR-markierte Sonde bzw. Dot Blot für die 

Markierung mit unspezifischen Oligonukleotiden). Zusätzlich wurden Dot Blots 

durchgeführt, mit denen neben der Sondensensitivität unterschiedliche Stringenz-

Waschschritte und das Hintergrundverhalten analysiert wurden. Aufgrund der 

Ergebnisse, fiel die Entscheidung auf die PCR-markierten Sonden sowie den 

Waschschritten, wie sie in 3.7.10.4 Durchführung erläutert wurden. 

In einem Southern Blot mit einer Verdünnungsreihe der unmarkierten PCR-Produkte 

der Sonden 1 und 2 wurde zum einen die Sondensensitivität quantifiziert, als auch eine 

Positivkontrolle generiert, die im Southern Blot mit genomischer DNA ein Signal 

produziert, das ähnlich der zu erwartenden Stärke des Signals der Genkopien ist 

(Abbildung 35). Der Blot wurde zunächst mit der DIG PCR markierten Sonde 1 

hybridisiert, anschließend gestrippt und dann mit der DIG PCR markierten Sonde 2 

hybridisiert. Während auf dem Gelbild neben der 1 kb Leiter und dem schwachen DIG 

Marker keine Banden zu erkennen sind, sind auf den Blotbildern jeweils zwei Banden 

vorhanden. Diese konnten durch Größenvergleich mit der 1 kb Leiter als PCR Produkte 

der Sonden 1 und 2 identifiziert werden. In den nachfolgenden Southern Blots wurde 

jeweils 10 µl der 4 x 10-7 Verdünnung als Positivkontrolle aufgetragen. 

In der schematischen Darstellung des cyp51 ist die Lage der Sonden sowie die der 

Restriktionsenzyme für den Verdau genomischer DNA eingezeichnet (Abbildung 35). 

Das Enzym PstI schneidet nur die Sonde 2 während die Sonde 1 von den Enzymen BglII 

und XbaI geschnitten wird. Eine Hybridisierung mit der Sonde 1 hat zur Folge, dass in 
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der Spur von BglII und XbaI doppelt so viele Banden vorhanden sind, wie in den Spuren 

nach dem Verdau mit den anderen Enzymen. Eine Hybridisierung der Sonde 2 führt zu 

der gleichen Anzahl an Banden bei den Enzymen EcoRI, EcoRV, BamHI, BglII und XbaI 

wie cyp51-Kopien vorhanden sind, während durch den Verdau mit PstI doppelt so viele 

Banden vorhanden sein sollten. BamHI und EcoRV schneiden zwar das cyp51, 

allerdings keine der Sonden. Durch den Doppelverdau mit BamHI und EcoRV ist eine 

Bande zu erwarten, die eine Größe von 1264 bp hat. Neben diesen Enzymen wurde 

zusätzlich EcoRI verwendet, welches keine Schnittstelle im cyp51 aufweist und somit 

ebenfalls zu genauso vielen Banden wie cyp51-Kopien führt. 

 

 

Abbildung 35: Southern Blot zur Ermittlung der Sondensensitivität der PCR-DIG-markierten Sonden 1 
(Mitte) und 2 (rechts). 
Zur Ermittlung der Sondensensitivität wurde ein Southern Blot mit einer Verdünnungsreihe der 
Positivkontrolle (unmarkierte Sonden PCR-Produkte) durchgeführt. Auf dem Gelbild (ganz links) waren 
keine Banden außer der Leiter und dem DIG Marker (nur schwach erkennbar) zu sehen. Nach der 
Hybridisierung sowohl mit Sonde 1 (mittlere Abbildung) als auch mit Sonde 2 (ganz rechts) wurden 
jeweils zwei Banden detektiert. Die Lage (473 bp und 877 bp) der Sonden im Gelbild bzw. in den 
Blotbildern ist durch orangefarbene Linien ungefähr dargestellt (die Linien wurden bewusst etwas nach 
unten verschoben, damit die Banden nicht durch die Linien verdeckt werden). Auf diese Weise konnten 
die Banden als PCR-Produkte der Sonde 1 und 2 identifiziert werden. Die DIG-markierten Sonden zur 
Hybridisierung des Blots wurden durch PCR hergestellt. Oberhalb des Gel- bzw. der Blotbilder ist die 
Lage der Sonden in der cyp51 DNA schematisch dargestellt; die Sonden überschneiden sich um 356 bp. 
Die Sonde 1 wird von den Enzymen BglII und XbaI geschnitten, die Sonde 2 von dem Enzym PstI. Die 
Enzyme BamHI und EcoRV schneiden zwar das cyp51, allerdings keine der Sonden. Neben den 
genannten Enzymen wurde zusätzlich EcoRI verwendet, welches keine Schnittstelle im cyp51 besitzt. 

 

Die Abbildung 36 und Abbildung 37 spiegeln stellvertretend für sieben 

Wiederholungen das Ergebnis der Southern Blot Analysen zur Ermittlung der cyp51-

Kopienzahl wider. Mit der Southern Blot Methode wurde der Hausstamm und der 
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Taiwanstamm sowie das Isolat 58 untersucht. Nach dem Verdau genomischer DNA mit 

den Enzymen EcoRI, EcoRV, BamHI, EcoRV + BamHI, XbaI, PstI und BglII und einer 

gelelektrophoretischen Auftrennung, wurden die DNA-Fragmente auf eine positiv 

geladene Nylonmembran geblottet. Einerseits wurde mit einer 877 bp DIG-markierten 

PCR Sonde (Sonde 2, Abbildung 36), andererseits mit einer 473 bp großen Sonde 

(Sonde 1, Abbildung 37) hybridisiert. Nach einer chemiluminiszenten Detektion wurde 

die Extinktion an die Signalstärke der DNA-Fragmente nach den Verdaureaktionen 

angepasst. Im Fragmentlängenvergleich mit dem DIG Marker ergibt sich sowohl für die 

PCR-Produkte als auch für den Doppelverdau EcoRV + BamHI die erwarteten 

Fragmentlängen von 473 und 877 bp bzw. 1264 bp. Zudem zeigen beide Blots das 

gleiche Bandenmuster nach dem Verdau der DNA mit EcoRI, EcoRV und BamHI: die 

Spuren weisen Doppelbanden zwischen 3530 und ca. 6000 bp auf. Das Bandenmuster 

nach Verdau mit XbaI, PstI und BglII unterscheidet sich insofern, als dass je nach 

Hybridisierungssonde zwei zusätzliche Banden vorhanden sind: der Verdau mit PstI 

führt zu vier Banden und der Verdau mit XbaI zu zwei Banden nach Hybridisierung mit 

Sonde 2 (Abbildung 36). Obwohl die Schnittstelle des Enzyms BglII in der Sonde 2 liegt, 

sind in der Spur des Verdaus mit BglII nur zwei Banden vorhanden. Im Gegensatz dazu 

führt der Verdau mit BglII nach Hybridisierung mit Sonde 1 zu vier Banden (von denen 

zwei nur sehr schwach erkennbar sind, in der Abbildung 37 sind diese durch 

Pfeilspitzen hervorgehoben), während der Verdau mit XbaI und PstI zu zwei Banden 

führt. Die Bandenanzahl der Southern Blots nach zur Folge, besitzt P. pachyrhizi zwei 

cyp51-Kopien im Genom. 
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Abbildung 36: Southern Blot (1) zur Ermittlung der cyp51-Kopienzahl. 
Die DNA vom Hausstamm (HS) und vom Taiwanstamm (T) wurden mit den Enzymen EcoRI, EcoRV, 
BamHI, EcoRV + BamHI, XbaI, PstI und BglII verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch einen 
Kapillartransfer auf eine Nylonmembran geblottet. Nach der Hybridisierung mit einer DIG-markierten 
PCR Sonde 2, erfolgte chemiluminiszente Detektion und anschließend die Extinktion. Die Belichtungszeit 
von 85 Minuten wurde an die Signalstärke der Banden des Verdaus angepasst; für den DIG Marker war 
diese Zeit zu lange. Die Zuordnung der Fragmentlängen erfolgte daher anhand der Aufnahme nach 
15 Minuten Belichtung. Aufgrund des z.T. starken Hintergrundes und verschiedener Artefakte, ist die 
Zuordnung spezifischer Banden durch Pfeilspitzen hervorgehoben. Die Kontrollen PCR-Produkte bzw. 
der Doppelverdau können durch Fragmentlängenvergleich mit dem DIG Marker als solche identifiziert 
werden. 

 

Der Southern Blot bzw. die anschließende Hybridisierung des Isolats 58 hat nicht 

funktioniert (Abbildung 37). Im Gegensatz zu der Hausstamm- bzw. Taiwanstamm-DNA 

(Abbildung 36), wurde die DNA des Isolats 58 nach der Extraktion mit dem NucleoSpin 

gDNA Clean-up (Macherey-Nagel) aufgereinigt. Diese Aufreinigung könnte zu einer 

Fragmentierung der DNA geführt haben, wodurch die schwarze Spur zu erklären wäre. 

Während die Verhältnisse von A280/260 bzw. A260/230, welche ein Maß für die 

Reinheit von Nukleinsäuren angeben, nicht auffällig waren (1,93 bzw. 1,94 vor 

Aufreinigung, 1,93 bzw. 2,14 nach Aufreinigung; im Vergleich dazu T im gleichen Blot: 

1,92 bzw. 2,08), war ein Unterschied zwischen der DNA des Taiwanstammes und des 



Ergebnisse 

 

 110 

Isolats 58 bereits auf dem Gelbild ersichtlich. Während bei T Banden zu erkennen 

waren, die auf den Verdau der mitochondrialen DNA zurückzuführen sind, waren diese 

in den Spuren des Isolats 58 nicht vorhanden (Gelbild nicht gezeigt). 

Die beiden abgebildeten Southern Blots unterscheiden sich neben unterschiedlichen 

DNA Templates durch einen Depurinierugsschritt des Agarosegels vor dem Blot. Das 

Agarosegel des Southern Blots in Abbildung 36 wurde nach der Färbung mit 

Ethidiumbromid und vor der Denaturierung einem Depurinierungsschritt unterzogen. 

Dieser wurde beim Southern Blot in Abbildung 37 übersprungen. 

 

 

Abbildung 37: Southern Blot (2) zur Ermittlung der cyp51-Kopienzahl. 
Der Taiwanstamm (T) und das Isolat 58 (58) wurden mit den Enzymen EcoRI, EcoRV, BamHI, EcoRV + 
BamHI, XbaI, PstI und BglII verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch einen Kapillartransfer 
auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit der DIG-markierten PCR Sonde 1. 
Nach der chemiluminiszenten Detektion wurde die Belichtungszeit an die Signalstärke der DNA 
Fragmente angepasst (Belichtungszeit: 45 Minuten). Die Fragmentlängen der Positivkontrollen (PCR 
Produkte und Doppelverdau) können durch Vergleich mit dem DIG Marker als solche identifiziert 
werden. Während einzelne Banden in den Spuren des Taiwanstammes zu sehen sind, zeigt das Isolat 58 
einen unspezifischen Schmier. Dieser ist auf eine mangelnde Qualität der DNA zurückzuführen. In allen 
Spuren außer dem Doppelverdau und dem Verdau mit BglII sind zwei Banden deutlich sichtbar, wobei 
die Doppelbande nach Verdau mit EcoRI (angedeutet durch Pfeilspitzen) sehr schwach ausfällt. Nach 
Verdau mit BglII sind zwei starke sowie zwei schwache Banden (angedeutet durch Pfeilspitzen) 
erkennbar.  
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4.3.5 Modellierung des CYP51 

Die Modellierungs- und Wirkstoff-Docking-Studien am CYP51 wurden von Herrn Dr. Ian 

Craig, BASF SE, durchgeführt. Als Basis für die Modellierung des P. pachyrhizi CYP51 in 

der vorliegenden Arbeit wurde das humane Modell angepasst, da eine 

Röntgenstruktur des P. pachyrhizi CYP51 nicht zur Verfügung stand. Größenangaben 

(Größe der Bindetasche, Abstände zwischen Aminosäuren bzw. Häm und Wirkstoff) 

können daher nur geschätzt werden. Bei der Simulation wurden nur die Substitutionen 

F120L, Y131F/H, K142R, I145F und I475T analysiert; Sequenzvariationen des 

Hausstammes wurden dabei nicht beachtet. Die Aminosäuren an den Positionen 120 

und 131 liegen am Rande bzw. mitten in der Bindetasche des Liganden (Abbildung 38). 

Verglichen mit dem Wildtyp führen die Mutationen L120, H131 und F131 zu 

Aminosäuren mit kleineren Seitenketten die weniger Platz einnehmen, wobei das 

Phenylalanin eine noch kleinere Aminosäure darstellt als Histidin. 

 

 

Abbildung 38: Modellierung des P. pachyrhizi CYP51 mit der Wildtyp-Sequenz (Dr. Ian Craig). 
Die Aminosäuren der Positionen 120 und 131 liegen in der Bindetasche des CYP51, in welche 
beispielhaft Epoxiconazol (türkise Struktur) modelliert wurde. Die Aminosäuren an den Positionen 142 
und 145 liegen unterhalb des Häm (grau-blaues Porphyrin-Strukturgerüst). K142 ist direkt am Häm 
gebunden. Die Aminosäure der Position I475 ist nicht eingezeichnet. 
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Im Gegensatz dazu liegen die Aminosäuren der Positionen 142, 145 und 475 nicht in 

der Bindetasche, sondern in der Nähe des Häm (Abbildung 39). Die Aminosäure an der 

Position 142 bindet direkt ans Häm, während I145 nicht kovalent gebunden ist, 

sondern van-der-Waals Wechselwirkungen ausüben kann. Während Lysin kleiner ist als 

Arginin und Threonin kleiner als Isoleucin, nimmt Phenylalanin mehr Platz ein als 

Isoleucin. Eine direkte Wechselwirkung der Aminosäure an der Position 475 auf das 

Häm ist nicht vorhanden. Durch die Nachbarschaft mit C474, welches direkt am Eisen-

Ion im Häm gebunden ist, ist allerdings eine indirekte Wechselwirkung auf das Häm 

möglich. 

 

 

Abbildung 39: Ausschnitt des Häms des CYP51 Modells von P. pachyrhizi (Dr. Ian Craig). 
In der Mitte ist die Porphyrin-Struktur des Häms dargestellt (Blickwinkel von oben auf das Häm). Die 
Aminosäure 475 liegt direkt unterhalb des Häms. Wechselwirkungen mit dem Häm können nur durch 
Beeinflussung der benachbarten Aminosäure Cystein stattfinden, welche direkt an das Eisen im Häm 
bindet. Die Aminosäuren 142 und 145 liegen unterhalb des Häms. 
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5 Diskussion 

Bereits in Asien und Afrika als bedeutender Schadorganismus mit Ernteverlusten bis zu 

85 % bekannt, erlangte P. pachyrhizi seit seiner Invasion in Südamerika im Jahr 2001 

eine zunehmende ökonomische Bedeutung (Tschanz et al., 1985; Hartman et al., 1991; 

Kawuki et al., 2003; Miles et al., 2004; Yorinori et al., 2005). Zur Bekämpfung des 

Sojabohnenrosts stellt die Behandlung mit Fungiziden, insbesondere mit Wirkstoffen 

aus den Klassen der DMIs und QoIs, meist die einzige Möglichkeit dar (Miles und 

Hartman, 2003; Yorinori et al., 2005; Miles et al., 2007; Mueller et al., 2009). Die 

Bildung, Verbreitung, Ursachen und Auswirkungen von Resistenzen gegenüber diesen 

Fungizidklassen sind für eine effektive Bekämpfungsstrategie unerlässlich. Daher 

wurde in der vorliegenden Arbeit die Sensitivität von P. pachyrhizi Isolaten 

unterschiedlicher Herkünfte aus Brasilien gegenüber DMIs und QoIs untersucht, sowie 

die zugrunde liegenden Mechanismen auf molekularbiologischem Niveau analysiert. 

 

5.1 Fungizidsensitivitätsversuche 

P. pachyrhizi befällt die Sojapflanzen im Feld ausgehend von der unteren Blattetage in 

Richtung der höher liegenden Blätter, was eine frühzeitige Diagnose erschwert (Miles 

und Hartman, 2003; Dorrance et al., 2007). Fungizidbehandlungen sollten daher zu 

einem möglichst frühem Zeitpunkt (d.h. in der frühen reproduktiven Phase der 

Sojabohne) erfolgen, bevor der Sojabohnenrost etabliert ist (Miles et al., 2007; Mueller 

et al., 2009). Überschreitet der Befall eine Höhe von 10 %, ist eine initiale 

Fungizidbehandlung nicht mehr wirtschaftlich; ab einem Befall von 20 ς 30 % können 

Fungizidbehandlungen weitere Neuinfektionen nicht mehr verhindern (Dorrance et al., 

2007). Primäres Ziel der P. pachyrhizi Bekämpfung sollte daher sein, 

Fungizidbehandlungen vor der Symptomerscheinung in den oberen Blattschichten 

durchzuführen bzw. generell eine Infektion zu vermeiden (Yang, 2007; Scherm et al., 

2009). QoIs wirken insbesondere präventiv, indem sie die Sporenkeimung und die 

Keimschlauchentwicklung effektiv hemmen (Sauter et al., 1999). DMIs besitzen durch 

ihren Wirkmechanismus (Hemmung der Sterolbiolsynthese) sowohl präventive als 

auch eradikative und kurative Wirkungsweisen (Kuck und Scheinpflug, 1986). 5ŀǎ αAnti 
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Rust Consortiumά in Brasilien empfiehlt, Fungizide entweder präventiv oder bei dem 

Auftreten der ersten Symtome zu applizieren (Godoy, 2009). Als optimalen Zeitpunkt 

einer Fungizidbehandlung, wurden daher in der vorliegenden Arbeit alle Versuche 

einen Tag präventiv durchgeführt. 

Die Sensitivität von P. pachyrhizi Isolaten gegenüber den DMIs Cyproconazol, 

Epoxiconazol, Metconazol und Tebuconazol bzw. gegenüber den QoIs Azoxystrobin 

und Pyraclostrobin ǿǳǊŘŜ ƛƴ ŘŜǊ ǾƻǊƭƛŜƎŜƴŘŜƴ !ǊōŜƛǘ ƳƛǘǘŜƭǎ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ¢Ŝǎǘ 

überpǊǸŦǘΦ α5ŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ¢Ŝǎǘǎ ƘŀōŜƴ ŘŜƴ ±ƻǊǘŜƛƭ ƎŜƎŜƴǸōŜǊ ƎŀƴȊŜƴ tŦƭŀƴȊŜƴ ƛƳ 

Gewächshaus, dass eine höhere Anzahl von Isolaten und Wirkstoffen gleichzeitig 

getestet werden kann und sie sowohl platzsparender als auch weniger arbeitsintensiv 

sind. In einer vergleichenden Studie von Feld-, Gewächshaus- ǳƴŘ αŘŜǘŀŎƘŜŘ 

ƭŜŀŦά ±ŜǊǎǳŎƘŜƴ ƪƻƴƴǘŜ ƎŜȊŜƛƎǘ ǿŜǊŘŜƴΣ Řŀǎǎ Řŀǎ ¢ŜǎǘǎȅǎǘŜƳ αŘŜǘŀŎƘŜŘ 

ƭŜŀŦά ǊŜǇǊŅǎŜƴǘŀǘƛǾ ƛǎǘ (Twizeyimana et al., 2007). 

 

5.1.1 Quinone outside Inhibitoren (QoIs) 

Die Sensitivitätsversuche der getesteten Isolate gegenüber Azoxystrobin und 

Pyraclostrobin zeigen im Median ED50-Werte von 0,41 ppm and 0,95 ppm. Der 

Hausstamm und der Taiwanstamm weisen mit 0,24 bzw 1,11 ppm ähnliche 

Sensitivitäten auf. Eine Gruppenbildung wie bei den DMIs (siehe 4.1.1 

Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs)) ist nicht möglich. 

Der P. pachyrhizi Hausstamm stammt ursprünglich aus Campinas (Brasilien) und wird 

seit 2004 im Gewächshaus gehalten. Verglichen mit den in der vorliegenden Arbeit 

gewonnenen brasilianischen Isolaten sowie dem Taiwanstamm ergibt sich für den 

Hausstamm eine ähnliche Sensitivität gegenüber Azoxystrobin und Pyraclostrobin. Das 

Verhältnis des Isolats mit dem höchsten ED50-Wertes und dem niedrigsten liegt bei 44 

für Azoxystrobin bzw. 9 für Pyraclostrobin. Diversitätsfaktoren in diesem und höheren 

Bereichen sind für sensitive Pilzpopulationen gegenüber Fungiziden üblich (Gisi et al., 

1997; Spiegel und Stammler, 2006; Stammler und Speakman, 2006). Biologische 

Variabilität sowohl auf Seiten der P. pachyrhizi Isolate als auch auf Seite der Sojabohne, 

kombiniert mit technischen Schwankungen bei der Durchführung und Evaluation der 

Versuche, können zu Variationen der ED50-Werte führen. Da die natürliche biologische 
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Variabilität abhängig vom Wirkstoff und dem Pathogen ist und z. T. große Spannweiten 

haben kann, eignen sich zur Beurteilung der natürlichen biologischen Variabilität am 

besten Studien zur Ermittlung der Baseline-Sensitivität, in denen die Sensitivität von 

Pathogenen gegenüber einem Wirkstoff untersucht werden, mit dem sie zuvor nie in 

Berührung gekommen sind (Spiegel und Stammler, 2006; Stammler und Speakman, 

2006). 

Ein weiteres Indiz dafür, dass die ED50-Werte der P. pachyrhizi Isolate der vorliegenden 

Arbeit auf die Variabilität des in vivo Testsystems und nicht auf eine erworbene 

Sensitivitätsminderung zurückzuführen sind ist, dass die ED50-Werte von Azoxystrobin 

und Pyraclostrobin nicht korrelieren. Korrelationen zwischen den ED50-Werten zweier 

Wirkstoffe lassen auf Kreuzresistenzen schließen (Chin et al., 2000). Im Fall von Qo-

Inhibitoren wurde nachgewiesen, dass Kreuzresistenzen bestehen (Chin et al., 2000; 

Chin et al., 2001; FRAC, 2005b). 

Dass die Sensitivitätsunterschiede auf natürliche Variation zurückzuführen sind, 

bestätigen des Weiteren die molekularbiologischen Analysen des cyt b (siehe 5.2.1 

Analyse des cyt b, Angriffspunkt der QoIs), bei denen keine Punktmutationen gefunden 

werden konnten. Punktmutationen in den Regionen der Aminosäuren 127 bis 147, bzw. 

275 bis 296 gelten als häufigster Resistenzmechanismus gegenüber QoIs (Gisi et al., 

2002). Die Mutation G143A führt zu hohen Resistenzfaktoren ohne dabei signifikante 

Fitnessnachteile mit sich zu führen (Gisi et al., 2000; Chin et al., 2001; Fisher und 

Meunier, 2007). Im Gegensatz dazu führen die Mutationen F129L und G137R zu 

geringeren Resistenzfaktoren und G137R-Mutanten weisen zudem Fitnessnachteile auf 

(Gisi et al., 2002; Fisher und Meunier, 2007). Insbesondere Pyraclostrobin ist von 

diesen beiden Mutationen nur geringfügig betroffen, während Azoxystrobin höhere 

Resistenzfaktoren aufzeigt (Semar et al., 2007; Drobny et al., 2008). 

Die vorliegende Arbeit bestätigt die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die eine gute 

Wirkung von QoIs gegen P. pachyrhizi in Feldversuchen eruiert haben (Miles et al., 

2004; Miles et al., 2007; Mueller et al., 2009; Scherm et al., 2009). 
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5.1.2 DMIs 

Während die Behandlungen mit QoI bisher nicht zu Sensitivitätsunterschieden 

zwischen dem Referenz-Hausstamm, dem Taiwanstamm und den brasilianischen 

P. pachyrhizi Isolaten geführt haben, sind deutliche Unterschiede in der Sensitivität 

gegenüber DMIs erkennbar (vergleiche 4.1.1 Demethylierungs-Inhibitoren (DMIs)). 

Während der Hausstamm gegenüber allen Wirkstoffen ED50-Werte von < 0,01 ppm 

aufweist, können die brasilianischen Isolate je nach ihrer Sensitivität gegenüber DMIs 

in unterschiedliche ED50-Wert-Kategorien eingeteilt werdenΥ αƴƛŜŘǊƛƎάΣ αƴƛŜŘǊƛƎ ς 

ƳƛǘǘŜƭάΣ αƳƛǘǘŜƭ ς ƘƻŎƘά ǳƴŘ αƘƻŎƘά. Je nach Wirkstoff hat dies Resistenzfaktoren von 

мл όαƴƛŜŘǊƛƎάύΣ мл ς рл όαƴƛŜŘǊƛƎ ς ƳƛǘǘŜƭάύΣ рл ς тлл όαƳƛǘǘŜƭ ς ƘƻŎƘάύ ōȊǿΦ Ҕ плл ς

> мллл όαƘƻŎƘάύ zur Folge. Wie an der Häufigkeitsverteilung in Abbildung 14 erkennbar, 

haben die meisten Isolate Resistenzfaktoren zwischen 100 und < 1000. Der Median der 

ED50-Werte liegt im Durchschnitt bei 2,3 ppm für alle Wirkstoffe, was einen medianen 

Resistenzfaktor von 230 gegenüber dem Hausstamm bedeutet. 

Sensitivitätsunterschiede dieser Größenordungen können nicht auf die natürliche 

biologische Variabilität zurückgeführt werden. Der Taiwanstamm verhält sich ähnlich 

wie der Hausstamm. 

Neben den Resistenzfaktoren ist in Abbildung 14 des Weiteren der Verlauf einer 

graduellen Resistenz offensichtlich, die im Gegensatz zur disruptiven (qualitativen) 

Resistenz zu einem schrittweisen Verlust der Sensitivität gegenüber einem Wirkstoff 

führt. Charakteristisch hierfür sind multigenetische Veränderungen, wie z. B. durch 

Punktmutationen, die alleine oder in Kombination mit anderen Resistenzmechanismen 

zu langsam stärker werdenden Adaptionen gegenüber einem Fungizid führen (Joseph-

Horne und Hollomon, 1997; Lamb et al., 1999; Stergiopoulos et al., 2003). Als Beispiel 

seien die TriR-Typen bei M. graminicola zu nennen, die je nach Mutation/-kombination 

zu höheren ED50-Werten gegenüber DMIs führen (Stammler et al., 2008; Leroux und 

Walker, 2011). Die Resistenzmechanismen die zu den Sensitivitätsverschiebungen von 

P. pachyrhizi gegenüber DMIs führen (Punktmutationen im cyp51 und Überexpression 

des cyp51), werden im Abschnitt 5.2.2.1 Modifikationen des cyp51 diskutiert. 

Sensitive bzw. adaptierte Isolate konnten z. T. von Blattproben gleicher Herkunft 

gewonnen werden. Aufgrund der geographischen Verteilung der ED50-Werte 
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(Abbildung 15) ist davon auszugehen, dass sich die Adaptation von P. pachyrhizi 

Isolaten unabhängig voneinander gebildet hat. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen die Beobachtungen einer 

Sensitivitätsverschiebung von P. pachyrhizi gegenüber DMIs von Godoy (2009), Chang 

und Hartman (2009) und FRAC (2011a). Beim Monitoring von P. pachyrhizi in Brasilien 

zeigte die Sensitivität gegenüber DMIs in der Saison 2008 /  2009 eine Spannweite von 

0,07 bis 4,50 ppm, während sie zu Beginn des Monitorings in 2005 /  2006 bei 0,02 bis 

0,52 ppm lag (Godoy, 2009). Andere Studien legten ihr Augenmerk auf den 

Schweregrad des P. pachyrhizi Befalls im Feld bzw. die Höhe der Ernteverluste (Miles et 

al., 2007; Mueller et al., 2009; Scherm et al., 2009). In solchen Untersuchungen stellen 

sich die Auswirkungen von Sensitivitätsverschiebungen als weniger gravierend dar, da 

im Feld P. pachyrhizi Populationen von sensitiven und adaptierten Stämmen zu finden 

sind und die Populationen nicht einem Klon entsprichen. Des Weiteren sind im Feld 

nur in seltenen Fällen die Wachstumsbedingungen für das Pathogen so optimal wie in 

αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ±ŜǊǎǳŎƘŜƴΣ ǿŜƭŎƘŜ ŀǳŦ Řŀǎ ƻǇǘƛƳŀƭŜ ²ŀŎƘǎǘǳƳ ŘŜǎ tŀǘƘƻƎŜƴǎ 

ausgerichtet sind. Zusätzlich ist der Einfluss der natürlichen Abwehrmechanismen der 

Sojabohnenpflanze ƛƴ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ±ŜǊǎǳŎƘŜƴ ŜǊƘŜōƭƛŎƘ ŜƛƴƎŜǎŎƘǊŅƴƪǘ ōȊǿΦ ƴƛŎƘǘ 

vorhanden. Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Resistenzfaktoren sind daher in 

wŜƭŀǘƛƻƴ ȊǳƳ ǾŜǊǿŜƴŘŜǘŜƴ ¢ŜǎǘǎȅǎǘŜƳ Ȋǳ ǎŜƘŜƴ ǳƴŘ ƎŜƭǘŜƴ ŀƭǎ αǿƻǊǎǘ ŎŀǎŜά {ȊŜƴŀǊƛƻ 

ŦǸǊ Řŀǎ CŜƭŘΦ 5ŀǎ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ¢ŜǎǘǎȅǎǘŜƳ ŜƛƎƴŜǘ ǎƛŎƘ ŀƳ ōŜǎǘŜƴΣ ǳƳ 

Sensitivitätsunterschiede zwischen einzelnen Isolaten gegenüber Wirkstoffen 

frühzeitig zu erkennen und ggf. entsprechene Maßnahmen zur Verhinderung der 

Ausbreitung im Feld einzuleiten. 

 

5.2  Molekularbiologische Untersuchungen 

Nach der Untersuchung der P. pachyrhizi Isolate auf ihre Sensitivität gegenüber QoIs 

und DMIs, wurden die Targetgene (cyt b und cyp51) molekularbiologisch analysiert. 

Neben der Sequenzierung der vollständigen Gene, wurden vor allem die Techniken der 

Pyrosequenzierung, qPCR und Southern Blot dazu verwendet, um die Zielgene zu 

charakterisieren. 
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5.2.1 Analyse des cyt b, Angriffspunkt der QoIs 

Ein Testsystem für die häufigsten Punktmutationen, die zu einer Resistenz gegenüber 

QoIs führt, wurde entwickelt. Die molekularbiologische Analyse des cyt b durch 

tȅǊƻǎŜǉǳŜƴȊƛŜǊǳƴƎ ǎǇƛŜƎŜƭǘ Řŀǎ 9ǊƎŜōƴƛǎ ŀǳǎ ŘŜƴ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά CǳƴƎƛȊƛŘǾŜǊǎǳŎƘŜƴ 

wider: in keiner Blattprobe sowie in keinem der Isolate wurden die Punktmutationen 

F129L, G137R oder G143A gefunden, welche hauptverantwortlich für Resistenzen 

gegenüber QoIs sind (Fisher und Meunier, 2007). Die Gefahr einer Adaptation von 

P. pachyrhizi gegenüber QoIs durch Ausbildung der G143A-Mutation ist aufgrund der 

Intron /  Exon Struktur unwahrscheinlich, da P. pachyrhizi ein Intron nach der 

Aminosäure an der Position 143 aufweist. Wie Grasso et al. (2006a) bereits zeigten, 

handelt es sich dabei um ein selbstspleißendes Intron des Typs I, welches die 

Aminosäure G143 als Bestandteil der Erkennungssequenz benötigt. Da aufgrund 

dessen eine G143A Mutation lethal ist, kann P. pachyrhizi nur die F129L oder G137R 

Mutationen zur Adaptation gegenüber QoIs ausbilden. Letztere führen zu geringeren 

Sensitivitätsverlusten und haben im Falle der G137R Mutation Fitnessnachteile zur 

Folge (Gisi et al., 2002; Sierotzki et al., 2007). Populationen mit F129L-Mutation 

können (zumindest bei Pyrenophora teres) mit normalen Feldaufwandmengen 

bekämpft werden (Semar et al., 2007). Andere Mutationen in diesen Regionen, die 

insbesondere zu hohen Resistenzfaktoren führen könnten, wenn sie homolog zu 

Aminosäuren von Strobilurin-produzierenden Basidiomyceten sind, sind zwar denkbar, 

jedoch wurden in pflanzenpathogenen Pilzen bisher nur die F129L, G137R (selten) und 

G143A gefunden. Weitere Resistenzmechanismen wie die Überexpression von AOX als 

Bypass zum Komplex III oder ein erhöhter Efflux durch Überexpression 

membranständiger Transporter-Proteine sind seltener als Resistenzmechanismen in 

Pilzen beschrieben, aber denkbar. Bislang ist eine verminderte QoI-Sensitivität bei 

Rostpilzen nur bei Puccinia horiana und P. hordei gefunden worden, wobei diese nicht 

auf Punktmutation, AOX- oder Effluxtransporter-Expression beruht, sondern auf bisher 

ungeklärten Mechanismen (Cook, 2001; Grasso et al., 2006b; FRAC, 2011b). 

In der vorliegenden Arbeit stellt dŀǎ Lǎƻƭŀǘ уп ŜƛƴŜƴ !ǳǎǊŜƛǖŜǊ ƛƴ ŘŜƴ αŘŜǘŀŎƘŜŘ 

ƭŜŀŦά CǳƴƎƛȊƛŘǘŜǎǘǎ ŘŀǊ (Abbildung 17). Durch Pyrosequenzierung wurden allerdings 

keine der untersuchten Mutationen festgestellt. Vom derzeitigen Standpunkt der 
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Foschung aus, beruhen die leicht erhöhten ED50-Werte gegenüber den getesteten QoIs 

auf natürlicher Variation. Ein Monitoring von P. pachyrhizi gegenüber QoIs könnte sich 

dennoch als sinnvoll erweisen, um mögliche Anpassungen frühzeitig zu erkennen. 

 

5.2.2 Analyse des cyp51, Angriffspunkt der DMIs 

Die molekularbiologische Analyse des cyp51 von P. pachyrhizi ist aufgrund der 

Komplexität in zwei Abschnitte unterteilt. Der erste (5.2.2.1 Modifikationen des cyp51) 

behandelt die für DMI typischen Resistenzmechanismen Überexpression des cyp51 

sowie Punktmutationen im cyp51, während der zweite Abschnitt (5.2.2.2) Aufschluss 

über die Kopienzahl des cyp51 des Wildtypen in P. pachyrhizi gibt. 

 

5.2.2.1 Modifikationen des cyp51, die zur Verschiebung der Sensitivität gegenüber 

DMIs führen 

Im Sequenzvergleich des cyp51 von DMI-sensitiven mit adaptierten P. pachyrhizi 

Isolaten wurden die Mutationen F120L, Y131H, Y131F, K142R, I145F und I475T 

gefunden. Daraufhin wurden Assays zur Pyrosequenzierung entwickelt, um alle Isolate 

auf diese Mutationen hin zu überprüfen. In anderen Organismen wie C. albicans, M. 

graminicola oder Tapesia sp. treten Mutationen des cyp51 häufig in Kombinationen 

miteinander bzw. mit anderen Resistenzmechanismen gekoppelt auf (Sanglard et al., 

1998; Albertini et al., 2003; Cools und Fraaije, 2008; Cools et al., 2012). In der 

vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Kombinationen von Mutationen (F120L + Y131H; 

K142R + Y131F; I475T + Y131F) bzw. Kombinationen von Mutationen und 

Überexpression des cyp51 gefunden. Sequenzanalysen des vollständigen cyp51 haben 

zum einen ergeben, dass sowohl WT-Sequenz als auch Sequenzen mit Mutationen 

innerhalb eines Isolates zu finden sind, und zum anderen, dass die Mutationen zwar 

innerhalb eines Isolates gekoppelt, allerdings nicht auf einen Haplotypen 

zurückzuführen sind. Dies wurde bei der Pyrosequenzierung der Isolat-DNA bestätigt: 

innerhalb eines Isolats wurde maximal ein Anteil von 50 % Mutation gefunden (Tabelle 

23). Die möglichen Gründe dafür werden im Abschnitt 5.2.2.2 Kopienzahl des cyp51 
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diskutiert. In den folgenden Abschnitten werden die Mutationen rein qualitativ 

betrachtet. 

Durch Alignment des P. pachyrhizi cyp51 mit dem cyp51 anderer Organismen (siehe 

Anhang C) konnte bestätigt werden, dass die gefundenen Mutationen z. T. homolog in 

anderen Pathogenen vorhanden sind. So sind beispielsweise die Mutationen Y131F 

bzw. Y131H in P. pachyrhizi homolog zu Y134F in P. triticina, Y136F in U. necator bzw. B. 

graminis f. sp. hordei oder Y137F in M. graminicola, bzw. Y132H in C. albicans (Délye et 

al., 1997, Délye et al., 1998; Sanglard et al., 1998; Leroux et al., 2007; Stammler et al., 

2009). In B. graminis f. sp. hordei und P. triticina haben der Austausch von Tyrosin 

durch Phenylalanin nur geringfügige Auswirkungen auf die Sensitivität gegenüber den 

meisten DMIs (Wyand und Brown, 2005; Stammler et al., 2009). Höhere 

Resistenzfaktoren entstehen meist durch Kombination mit weiteren 

Resistenzmechanismen, wie z. B. der zusätzlichen Mutation K143R/E in C. albicans 

oder K147Q in B. graminis (Marichal et al., 1999; Wyand und Brown, 2005). Wie im 

Alignment bestätigt (siehe Anhang C), ist der Austausch von Lysin durch Arginin oder 

Glutaminsäure bzw. Lysin durch Glutamin an der Position 143 in C. albicans bzw. 147 in 

B. graminis homolog zum Austausch von Lysin durch Arginin an der Position 142 in 

P. pachyrhizi. Homologe Mutationen zu den Mutationen F120L, I145F und I475T in 

P. pachyrhizi sind in anderen Organismen nicht bekannt. 

Die Aminosäure an der Position 147 in B. graminis befindet sich in der B'-Helix des 

CYP51, welche ein Bestandteil der Substratbindetasche ist und eine Funktion bei der 

Passage des Substrats zur Bindetasche hat (Boscott und Grant, 1994; Wyand und 

Brown, 2005). Eine K147Q Substitution könnte zur Folge haben, dass im Zuge einer 

selektiven Bindung zwar das endogene Substrat binden kann, die Bindungsaffinität des 

Wirkstoffes allerdings stark verringert ist (Wyand und Brown, 2005). In B. graminis bzw. 

M. graminicola wird der Zugang des Wirkstoffes zur aktiven Seite des Enzyms und 

somit die Bindung an die Bindetasche außerdem von der Y136F bzw. Y137F 

Substitution beeinflusst (Lamb et al., 1999; Mullins et al., 2011). Laut den cyp51-

Modellierungsstudien von Mullins et al. (2011) an M. graminicola, vermindert ein 

Phenylalanin an der Position 137 zwar die Affinität von Triadimenol, hat aber nur 

geringfügig Einfluss auf andere DMIs, was auf Wechselwirkungen zwischen 

funktionellen Gruppen zurückzuführen ist. Eine zusätzliche Mutation S524T in 
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M. graminicola verstärkt die Auswirkungen der Y137F Mutation und führt so zu 

weiterer Sensitivitätverminderung gegenüber DMIs (Cools et al., 2011). 

Die Modellierung des P. pachyrhizi CYP51 zeigt, dass keine der in der vorliegenden 

Arbeit charakterisierten Mutationen direkte Bindungen mit DMIs eingehen, so dass 

Konformationsänderungen des CYP51 und ein modifizierter Zugang der DMIs zur 

Bindetasche als Resistenzmechanismus angesehen werden müssen. Homolog zu Y136F 

in U. necator und B. graminis bzw. Y137F in M graminicola (Délye et al., 1998; Lamb et 

al., 1999; Mullins et al., 2011), liegen die Mutationen F120L und Y131F/H in der 

Bindetasche bzw. ragen in die Tasche (siehe 4.3.5 Modellierung des CYP51). 

Dockingstudien mit den Wirkstoffen Cyproconazol, Epoxiconazol, Metconazol und 

Tebuconazol weisen darauf hin, dass die Abstände zwischen den einzelnen Wirkstoffen 

und den Mutationen F120L und Y131F/H unterschiedlich groß sind. Die Veränderung 

von Tyrosin zu Phenylalanin oder Histidin an der Position 137 hat zur Folge, dass sich 

die Polarität ändert und aufgrund der Größe der Aminosäuren weniger Platz benötigt 

wird (Hydroxyphenyl-Rest (Tyrosin) versus Phenyl-Rest (Phenylalanin) bzw. Imidazol-

Rest (Histidin)). Obwohl durch den Austausch von Tyrosin durch Phenylalanin das 

Volumen innerhalb der Bindetasche in M. graminicola vergrößert wird, liegt 

Phenylalanin näher am DMI als Tyrosin (Mullins et al., 2011). Da in dŜƴ αŘŜǘŀŎƘŜŘ 

ƭŜŀŦά {ŜƴǎƛǘƛǾƛǘŅǘǎǾŜǊǎǳŎƘŜƴ 9ǇƻȄƛŎƻƴŀȊƻƭ unter den geprüften DMIs die beste Wirkung 

erzielt (siehe dazu Abbildung 29), scheinen die Konformations- und 

Polaritätsänderungen durch die Mutation Y131F/H im Vergleich zu den anderen 

Wirkstoffen die geringsten Folgen für die Bindung von Epoxiconazol zu haben. 

Ein Alignment mit bekannten, konservierten Substrat Erkennungsstellen (SRS-1 bis 

SRS-6, Leroux und Walker, 2010) lässt darauf schließen, dass die Aminosäure 131 

innerhalb der SRS-1 liegt (siehe Anhang C) und bestätigt somit, dass die Mutation 

Y131F/H einen Einfluss auf die Bindung des Wirkstoffes hat. Die Aminosäure an der 

Position 120 liegt wie die Aminosäure an der Position 131 in der SRS-1. Dem 

vorliegenden P. pachyrhizi Modell nach, kann die Mutation F120L keine spezifischen 

Wechselwirkungen zu den in der vorliegenden Arbeit berücksichtigten Wirkstoffen 

ausbilden. In welcher Form sich die Mutation F120L auf die Konformation des CYP51 

auswirkt ist derzeit unbekannt. 
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Die Mutationen K142R, I145F und I475T liegen nicht in der Bindetasche des Substrats, 

sondern am oder in der Nähe des Häm (siehe 4.3.5 Modellierung des CYP51). Da Lysin 

an der Position 142 direkt an das Häm bindet, hat eine Substitution durch Arginin eine 

direkte Auswirkung auf die Lage des Häm. Wird die Position des Häm verändert, 

verlagert sich auch die Bindetasche, was dazu führen könnte, dass die Wirkstoffe eine 

veringerte Bindungsaffinität haben. Die Aminosäure an der Position 145 kann van-der-

Waals Wechselwirkungen mit dem Häm eingehen. Der Größenunterschied von 

Isoleucin und Phenylalanin (Aminosäure 145) hat daher vermutlich ähnliche 

Auswirkungen wie der Austausch K142R zur Folge. Da die Aminosäure an der Position 

475 nicht direkt an das Häm bindet oder Wechselwirkungen ausübt, ist die Auswirkung 

der Mutation I475T dadurch zu erklären, dass Threonin einen Einfluss auf die 

benachbarte Aminosäure Cystein ausübt (Abbildung 39). Das C474 ist direkt am Eisen-

Ion im Häm gebunden. Da im Vergleich mit anderen Organismen der Bereich um das 

Cystein sehr stark konserviert ist (siehe Anhang C, Aoyama et al., 1996; Leroux und 

Walker, 2011), ist davon auszugehen, dass es eine signifikante Rolle in der Funktion 

des CYP51 spielt. Mutationen in dem Bereich um das Häm-bindende Cystein sind in C. 

albicans bekannt (G464S, G465S, R467K), allerdings ist das Ausmaß der einzelnen 

Mutationen noch unbekannt (Marichal et al., 1999). 

Der Effekt der oben genannten Substitutionen wird anhand der Unterschiede von 

P. pachyrhizi in der Sensitivität gegenüber den getesteten DMIs in Abbildung 28 und 

Abbildung 29 verdeutlicht. Die Wirkstoffe unterscheiden sich zwar in ihrer Wirksamkeit 

hinsichtlich der Anzahl der Isolate mit ED50-Werten җ 10 ppm, dennoch ist allen 

Wirkstoffen gemeinsam die Verteilung der Mutationen. Die Isolate ohne Mutation und 

ohne cyp51-Überexpression haben jeweils die geringsten ED50-Werte. Isolate, die die 

I145F Mutation tragen, weisen höhere ED50-Werte auf, wobei diese im Vergleich zu 

Isolaten mit anderen Mutationen die geringste Adaptation gegenüber DMIs besitzen. 

Die ED50-Werte waren stets kleiner als die höchste applizierte Wirkstoffkonzentration; 

bei den anderen Mutationen lagen die ED50-Werte z. T. über der höchsten 

Konzentration. Nur zwei von acht Isolaten mit I145F Mutation zeigen gleichzeitig eine 

cyp51-Überexpression, wobei die Koinzidenz nicht mit höheren ED50-Werten 

gleichzusetzen ist. Gleiches gilt für die Mutationen F120L + Y131H und K142R + Y131F: 

eine Kombination von Mutationen mit Überexpression führt nicht automatisch zu 
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stärkerer Adaptation gegenüber den getesteten DMIs. Insbesondere Isolate mit F120L 

+ Y131H Mutation weisen eine große Spannweite mit geringen und hohen ED50-

Werten gegenüber Cyproconazol, Epoxiconazol und Tebuconazol auf. Des Weiteren 

besteht keine Korrelation zwischen den Haplotypen und der Höhe der Überexpression 

(Abbildung 30). Die Spannweite der cyp51-Expression der Haplotypen mit Mutationen 

liegt innerhalb der Spannweite der WT-Haplotypen. Aufgrund dessen lässt sich 

schließen, dass Punktmutationen im Zielgen sowie Überexpression des Zielgens 

unabhängige Resistenzmechanismen sind und beide Mechanismen z. T. additiv die 

Sensitivitätsverschiebungen der P. pachyrhizi Isolate gegenüber DMIs bewirken. 

Auffällig war dennoch, dass in der vorliegenden Arbeit die Kombination von F120L + 

Y131H immer in Verbindung mit Überexpression des cyp51 auftrat. Im Gegensatz dazu 

wurde I475T + Y131F bei ähnlichen ED50-Werten wie F120L + Y131H nie mit einer 

erhöhten cyp51-Expression gefunden. Unterschiedliche Resistenzmechanismen 

gegenüber DMIs innerhalb eines Pathogens sind weit verbreitet und u. a. in B. graminis 

ssp., C. albicans, M. fijiensis, P. triticina, M. graminicola beschrieben (Sanglard et al., 

1998; Wyand und Brown, 2005; Cañas-Gutiérrez et al., 2009; Stammler et al., 2009; 

Leroux und Walker, 2010). Erst kürzlich wurden M. graminicola Isolate mit einem 

neuen Phenotypen gefunden, die ebenfalls eine Kombination von Überexpression des 

cyp51 und Punktmutationen aufweisen (Cools et al., 2012). 

Unabhängig von der Überexpression des cyp51 wurde in der vorliegenden Arbeit ein 

weiteres Phänomen beobachtet: während die Mutationen F120L + Y131H in der DNA 

zu 33 % auftraten, war der Anteil der Mutationen in der cDNA bei 91 %. Offenbar 

besteht eine selektive bzw. stärkere Expression des mutierten Allels gegenüber dem 

WT-Allel. Eine erhöhte Expression des mutierten Allels ist auch bei den Mutationen 

K142R + Y131F zu finden, allerdings fällt diese mit 72 % deutlich geringer aus (Anteil in 

der DNA: 33 % mutiertes Allel). Bei den Mutationen I145F bzw. I475T + Y131F scheint 

es keine Selektion zu geben, da diese sowohl in der DNA als auch in der cDNA in einer 

ähnlichen Häufigkeit zu finden sind (DNA: 50 %, cDNA: 63 % bzw. 67 %). Den 

Beobachtungen nach spielt bei der Anpassung von P. pachyrhizi gegenüber DMIs 

neben Punktmutationen und Überexpression ein weiterer, nicht näher analysierter 

Mechanismus eine Rolle, der zu einer selektiven Expression eines mutierten Allels 

führt. Die selektive Expression des mutierten Allels hat eine synergistische Wirkung zur 
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Folge, die es in einer Überexpression des WT-Allels nicht gäbe, und resultiert daher in 

Vorteilen bei Selektionsdruck. In dem diploiden Humanpathogen C. albicans führt ein 

Sequenz-Polymorphismus in einem MDR1 Promotor Allel zu einer verstärkten 

Expression des MDR1 Promotors und somit zu einer verringerten Sensitivität 

gegenüber Wirkstoffeinflüssen (Bruzual und Kumamoto, 2011). Genauso könnten die 

F120L und die K142R Mutationen in P. pachyrhizi eine stärkere Expression des cyp51 

bewirken. 

Die Analyse der Überexpression des cyp51 von P. pachyrhizi Isolaten nach einem 

αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά {ŜƴǎƛǘƛǾƛǘŅǘǎǾŜǊǎǳŎƘ Ƴƛǘ 9ǇƻȄƛŎƻƴŀȊƻƭ ό4.3.2 Expressionsmessungen 

des cyp51) zeigte, dass die Überexpression nicht durch Wirkstoffeinfluss induziert wird. 

Stabile Überexpression des cyp51 wurde in verschiedenen Pathogenen festgestellt, u. a. 

in Penicillium digitatum, V. inaequalis, C. albicans und P. triticina (Hamamoto et al., 

2000; Schnabel und Jones, 2001; Dunkel et al., 2008; Stammler et al., 2009). Der 

Einfluss der Überexpression des cyp51 auf die Sensitivität gegenüber DMI im Feld ist 

derzeit wenig erforscht (Lamb et al., 1999; Schnabel und Jones, 2001; Cools und Fraaije, 

2008). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht analysiert, welcher Mechanismus die 

Überexpression verursacht (z. B. Insertionen in der Promotorregion, Hochregulation 

von Transkriptionsfaktoren). Gegebenenfalls könnte der gleiche Mechanismus für die 

selektive Expression mutierter Allele verantwortlich sein. Die Überexpression auf 

Proteinebene (z. B. Quantität der Proteine, erhöhte Aktivität) wurde nicht untersucht, 

da dies außerhalb des Fokuses dieser Arbeit gewesen wäre. Die Analysen in anderen 

Studien weisen darauf hin, dass eine Genüberexpression mit der Enzymaktivität 

korreliert (Del Carratore et al., 1992). Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit deuten 

darauf hin, dass die Überexpression des cyp51 in P. pachyrhizi per se nur eine 

untergeordnete Rolle spielt (keine Korrelation zwischen der Höhe der Expression und 

der Höhe der ED50-Werte), in Kombination mit Punktmutationen jedoch additive oder 

synergistische Effekte bewirkt. Allerdings können nicht alle erhöhten ED50-Werte durch 

Überexpression und Mutation erklärt werden. Das Vorhandensein zusätzlicher 

Resistenzmechanismen ist daher sehr wahrscheinlich. 

Unterschiedliche Sensitivitäten von P. pachyrhizi gegenüber DMIs wurden an allen 

brasilianischen Standorten, von denen Isolate getestet wurden, gefunden (Abbildung 

15). Dabei stammen sensitive und adaptierte Isolate z. T. vom gleichen Feld. Die 
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geographische Verteilung der Mutationen und Expression des cyp51 von P. pachyrhizi 

Isolaten (Abbildung 31) lässt zudem darauf schließen, dass sich die 

Resistenzmechanismen unabhängig voneinander an verschiedenen Standorten 

entwickelt haben. Die Tatsache, dass die Kombination der Mutationen Y131F und 

K142R in P. pachyrhizi, mit einer Ausnahme ausschließlich in Senador Canedo 

gefunden wurde, lässt verschiedenste Spekulationen zu. Der Probenahmezeitpunkt in 

Senador Canedo (Frühjahr 2009) lag zwischen dem der anderen und spielt daher keine 

Rolle. Die Isolate stammen bis auf ein Isolat von einer Probe. Möglicherweise handelt 

es sich daher um eine seltene Mutation, die zufällig in der gezogenen Probe häufig 

auftaucht. Eine weitere Möglichkeit könnte sein, dass Isolate mit der K142R Mutation 

einen Fitnessvorteil gegenüber Isolaten mit anderen Mutationen haben und daher 

eine Anpassung an ein wärmeres Klima ist. Hoch virulente P. pachyrhizi Stämme im 

Nordosten und Zentralnorden wurden bereits von Yorinori et al. (2005) beobachtet. 

Der Lebenszyklus von P. pachyrhizi ist stark reduziert; im Feld wurden zwar sowohl 

Uredosporen als auch Teleutosporen gefunden, allerdings ist die Bedeutung von 

Teleutosporen bislang unbekannt, da eine Keimung im Feld bisher nicht beobachtet 

wurde (Saksirirat und Hoppe, 1991; Ono et al., 1992). Dem derzeitigen Stand der 

Literatur nach, ist die Vermehrung von P. pachyrhizi im Feld rein klonal ohne sexuelle 

Rekombination. In einem Evolutionsversuch mit Schizophyllum commune zeigte sich 

eine schnelle Anpassungsfähigkeit von dikaryotischem Mycel an Minimal-Medium, die 

auf Genaustausch und somatische Rekombination der beiden Zellkerne sowie eines 

heterozygoten Vorteils beruhte (Clark und Anderson, 2004). Aufgrund dessen ist 

anzunehmen, dass der Hauptmechanismus für die genetische Variation in den 

dikaryotischen Uredosporen von P. pachyrhizi ebenfalls durch Genaustausch und 

somatische Rekombination der beiden haploiden Zellkerne bewirkt wird. Im Gegensatz 

zum Genaustausch in diploiden Zellkernen, können in Dikaryonten neue 

Allelkombinationen innerhalb eines Kerns entstehen (Anderson und Kohn, 2007). Da 

die DNA-Reparaturmechanismen in den haploiden Kernen der Dikaryonten 

eingeschränkt sind, ist die Mutationsrate je Kern größer als bei diploiden Kernen, was 

zu einer schnelleren Anpassung und größeren Anzahl an Phenotypen führen kann 

(Anderson und Kohn, 2007). Dies könnte die Variationen im cyp51 des Hausstammes, 
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sowie die schnelle Adaptation von P. pachyhizi gegenüber DMIs innerhalb eines 

Jahrzehnts und die hohen ED50-Werte erklären. 

 

5.2.2.2 Kopienzahl des cyp51 

Bei den Analysen der Sequenzen und der Pyrosequenzierung des cyp51 fiel auf, dass 

bestimmte Mutationen nicht nur in Kombinationen miteinander auftreten, sondern 

dass sie sich in ihren prozentualen Anteilen unterscheiden (siehe 4.3.3 Untersuchung 

der Isolate auf Punktmutationen). In der DNA liegen die Anteile der Mutationen 

entweder bei 33 % oder bei 50 %, während die relativen Häufigkeiten in der cDNA 

variieren. Dies spricht dafür, dass mehr als eine cyp51-Kopie im P. pachyrhizi Genom 

vorhanden ist. In anderen Pathogenen wie Aspergillus fumigatus oder Fusarium sp. 

wurden zwei bzw. drei cyp51-Kopien (cyp51A, cyp51B bzw. cyp51C) gefunden (Mellado 

et al., 2001; Yin et al., 2009). Im Gegensatz zu den P. pachyrhizi cyp51-Kopien in der 

vorliegenden Arbeit, die bis auf einzelne Aminosäuren identisch sind, gleichen sich die 

cyp51A und cyp51B in A. fumigatus nur in 63 % ihrer Sequenz (Warrilow et al., 2010). 

In anderen Organismen wurde gezeigt, dass unterschiedliche cyp51-Kopien 

verschiedene Funktionen erfüllen. CYP51A in A. fumigatus ist für die Aktivität des 

Enyzms zuständig, das für das Wachstum benötigt wird, während CYP51B eine 

unabhängige, alternative Funktion besitzt, die bisher ungeklärt ist (Warrilow et al., 

2010). In Arabidopsis thaliana sind zwei cyp51-Kopien bekannt, die zwar in 72 % der 

Sequenz Gemeinsamkeiten aufweisen, allerdings ist nur das CYP51A2 Gen für die 

Funktion zuständig, während CYP51A1 ein nicht funktionelles exprimiertes Pseudogen 

darstellt (Kim et al., 2005; Lepesheva und Waterman, 2007). In der Ratte sind die 

beiden cyp51 Gene zu 95 % identisch, allerdings handelt es sich bei einer der beiden 

Kopien um ein nicht funktionelles ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜǎ αprozessiertes Pseudogenά (engl. 

αǇǊƻŎŜǎǎŜŘ ǇǎŜǳŘƻƎŜƴŜάΤ Aoyama et al., 1996). Charakteristisch für prozessierte 

Pseudogene ist, dass sie keine Intronsequenzen beinhalten, starke Sequenzhomologien 

zum funktionellen Gen aufweisen und das Vorhandensein eines Poly[A]-Schwanzes am 

3'-Ende (Vanin, 1985). Alle in der vorliegenden Arbeit sequenzierten cyp51 PCR-

Produkte aus P. pachyrhizi DNA Template, zeigten Introns der gleichen Größe und an 

der gleichen Posititon. Daher kann ausgeschlossen werden, dass prozessierte cyp51 
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Pseudogene für die oben genannten Beobachtungen verantwortlich sind. Nicht-

prozessierte Pseudogene entstehen aufgrund von Genduplikationen durch fehlerhaftes 

Crossing-over wärend der DNA Replikation und sind durch anschließende Mutationen 

nicht mehr funktional (Sen et al., 2010). Je mehr Zeit seit der Entstehung des 

Pseudogens vergangen ist, desto stärker weicht die Sequenz vom urspünglichen Gen 

ab (Zhang, 2003). 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Anteil der Mutationen im 

P. pachyrhizi cyp51 je nach Isolat bzw. Mutation in der cDNA höher ist als in der DNA, 

d.h. entweder werden nicht alle Kopien exprimiert oder der Haplotyp mit der Mutation 

wird stärker exprimiert. Falls nicht alle cyp51-Kopien exprimiert werden, könnten 

nicht-prozessierte (relativ junge) Pseudogene eine Rolle spielen, während funktionale 

Genduplikation involviert sein könnte, wenn alle Kopien exprimiert werden. Die 

Grundlage für Nachfolgeuntersuchungen (Ursachen der unterschiedlichen 

Mutationshäufigkeiten in der DNA) ist die Eruierung der cyp51-Kopienzahl im 

P. pachyrhizi Wildtyp. Um die Kopienzahl des cyp51 in P. pachyrhizi zu ermitteln, 

wurden verschiedene Methoden verwendet. Mit Hilfe des DNA-Walkings wurde 

zunächst untersucht, ob cyp51-Kopien direkt hintereinander geschaltet sind bzw. ob 

sich die Sequenz stromaufwärts des 5'-Endes unterscheidet. Die hinzugewonnene 

Sequenz von 343 bp ergab allerdings keine zusätzlichen Informationen, da die 

Sequenzen identisch waren. Diese Sequenzen könnten allerdings dazu verwendet 

werden, um den Promotor des cyp51 zu identifizieren und zusätzliche Informationen 

zur (Über-) Expression zu erhalten. In P. digitatum und V. inaequalis konnte gezeigt 

werden, dass Inserts in der cyp51 Promoterregion die Sensitivität gegenüber 

Wirkstoffen beeinflussen (Hamamoto et al., 2000; Schnabel und Jones, 2001). In der 

vorliegenden Arbeit wurden die Promotoren nicht untersucht. 

Eine weitere Methode zur Untersuchung der cyp51-Kopienzahl in P. pachyrhizi stellte 

die Verwendung der qPCR dar. Dabei sollte überprüft werden, ob die ɲct-Werte 

zwischen cyp51 und den einzelnen Referenzgenen einen gleichen relativen Wert für 

die cyp51-Kopienzahl wiedergeben. Von den Genen aktin, h -tubulin und GAPDH ist von 

den Überexpressionsmessungen (4.3.2 Expressionsmessungen des cyp51) bekannt, 

dass sie die gleiche Expression haben; ob die Anzahl der Kopien dieser drei Gene im 

P. pachyrhizi Genom ebenfalls identisch ist, ist nicht bekannt. Da SDHb, SDHc und SDHd 
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die SDHb, SDHc und SDHd Untereinheiten des Succinat-Dehydrogenase Komplex 

kodieren, wurde angenommen, dass sie in der gleichen Kopienzahl vorkommen. In der 

vorliegenden Arbeit zeigten mittels qPCR weder die Gene aktin, -htubulin und GAPDH 

noch SDHb, SDHc und SDHd gleiche ɲct-Werte und unterscheiden sich daher in ihrer 

Kopienzahl. Die vorhergegangenen Hypothesen konnten daher weder bestätigt, noch 

zusätzliche Informationen über die cyp51-Kopienzahl gewonnen werden. 

Klonierte cyp51 Ein-Sporen-PCR-Produkte (statt einer Template DNA wurde eine 

P. pachyrhizi Spore direkt ins PCR-Gefäß gegeben) des Hausstammes wurden 

sequenziert und verglichen (Daten nicht gezeigt). Dabei wurden je Ein-Sporen-PCR-

Produkt zwei cyp51 Haplotypen gefunden (Anzahl der sequenzierten Klone n = 10). 

Mittels Sequenzvergleich von klonierten cyp51 PCR-Produkten der Einzelsporenisolate 

ES2 und ES3 sollte überprüft werden, ob sich diese Beobachtung auch in größerer 

Menge bestätigt und ob sich durch das Verhältnis von Haplotypen die Kopienzahl 

ableiten lässt. Je ES-Isolat wurden jeweils zwei vorherrschende Haplotypen (G-A-G-C 

und T-G-A-T), sowie mehrere Haplotypen in geringerer Anzahl gefunden. Das 

Verhältnis von G-A-G-C und T-G-A-T betrug bei ES2 1:2 und bei ES3 3:4, was darauf 

schließen lässt, dass mindestens drei (ES2) bzw. vier (ES3) cyp51-Kopien in 

P. pachyrhizi vorhanden sind. Dieser Rückschluss gilt nur, wenn beide Zellkerne 

identische cyp51-Kopien aufweisen. Ob und welche Bedeutung die anderen 

Haplotypen haben, konnte nicht geklärt werden. 

Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung und Sequenzierung des cyp51 deuten auf drei 

oder mehr Kopien je Nukleus hin, ein eindeutiger Beweis sollte durch die Durchführung 

eines Southern Blots erbracht werden. Als Positivkontrolle wurden zum einen 

unmarkierte PCR-Produkte der Sonden verwendet, um zu überprüfen, ob der Transfer 

der DNA funktioniert hat, und zum anderen ein Doppelverdau mit BamHI und EcoRV, 

durch den der erfolgreiche Verdau demonstriert werden kann. Bei allen 

Positivkontrollen ist die Fragmentlänge bekannt, bei der ein Signal zu erwarten ist. Der 

Verdau mit den Enzymen XbaI, PstI und BglII stellte eine zusätzliche Kontrolle der 

Hybridisierung dar, da die Schnittstellen innerhalb der Sonden liegen und damit 

zusätzliche Banden erwartet werden konnten. Die Schnittstellen sind in Abbildung 35 

dargestellt. Während die Sonde 2 durch PstI in zwei etwa gleich große Fragmente 

geteilt wird, liegen die Schnittstellen von BglII und XbaI nahe des 3'-Endes der Sonde. 
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Die Signale in Abbildung 36 sind zwar schwach, dennoch sind vier Banden durch die 

Hybridisierung mit der Sonde 2 nach Verdau mit PstI ersichtlich, während in den 

Spuren EcoRI, EcoRV, BamHI, BglII und XbaI nur zwei Banden vorhanden sind. Die 

Hybridisierung mit der Sonde 1 führte aufgrund der unterschiedlichen Fragmentlängen 

durch den Verdau mit BglII und XbaI zu keinen bzw. nur sehr schwachen Banden 

(Abbildung 37). Die Ursache dafür liegt in den unterschiedlichen Fragmentlängen bzw. 

dem sehr kurzen Fragment nach dem Verdau (32 bp XbaI bzw. 35 bp BglII versus 

441 bp bzw. 438 bp), an dem die Sonde 1 nur sehr schlecht hybridisieren kann. 

Der Abbildung 36 und Abbildung 37, sowie mehreren in der vorliegenden Arbeit nicht 

dargestellten Southern Blots nach, besitzt P. pachyrhizi zwei cyp51-Kopien, wobei 

angenommen wird, dass es sich dabei um zwei Kopien pro Nukleus handelt. Im 

Widerspruch dazu stehen die Mutationsanalysen durch Pyrosequenzierung (4.3.2 

Expressionsmessungen des cyp51), bei denen Mutationsanteile von 33 % gefunden 

wurden, was für drei Genkopien spricht. Die daneben gefundenen Mutationsanteile 

von 50 % schließen eine Kopienzahl von drei nicht aus. Zwei Faktoren können diese 

abweichenden Kopienzahlen der Pyrosequenzierung und des Southern Blots erklären. 

Erstens, könnte es sich um Messfehler bei der Pyrosequenzierung handeln und die 

Werte entsprechen in Wahrheit 25 %, d. h. eine von insgesamt vier Kopien (zwei pro 

Kern) zeigt die Mutation. Konsequenterweise müsste es sich bei den 50 % Werten 

dann ebenfalls um Messfehler handeln, was zu Werten von ca. 40 % führen würde, die 

in dem Fall keinen Sinn machen würden. Da bei jedem Lauf eine Verdünnungsreihe 

mitgeführt wurde, können Messfehler ausgeschlossen werden. 

Auffällig bei den Ergebnissen der Pyrosequenzierung ist, dass in zwei Haplotypen 

(F120L + Y131H und K142R + Y131F) Mutationsanteile von 33 % auftraten, während die 

anderen Haplotypen (I475T + Y131F und I145F) mit 50 % auftraten. Daher ist als zweite 

Ursache für die widersprüchlichen Ergebnisse zwischen der Pyrosequenzierung und 

dem Southern Blot denkbar, dass der sensitive WT (Hausstamm und Taiwanstamm) 

zwar zwei cyp51-Kopien besitzt, dahingegen die Kopienzahl in DMI-adaptierten 

Isolaten durch Amplifikation verändert sein kann. Demnach wird die Hypothese 

aufgestellt, dass Isolate, die 33 % Mutation in der DNA aufweisen im Vergleich zu 

denen mit 50 % Mutation bzw. dem WT, eine zusätzliche cyp51-Kopie besitzen, wobei 

diese zusätzliche Kopie das WT-Allel trägt. Veranschaulicht wird diese Vermutung in 
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Abbildung 40: Sowohl der Wildtyp (A) als auch die Haplotypen I475T + Y131F und I145F 

(B) besitzen zwei cyp51-Kopien, während Haplotypen mit F120L + Y131H und K142R + 

Y131F Mutationen (C) drei Kopien aufweisen, bei denen das Wildtyp-Allel redundant 

ist. Die Verdopplung des WT-Allels könnte außerdem mit der selektiven Expression des 

mutierten Allels korrelieren, was die hohen Mutationsanteile in der cDNA der F120L + 

Y131H und K142R + Y131F Haplotypen erklären würde. Die Expression der mutierten 

cyp51-Kopie ist beim F120L + Y131H Haplotypen stärker (durchschnittlicher 

Mutationsanteil in der cDNA liegt bei 91 %) als beim K142R + Y131F Haplotypen (72 %). 

Die selektive Expression des mutierteten Allels scheint daher einem zusätzlichen 

Regulationsmechanismus zu unterliegen, der nicht (nur) auf der Verdopplung des WT-

Allels beruht. 

 

 
Abbildung 40: Schematische Darstellung der hypothetischen cyp51-Kopienzahl in P. pachyrhizi. 
Der DMI-sensitive Wildtyp besitzt je Kern zwei cyp51-Kopien ohne Mutation (A). Isolate, die 50 % 
Mutationen aufweisen (I475T + Y131F, I145F), haben zwei cyp51-Wildtyp-Kopien sowie zwei mutierte 
Kopien (B). Im Gegensatz dazu, sind die Wildtyp-Kopien in C (F120L + Y131H und K142R + Y131F 
Haplotypen) dupliziert, was zu 33 % Mutationen führt. Während A und B normal exprimiert sind, ist C 
überexprimiert. 

 

Eine Genamplifikation als Anpassung gegenüber Wirkstoffen ist z. B in C. glabrata 

beobachtet worden und ist auch als Resistenzmechanismus in Tumorzellen gegenüber 

Zytostatika bekannt (Volm et al., 1991; Marichal et al., 1997; Masanek et al., 1997). Da 

duplizierte Gene mit identischen Funktionen in der Regel mit erhöhtem 

Energieverbrauch verbunden sind (zusätzliche Transkription und Tanslation), sind sie 

nur dann für den Organismus vorteilhaft, wenn ein Bedarf an erhöhtem Genprodukt 

gegeben ist (Zhang, 2003, Sen et al., 2010). Im Fall von C. glabrata führten Subkulturen 

in wirkstofffreiem Medium zu einem graduellem Verlust des zusätzlichen Chromosoms 
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und zur Wiederherstellung der Sensitivität (Marichal et al., 1997). Auch für murine 

Leukämie Zelllinien wurde der Verlust der amplifizierten Gene bei Kultivierung ohne 

Zytostatika berichtet (Volm et al., 1991). In der vorliegenden Arbeit wurden 

P. pachyrhizi Isolate ohne Selektionsdruck auf unbehandelten Sojabohnenblättern 

gehalten. Es ist anzunehmen, dass sich während der Haltung die Sensitivität gegenüber 

DMIs nicht verändert hat und der Sensitivitätsverlust stabil ist, da nicht alle Isolate 

ƎƭŜƛŎƘȊŜƛǘƛƎ ƎŜǘŜǎǘŜǘ ǿŜǊŘŜƴ ƪƻƴƴǘŜƴ ǳƴŘ ŀǳŎƘ ŀƳ 9ƴŘŜ ŘŜǊ αŘŜǘŀŎƘŜŘ ƭŜŀŦά ±ŜǊǎǳŎƘŜ 

(d. h. ca. ein Jahr nach Inkulturnahme) noch Isolate identifiziert wurden, die geringere 

DMI-Sensitivitäten aufwiesen. Außerdem wurden auch in späteren Versuchen mit 

einer anderen Fragestellung (außerhalb der vorliegenden Arbeit) mit den gleichen 

Isolaten ähnliche ED50-Werte produziert. 

Mit Ausnahme der Isolate 49 und 54 weisen überexprimierende Isolate entweder 

keine Mutationen (n = 7) in der DNA auf oder entsprechen den Haplotypen F120L + 

Y131H oder K142R + Y131F mit 33 % Mutation (n = 16). Im Gegensatz dazu tragen die 

meisten DMI-adaptierten, nicht überexprimierenden Isolate 50 % I475T + Y131F oder 

I145F Mutation (n = 11) in der DNA; nur jeweils drei Isolate sind ohne Mutation bzw. 

mit 33 % Mutation. Daraus lässt sich schließen, dass ein Zusammenhang zwischen dem 

Anteil der Mutation bzw. den Haplotypen und der cyp51-Überexpression besteht. Der 

oben beschriebenen Hypothese nach, geht die Überexpression in den meisten Fällen 

einher mit der cyp51-Kopienzahl. Demnach äußert sich die Verdopplung des WT-Allels 

einerseits in einer selektiven Expression des mutierten Allels und andererseits in der 

Überexpression des cyp51. Dennoch gehören die Isolate mit F120L + Y131H bzw. 

K142R + Y131F Haplotypen nicht zu den am stärksten adaptierten Isolaten gegenüber 

den in der vorliegenden Arbeit getesteten DMIs, was ggf. daran liegen könnte, dass die 

WT-Kopie des cyp51 statt der mutierten verdoppelt wird. In dem diploiden Organismus 

C. albicans führen Mutationen zu unterschiedlichen Resistenzfaktoren, je nachdem ob 

ein oder beide cyp51-Allele betroffen sind, wobei die Resistenzfaktoren bei 

Mutationen in zwei Allelen höher ausfallen (Sanglard et al., 1998). 

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist das Fazit zu ziehen, dass die 

Adaptation von P. pachyrhizi gegenüber DMIs durch verschiedene Mechanismen 

verursacht wird. Dabei spielen sowohl Mutationen bzw. Kombinationen von 

Mutationen eine Rolle, als auch die Expression des cyp51, die sich in einer selektiven 
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Expression einer mutierten Kopie als auch in einer Überexpression per se, äußert. Es 

wird vermutet, dass die Überexpression zumindest zum Teil auf Genverdopplung 

beruht. Dabei wird nicht ausgeschlossen, dass andere Faktoren, die zur Überexpression 

führen, auftreten können. 

 

5.3 Ausblick 

Wie bereits in mehreren verschiedenen Organismen gezeigt worden ist, spielen auch 

bei P. pachyrhizi eine Kombination verschiedener Resistenzmechanismen gegenüber 

DMIs eine Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen einer 

geringeren Sensitivität gegenüber DMIs und dem Auftreten verschiedener 

(miteinander kombinierter) Punktmutationen im cyp51 sowie der Überexpression des 

cyp51 ersichtlich. Weitere Indizien dafür könnten mit Hilfe von Transformationen und 

Expression des P. pachyrhizi cyp51 mit verschiedenen Mutationen, eventuell auch in 

einem anderen Organismus (z. B. Saccaromyces cerevisiae), erbracht werden 

(vergleiche dazu Studien von Cools et al. (2011) an M. graminicola). Weitere 

Resistenzmechanismen (wie z. B. der Einfluss von Efflux Transportern) wurden in der 

vorliegenden Arbeit nicht untersucht, könnten allerdings auch eine zusätzliche Rolle 

spielen. 

Die Ergebnisse zur Untersuchung der cyp51-Kopienzahl lassen vermuten, dass eine 

Genduplikation für die erhöhte cyp51-Expression in einigen Isolaten verantwortlich ist. 

Um dies zu bestätigen, müsste ein Southern Blot mit adaptierten Isolaten, die sich in 

ihrem Mutationsanteil in der DNA sowie in der Expression unterscheiden, durchgeführt 

werden. Geeignet wären dazu beispielsweise Isolat 3 (geringfügig an DMIs adaptiert, 

33 % F120L + Y131H Mutation, Überexpression des cyp51), Isolat 9 (stark adaptiert, 33 % 

K142R + Y131F, Überexpression) und Isolat 24 (medium adaptiert, 50 % I145F, keine 

Überexpression). Bei einer Southern Blot Analyse des Isolates 34 (stark adaptiert, 33 % 

F120L + Y131H, keine Überexpression) ließe sich außerdem im Vergleich zum Isolat 9 

feststellen, ob die cyp51-Kopienzahl einen Einfluss auf die Expression hat. 

Die Expression des cyp51 wurde nur auf mRNA Ebene untersucht. Da dies nicht 

zwangsweise auch zu erhöhten Proteinleveln und Enzymaktivitäten führen muss, 
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könnte dies in weiterführenden Arbeiten analysiert werden. Im Zuge dessen könnten 

in Northern und Western Blots untersucht werden, wieviele cyp51-Kopien exprimiert 

werden und wie stark. Neben der Genduplikation des cyp51 könnten des Weiteren die 

Promotorregion bzw. die Transkriptionsfaktoren des cyp51 als Ursache für die 

Überexpression eruiert werden. Durch das DNA Walking (4.3.4.1 DNA Walking) wurden 

mehrere TATA Sequenzen stromaufwärts des 5'-Endes gefunden. Diese könnten den 

Anfangspunkt des Promotors darstellen. Beim Sequenzvergleich von sensitiven und 

adaptierten (überexprimierenden) P. pachyrhizi Isolaten könnten möglicherweise 

Unterschiede gefunden werden, die mit einer Verschiebung der DMI-Sensitivität 

korrelieren. 

In der vorliegenden Arbeit konnte die Vielschichtigkeit der Resistenzmechanismen von 

P. pachyrhizi gegenüber DMI gezeigt werden. Aufgrund der Schnelligkeit, in der sich 

verschiedene Mechanismen zur Adaptation ausgebildet haben, sollte bei der 

Bekämpfung von P. pachyrhizi insbesondere darauf geachtet werden, dass sich das 

Pathogen nicht im Sojabohnenfeld etabliert. Dazu ist frühzeitiges Monitoring ebenso 

wichtig wie präventive Fungizidbehandlungen. Um das Fortschreiten der Adaptation 

gegenüber DMIs zu verhindern, sollten Fungizide mit unterschiedlichen 

Wirkmechanismen in Kombination oder alternierend verwendet. Derzeit ist der Einsatz 

von DMIs in Kombination mit QoIs verbreitet. Die Entwicklung von neuen 

Carboxamiden könnte den Selektionsdruck auf diese Fungizidklasse verringern und die 

Lage entspannen. 

Aufgrund der genetischen Struktur (Intron nach der Aminosäure 143) sind Resistenzen 

gegenüber QoIs unwahrscheinlich. Zur Erkennung und Beobachtung der Bildung bzw. 

Ausbreitung von alternativen Resistenzmechanismen wie z. B. Multi Drug Resistence 

(MDR) Isolaten ist ein Monitoring dennoch sinnvoll. Außerdem sind die Ausbildungen 

der F129L und G137R Mutationen möglich, was zu Verschiebungen in der Sensitivität 

gegenüber QoI führen könnte. Von anderen Phytopathogenen ist allerdings bekannt, 

dass die Bekämpfung trotz dieser beiden Mutationen mit normalen 

Feldaufwandmengen möglich ist.  
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9 Anhang 

Anhang A: Ergebnisse der Pyrosequenzierung des cyp51 in der DNA aller P. pachyrhizi Isolate. 
Bis auf wenige Ausnahmen liegen die Werte bei 33 % bzw. 50 % Mutation. Die Mutationen treten 
jeweils in den gleichen Kombinationen auf wie in 4.3.3 Untersuchung der Isolate auf Punktmutationen 
beschrieben. Die Nachweisgrenze des Pyrosequenzierens liegt bei 10 %, die empirisch ermittelte 
Nachweisgenauigkeit bei 5 %. 

Isolat 
Isolat- 

herkunft 
Proben- 
herkunft 

% 
F120L 

% 
Y131H 

% 
Y131F 

% 
K142R 

% 
I145F 

% 
I475T 

1 15/09 Santo Antonio de Posse / SP 2 2 2 0 50 4 

2 15/09 Santo Antonio de Posse / SP 2 2 2 0 2 3 

3 16/09 Chapadao do Ceu / GO 33 32 0 1 1 5 

4 16/09 Chapadao do Ceu / GO 35 34 0 0 0 3 

5 16/09 Chapadao do Ceu / GO 29 35 0 0 2 3 

6 16/09 Chapadao do Ceu / GO 34 31 0 2 3 3 

7 17/09 Londrina / PR 1 1 0 0 1 3 

8 18/09 Senador Canedo / GO 2 2 2 0 3 5 

9 19/09 Senador Canedo / GO 2 0 34 36 1 5 

10 19/09 Senador Canedo / GO 34 36 0 0 0 3 

11 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 52 0 1 49 

12 19/09 Senador Canedo / GO 2 0 34 36 1 3 

13 19/09 Senador Canedo / GO 33 33 0 1 1 4 

14 19/09 Senador Canedo / GO 4 2 1 0 0 5 

16 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 32 31 1 4 

17 19/09 Senador Canedo / GO 33 34 0 0 1 4 

19 19/09 Senador Canedo / GO 2 0 55 0 0 51 

20 19/09 Senador Canedo / GO 3 0 53 0 0 52 

21 19/09 Senador Canedo / GO 2 5 3 0 3 5 

22 19/09 Senador Canedo / GO 4 2 0 0 46 3 

23 19/09 Senador Canedo / GO 1 0 32 33 0 5 

24 19/09 Senador Canedo / GO 3 2 3 0 48 4 

25 19/09 Senador Canedo / GO 1 0 35 29 0 4 

26 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 55 1 3 50 

27 19/09 Senador Canedo / GO 1 0 55 0 1 54 

28 19/09 Senador Canedo / GO 0 0 51 2 0 52 

29 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 58 0 3 51 

30 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 53 0 2 50 
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Isolat 
Isolat- 

herkunft 
Proben- 
herkunft 

% 
F120L 

% 
Y131H 

% 
Y131F 

% 
K142R 

% 
I145F 

% 
I475T 

31 19/09 Senador Canedo / GO 3 0 35 32 2 3 

32 19/09 Senador Canedo / GO 2 0 33 32 2 6 

33 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 52 0 1 46 

34 21/09 Rio Verde / GO 0 0 32 35 1 4 

35 21/09 Rio Verde / GO 34 33 0 4 3 3 

36 21/09 Rio Verde / GO 32 35 0 0 2 4 

37 21/09 Rio Verde / GO 36 32 0 3 3 5 

38 21/09 Rio Verde / GO 33 34 0 0 1 4 

39 21/09 Rio Verde / GO 2 0 51 0 1 49 

40 21/09 Rio Verde / GO 30 30 0 0 1 4 

41 21/09 Rio Verde / GO 2 0 30 0 1 33 

42 21/09 Rio Verde / GO 3 0 11 0 1 13 

43 21/09 Rio Verde / GO 2 3 3 0 3 4 

44 21/09 Rio Verde / GO 2 0 52 0 3 51 

45 23/09 Santo Antonio de Posse / SP 4 3 2 0 43 5 

46 23/09 Santo Antonio de Posse / SP 3 3 1 0 46 5 

47 23/09 Santo Antonio de Posse / SP 1 3 1 0 44 4 

48 23/09 Santo Antonio de Posse / SP 34 33 0 2 1 5 

49 23/09 Santo Antonio de Posse / SP 3 1 2 0 50 5 

50 23/09 Santo Antonio de Posse / SP 1 2 1 0 50 4 

52 05/09 Rio Verde / GO 2 4 1 0 4 5 

53 05/09 Rio Verde / GO 2 3 1 0 2 4 

54 05/09 Rio Verde / GO 2 2 2 0 47 5 

G-54 05/09 Rio Verde / GO 3 2 3 0 47 5 

56 05/09 Rio Verde / GO 4 2 0 0 2 4 

57 05/09 Rio Verde / GO 3 1 2 1 0 4 

58 05/09 Rio Verde / GO 2 3 3 0 3 4 

59 05/09 Rio Verde / GO 2 3 1 0 1 5 

60 05/09 Rio Verde / GO 2 2 1 1 0 5 

62 18/09 Senador Canedo / GO 4 0 33 37 1 4 

63 18/09 Senador Canedo / GO 1 0 33 34 0 6 

65 18/09 Senador Canedo / GO 26 26 0 0 8 3 

66 18/09 Senador Canedo / GO 1 0 33 34 2 5 
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Isolat 
Isolat- 

herkunft 
Proben- 
herkunft 

% 
F120L 

% 
Y131H 

% 
Y131F 

% 
K142R 

% 
I145F 

% 
I475T 

67 18/09 Senador Canedo / GO 0 0 43 1 0 45 

70 18/09 Senador Canedo / GO 27 25 0 0 2 4 

71 17/09 Londrina / PR 32 34 0 0 2 6 

72 17/09 Londrina / PR 31 30 0 0 1 6 

73 17/09 Londrina / PR 32 32 0 1 1 6 

74 17/09 Londrina / PR 4 2 1 0 2 5 

75 17/09 Londrina / PR 32 29 0 0 2 4 

76 17/09 Londrina / PR 30 32 0 0 1 5 

77 29/09 Itaara / RS 2 3 0 0 47 5 

78 29/09 Itaara / RS 3 1 2 1 48 4 

79 29/09 Itaara / RS 2 3 2 0 2 6 

80 29/09 Itaara / RS 4 3 2 0 0 5 

81 35/09 Dourados / MS 1 2 2 1 2 5 

82 01/10 Santo Antonio de Posse / SP 1 0 52 0 0 49 

83 01/10 Santo Antonio de Posse / SP 2 0 52 2 0 47 

84 01/10 Santo Antonio de Posse / SP 34 32 0 0 1 4 

85 01/10 Santo Antonio de Posse / SP 5 0 57 0 2 50 

86 05/10 Campinas / SP 0 52 0 0 0 4 

87 05/10 Campinas / SP 3 0 14 0 1 14 

88 05/10 Campinas / SP 4 0 22 0 2 22 

89 05/10 Campinas / SP 5 0 39 0 1 38 

90 05/10 Campinas / SP 4 0 21 0 0 22 

91 03/10 Campinas / SP 3 3 2 0 2 5 

92 03/10 Campinas / SP 30 36 0 0 2 4 

93 03/10 Campinas / SP 23 29 0 0 3 5 

94 03/10 Campinas / SP 4 3 1 0 24 4 

95 03/10 Campinas / SP 5 7 0 0 3 4 
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Anhang B: Ausschnitt des ClustalW Alignments der cyp51-Sequenzierung der ES2- Klone bzw. ES3-
Klone. 
Einige SNPs sind in den Sequenzen vorhanden, wobei sich die größte Variation auf die Nukleotide an den 
Positionen 589, 689, 1161, 1326 beschränkt. Nukleotide, die sich vom Consensus unterscheiden sind in 
Rot dargestellt. Falls dem Consensus kein eindeutiges Nukleotid zugeordnet werden kann, sind die 
Nukleotide in den einzelnen Sequenzen in Blau dargestellt. Die Balkenfarbe oberhalb der Nummerierung 
gibt den Grad der Homologie wider: Rot kennzeichnet starke Homologien, während Blau die geringsten 
Homologien markieren. 
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ES2 Forts. 
















