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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Weltweit gehort dieSojabohne zu eimeder wichtigsten Kulturpflanzen. Nachdem die
Bedeutung des Sojabohnenanbaus in Brasilien seit den 1980er Jahren zugenommen
hat, war Brasilien 2010 der zweitgrof3te Sojabohnenproduzent hinter den D&A.
Sojabomenanbau wird durch eine Re# von Schadfaktoren erschwekton denen der
Asiatische Sojabohnenrogthakopsorapachyrhizi seit seiner Invasioim Jahr 2001
die gro3te Bedeutung hatBis zu diesem Zeitpunkt war in Brasilien nur eder
bedeutungslose Amerikanische SojabohnenrBéiakopsora meibomiadekannt. Wie
auch in Asien, fuhrte?. pachyrhizin Brasilienzu enormen Ertragpusfallen bzw.
zusatzlichen Kosten durch KonteMal3hahmenUm den Befall einzugrenzen und den
Ertrag zu schitzensind Fungiziépplikationen die wichtigste Malinahme Sowohl
Demethylierungdnhibitoren (DMIs) als aucQuinone outside Inhibitan (Qol) stellen
dabei diebedeutsamsterund effizientesten Wirkstoffgruppen dar. Fir einen méglichst
langfristigen Schutz werden diese beiden Klassen h&ufig in Katidn angewandt.
Wahrend die Effizienz der Qols unverandert gebliebenlies®, die Wirksamkeitder
DMiIs bald nach. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Sensitivitdt von
P.pachyhizi gegeniber Fungiziden zu Uberprifen und den genetischen Hinteagr
fir eine mdglicheAdaptation zu analysieren. Dabei stellte sich heraus, dass eine
Adaptation von P. pachyrhizigegeniber DMiIs besteht, wahrend die Qols nicht
betroffen sind. Aufgrund der genetischen Struktur @gsochrom b(cyt b, Zielgen der
Qols)von P. pachyrhizist nicht zu erwarten, dass QBlesistenzerentstehen wie sie
von anderen Pathogenen bekannt sindie Punktmutationen F129L, G137R und
G143Agelten als Hauptresistenzmechanisnush phytopathogenen Pilzegegentber
Qols, wobei die Gl43AMutation zu den hochsten Resistenzfaktoren flihrt. Die
Ausbildung einer G143A Mutation ist nur dann maoglich, falls nach dem Cat®des

cyt b-Genskein Intron folgt.

Im Gegensatz dazu offenbarten die molekularbiologischen Untersuchungey st
dem Zidgen der DMIs, dass verschiedene Resistenzmechanismen fidrddigtation
gegenuber DMIs verantwortlich sind, die z. T. additiv bzw. synergistisch miteinander
wirken. Dazu gehoren Punktmutationen degp51, die Uberexpression descyp51

sowie die selektive kpression eines mutiertenyp5tAllels.Insgesamt wurden sechs



Zusammenfassung

Punktmutationen(F120L, Y131H, Y131F, K142R, 1145F und I4&&mden, diemit
einer verringerten Sensitivitat gegeniber DMIs einhergebed mit einer Ausnahme
stets in bestimmten Kombinatioren miteinander auftreten.Daneben bewirkte eine
drei- bis zehnfache Uberexpression deg51verschiedener Isolaténterschiede in

der Sensitivitat gegentubeDMIls. Es wurden Hinweise gefunden, dass die Kopienzahl
descyp5lim Genomvon P. pachyhizi einer der Mechanismen darstelh kénnte der

fur die Modifikation dercyp5EtExpression verantwortlich idha die Mutationsanalysen
und die Ergebnisse zur Uberexpression nicht alle Sensitivitatsverschiebungen erklaren,
sind aul3er den beschriebenen Resistenzmethmen weitere Mechanismen (z. B.
Expression von Effluxtransporteray vermuten Die relativ schnelle Anpassung von
P.pachyhizi an DMIs wund die Komplexitat der zugden liegenden
Resistenzmechanismen imtalb eines Jahrzehnts lassesich auf denenormen
Selektionsdruck durch die Behandlung grof3er Flachen sowea klonalen,
dikaryotischen Lebenszyklusmd der kurzen Generationsdaueurtckfihren. Bei der
Bekampfung vorP. pachyhizi sollten daherzuklnftig Fungizié mit verschiedenen
Wirkmechanismenverwendet werden, um weitere Resistenzausbildung uddren

Verbreitung zu vermeiden.

Abstract

Soybeans are onef the most important crops worldwide. Since 1980, soybean
productionattained increasingdistinctionin Brazil. Following the leading producer USA,
Brazil counted as the second biggest soybean producer in 2010. A number of threats
are involed reducing soybean vyield, rating the Asian Soybean Rbstopsora
pachyhrizi as one of the worst pathogens sini¢g invasion in 2001. Until this date the
American Soybean Rugthakopsora meibomiaavas known in Brazil only, which is of
minor importance. Not only di#. pachyrhizieduce soybean yield in Asia, but also in
Brazil considerable additional costs weraused by yield reduction and disease
management. Combl is mainly based on fungicide treatmentdemethylation
inhibitors (DMIl)and quinone outsidenhibitors (Qol) being the mosimportant and

effective classeased.Both fungicide groups are frequently applied in combinations to



Zusammenfassung

ensure prolonged effects. While efficiency of Qols remained urggwmprotection by
DMiIs was significantly narrowed. The primary objective of the recent study was to
survey the sensitivity foP. pachyrhizisolates towards fungicides and tmalyse the
genetical background of eonceivableadaption. Indeedan adaption towards DMIs
could be observedwhile efficiency of Qols was stable. Due to tRe pachyhizi
genetical structure of thecytochrome b(cyt b gene, whichcorresponds to the Qol
fungicide target protein resistance towards Qols based on the most important
mechanism known from othepathogens is rather unlikelyThe major resistance
mechanismof phytopathogenic fungiagainst Qolsis an alteration of thecyt b
sequence, in particular point mutations129L, G137Rnd G143A whereas G143A
results in highest resistance factors. An intron after codon ©#i3he cyt bgene
prevents the development of G143Autation.

In contrast, genetidaanalyses othe cyp5ktgene 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?.Irpachyrhizi point
mutations within thecyp5tgene and a modified expression ofp51were involved.

An altered expression afyp51was due to a selective expression of a mutatgp5k
allele and due to upegulation ofcyp51 Six point mutationgF12L, Y131H, Y131F,
K142R, 1145Fnd 1475T)which apeared in defined combinations, except for one
mutation which was found as a single character, correspond to a reduced sensitivity.
Additionaly, in some of the isolatesyp51 was upregulated three to thenfold
compared to the reference strain, leading decreased efficiency of DMIs. Indications
were found, assuming that the copy number of tbhgp5kgene inP. pachyhiziis
responsible for the observed alterations in the expression. Other resistance
mechanisms than described in the recent study (such agression of efflux
transporters) may addiiondly play a role now omi future. Resistance towards D$/l
evolved byP. pachyhiziwas caused by nesting mechanisms which ajppeé in quite a
short time perioddue to enormous selection pressure by extensive IRIgein large
areas andthe clonal, dicaryotic live cycle with short generation times. Thus,
applications of fungicides with different modes of actions are recommenfied
management of P. pachyhizi to prevent furher resistance development

and-distribution.
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2 Einleitung

2.1 DieKulturpflanze Sojabohne

Die Sojabohne,Glycine max(L.) Merr, gehort zur Unterfamilie derFaboideae
(Schmetterlingsblutler) innerhalb der Familie ddfabacaeae (bzw. veraltet
Leguminosae, Hulsenfrichtlem der OrdnungFabaés (Schmetterlingsblitenartige)
und Klasse deRosidae(Tropicos.org, 2012USDA, ARS, National Genetic Resources
Program 2012. Sie unterscheidet sich von deperennierendenwilden Sojabohne
Glycine sojalurch de Wuchsformund beide entsprechen zweeigenan, miteinander

kreuzbareArten (Nakayama und Yamaguchi, 2002opicos.org, 2012

2.1.1 Verbreitungund Biologie

Sojabohnen wurderbereits vor Christusals Nutzpflanzeim Nordosten Chinagur
Nahrungsmittelzweckangebautund breiteten sich wn dort biszum 16. Jahrhundert
auf ganz Asien aus (Hartmanal., 2011). Im 18. Jahrhundert wurde die Sojabohne in
Europa zunachst als Zierpflanze und in den USA fur industrielle Zwecke eingefuhrt
(Hartman et al, 2011). Seit Anfang des 20. Jahrhunderts werden Sojabohnen
bevorzugt d@ir die Futtermittelindustrie zur Nutztierhaltungngebaut (Hartmaret al.,
2011). In Sudamerika bzw. Brasilien werden Sojabohnerigeit50 Jahremngebaut
grol3ere Bedeutung wurde dem Sojdimenanbau allerdings erst Anfang der 1980er
Jahre zu Te(FAOSTAT, 2012

Sojabohnensorten unterscheiden sich in ihrem WachstWahrend die einen Sorten
ein gedrungendes determiniertes Wachstum aufweisen, zeigen anderein
indeterminiertes WachstumMunger et al., 1997; Carlson und Lersten, 20Pp4Die
Wuchsform hangt oftmals mit der Reifegruppe und dem Anbaugebiet zusamimen:
den USA werdenkleinwilichsige spatreifaxde Sojabommensorten mit Langtag
Photgperiodismus im Norden angebaut und diehochwiichsigen frihreiferden
Sojabohnen mit KatagPhotoperiodismuam StdenMcWilliamset al., 1999).Je nach
Reifegruppeder Sojabohnensortbetragt die Vegetationsperiod®4 bis 134 Tag@=gli
1994) Die Sojabohne ist eine Kulturpflanze mit hohen Temperaturarcgt und
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einem hohen Wasserverbrauclie kann in den gleichen Regionen wie Kérnermais
angebaut werden, wobei die Aussaat fastens erfolgen sollte, wenn die
Bodentemperatur mindestens 1 betragt.

Sojabomen kdnnen je nach Sorte eine HOhenvB0 bis 5cm bzw. 2n erreichen.
Sowohl Blatter als auch der (abhangig von der Sorte) verzweigte Stéangel sind meist
dicht behaart. Wahrend die ersten Laubbatter der Sojabohnenpflanzen einteilig
gegenstandigsind, sind alle folgenden Laubblatter dreiteilig unpaagefiedert und
stehen zweizeilig wechselstandim jeder Blattachse setzt mindestens eirf@ufig

aber mehrere kleine Bluten in Blitenstandenan. Die weil3en, blaulichen oder
purpurroten Bluten sind selbstbefruchtend.Je Blutenstandwerden zwei bis 20
landiche, behaarteSchotengebildet, die wiederum einen bis fiunf Samen beinhalten
(Carlson und Lersten, 2004)/ahrend der Samenreife werden die Sojabohnenblatter
vollstandig abgeworfenDie Samen bestehen aus 8457 % Protein (im Durchschnitt
42 %) und8 ¢ 28% Ol (im Durchschnift9 % Wilson, 2004

Charakteristisch fur die Sojabohnen, wie fir alle Leguminosen, ist die Symbiose mit
Kndllchenbakterienbei der Sojabohne handelt es sich dabei um die Rrizobium
japonicum Diese binderden Luftdickstoff, reichern ihn imBodenan und machen ihn
pflanzenverfigbarJe nach Boden sind die Kndllchenbakterien vorhanden kiienen

durch Saajutbehandlung zugefuhrt werden.

2.1.2 Okonomischer Einfluss/erwendungund Schadursachen

In China hat sich die Produktion v@ojabohnenin den letzten 50 Jahrekaum
verandert(Abbildungl, FAOSTAT, 2012Vahrend China in den 1970er Jahren neben
den USAmit einem Anteil von 236 einer dergréf3ten Produzenten von Sojabohnen
war (im Vergleich dazu die USA mit @der weltweiten Sojabohnenproduktigr)at

die Bedeutung des Sojabohenanbaus seit lia@rasilienund seit1990 in Argentinien
stark zugenommen, so dass sie inzwischen zu demi- bzw. drittgrof3ten
Sojaproduzenten zadhlen. Insgesamt hat sich die Sojaagiroduktion von weltweit

28 Millionen Tonnen (1961) auf 262 Millionen Tonnen (2010) fast verzehnfacht. Der
Anstieg der Sojabohnenproduktion in den letzten zehn Jahren ist insbesmauf den

stark gestiegenen Sojabohnenanbau in Argentinien und Brasilien zurtickzufidgieen
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2010 20% bzw. 268% der weltweiten Sojabohnenproduktion ausmachten (USA%6B5
Weltweit erfolgte 2010der Sojabohnenanbau auf insgesabo der landwirtschafith
genutzen Flache und nimmt damit den vierten Rang nach Weize¥o)1Mais (1360)
und Reis (120) ein(FAOSTAT, 201Alehr als 1/3 der Anbauflacha iBrasilienwird

fur die Sojabohnaproduktion genutzt gefolgt von Maig1/5 der Anbauflachg und
Zuckerohr (1/7 der Anbauflachg(Abbildung2, FAOSTAT, 2012 Jahr 2009 betrug
der Sojabohnenexportus Brasilien35% des weltweiten Sojabohnenexportsit
einem Wert von US$ 11,4 Milliardemach den USA mit 3% (US$ 16,5 Milliard®) und

vor Argentinien mit 3 (US$ 1,7 MilliardenFAOSTAT, 2012). Das Hauptimportland
von Sojabohner2009 warChina (56% des gesamtenimports), gefolgt von Japan,

Mexiko, Deutschland und den Niederlanden (jeweilscéd, FAOSTAT, 2012).
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Abbildung1: Sojabohnenproduktiorin denletzten 50 Jahra.

Von den sieben gréfdten Sojabohnenproduzenten weltweit zahlen die USA, Brasilien und Argentinien seit
2000 mit Abstand zu den grof3ten. Sie machten 20180326% bzw. 2®@6 derweltweiten Produktion

aus (China hatte 2010 einen Anteil voro). Die Bedeutung von Brasilien und Argentinien als
Sojabohnenproduzenten hat seit 1980 bzw. 1990 stark zugenommen. (Quelle: FAOSTAT, 2012)
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Abbildung2: Anbauflate der haufigsten Kulturarten in Brasilien 2010.

Sojabohnen dominieren die Anbauflachen in Brasildach Sojabohnen sind Mais und Zuckerrohr die
wichtigsten KulturpflanzerAlle dreiwerden auf insgesamt 6% der landwirtschaftlich genutzen Flache
angebait. Andere Nutzpflanzen wie Gartenbohne, Reis, Weizen, Kaffee, Maniok und Orangen nehmen
einen deutlich geringeren Stellenwert e{@uelle: FAOSTAT)

Die Sojabohne ist eine Nutzpflanze, die in vielen Gebieten Einsatz fimdeter
Industrie wird sie hauptsachliclzu Antischaum, Antihaft, Dispergierhilfsmittel,
Netzmittel oder Stabilisatoverarbeitet(ASA, 2012)Des Weiterergibt es eine Anzahl
von Verwendungen in der Lebensmittelindustrie, u. a. als Nahrungsamggsmitel,
Emulgator, VollfeSojamehl, gertstete  Sojabohnenoder konventionelle
Sojalebensmittelie Miso, Sojamilch, Sojasof3e, Tofu uheimpdn (ASA, 2012)Die
hauptsachliche Nutzung der Sojabohne findet in der TierproduktioBedtandteil von
Futtermitteln fir die Gefliigel Rindefr oder Schweinemadtatt (Hartmanet al., 2011;
ASA, 201p

Der Sojabohnenertrag kann durch verschiedene Schadfaktoren beeintrachtigt werden.
Dazu gehdren zum einaabiotische Fakiren wie Wetter (insbesondere Trockenheit)
Photoperiodismussowie Nahrstoffverfugbarkeit bzw. Bodeneigenschaftidartmanet

al., 2011).Daneben spielen biotische Faktoren wie Schaderreger, Krankheiten und
Unkrauter eine erhebliche Rolle (Hartmahal., 2011).Sojabohnen kdnnen in jedem
Entwicklungsstadiunvon Krankheitserregern bzw. Schadlingeefallen werden von
denen je nach Region Anthraknose, CercosporeBlattflecken, DiaportheErreger
Falscher MehltauFusariurAWurzelfaule,MacrophominaWurzelfaule,Phytophthora
Wurzelfaule, Rhizoctoa-Wurzelfaule, SeptoriaBlattflecken, Slerotinia-Stingefaule,

Sojabohnenrostbakterielle Erregebzw. Sojabomenblattlausund Sojabohnencysten
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die 6konanisch gro3ten Schaden anrichtékucharek, 2001Robertson und Tylka,
2005;Ruhl, 2007Carmoneet al., 2011;Hartmanet al,, 201). Dadie Gesundheit der
Pflanzen in denwWachstumsstadien R1 (Blite) bis RER6 (Beginn Kornflllung
maximale Samengro3elie Ertragsbildungntscheidend beeinflusstfihrt der Befall
mit Schadorganismen in diesen Stadienden héchsten Ertragsverlusten, wobei die
Wachstumsstadien R3R5.5 als besonders kritisch geltébbildung3; McWilliamset
al., 1999 Carmonaet al., 2011).

Rttt

Abbildung3: Wachsstumsstadien der Sojabohne.

Die Wachstumsstadien der Sojabohne werden in vegetatives WachgiWmund reproduktives
Wachstum (R) aufgeteilEntscheidend fir die Ertragsbildung sind dabei die reproduktiven Stadien von
Beginnder Blute (R1) bis zur maximalen SamengroRe (Réelle: BASF SA, Brasi)ien

2.2 Das PhytopathogerPhakopsorapachyrhizi

Sojabohnenrost an der Sojabohne kann von zwei Phytopathogenen verursacht werden:
entweder vom Amerikanischen Sojabohnenrd3bakopsora meibomia@der vom
Asiatischen Sojabohnenro$thakopsora pachyrhizDie beiden Erreger waren lange
Zeit geographischvoneinander getrennt(Ono et al,, 1993. Wahrendder seit 1899
bekannte P.meibomiae in Amerika keine groRe Bedeutungrlangte richtete
P.pachyrhizienorme Schéaderseit seiner Entdeckung 1908 Asien an @no et al.,

1992. Sofern nicht anders erwahnt, igh der vorliegenden Arbeivom Asiatischae

Sojabohnenrostlie Rede

2.2.1 Biologie

Taxonomie

P. pachyrhiziSyd. & P. Syd ist die Bezeichnung déslemorphen Form (sexuelle

Hauptfruchtform) des Asiatischen Sojabohnenrosts, wahraevdlupa sojae(Henn.)

8
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Y.Ono, Buritica & J.F. Hennedie anamorphe Form (asexuelle Nebenfruchtform)
darstellt (Farrund Rossman2006) Dagegen wird deAmerikanischeSojabohnenrost
als P. meibomiag(Arthur) Arthur bzw. Malupa vigae(Bres.) Y. Ono, Buritica & J.F.
Hennenbezeichnet(Farrund Rossman2006) P. pachyrhiziist eine Art innerhalb der
Familie der Phakopsoraceae, zugehoérig Qminung der Uredinales in der Klasse der
Urediniomycetes des Reichs der Basidiomycota innerhalb deD@&it#ne Farr und
Rossman2006). P. pachyrizi und P. meibomiaesind anhand ihrer Teleutosporen,
ihrer Wirte sowie molekularbiologisch durch Vergleich der ribosomalen ii®@rnal

transcribed spacér Region zu unterscheiden (Opbal., 1992; Frederickt al., 2002).

Wirtsspektrum, Lebenszyklus ulidrphologie

P. pachyrhizist ein obligates biothrophes Phytopatheg mit breitem Wirtsspektrum
innerhalb der LeguminoserNeben dem Hauptwirt Sojabohne, kaRn pachyrhizB0
weitere Arten innerhalb 17 Gattungen befallewobei die Wildform der Sojabohne
(Glycine sojp Yambohne Rachyrhizus erosysKudzu Puerarialobata), Kuhbohne
(Vigna unguiculaty Erbse(Pisum sativumund Gartenbohne Phaseolus vulganigie
anfalligsten Arten sinddno et al., 1992;Bondeet al., 2008). Zudem konnte gezeigt
werden, dass im Labor zusatzlich 60 Arten aus 26 Gattualgewirt dienenkénnen
(Ono et al, 1992). Problematisch zeigte sich der Befall von Kudzu, einem weit
verbreiteten Unkraut in den USA und Brasilien, welches zur Uberdagevon
P.pachyrhizi im Winter bzw. in Zeitenohne Sojabohnenanbauient und als
Inokulumsquelle fir die Infektion von Sojabohnen gilt (@hal., 1992; Hartmaret al.,
2003 Christiano und Scherm, 200

Makrozyklische Rostarten haben kompldxebenszyklen mit bis zu funf Sporenarten
und zusatzlich KernphasenGenerations und Wirtswechsel Die Uredosporen sind
hauptverantwortlich fur die Infektion von Pflanzenmaterial, wahrend Teleutosporen
und Pyknosporemicht infekios sind (Voegele, 20Q6)ypisch furP. pachyrhizist der
reduzierte Entwicklungszyklusin dem bisher ausschlie3lich Urexsporen und
Teleutosporen bekannt sind, wobei digedeutungder Teleutoporen bislangnoch
unbekannt ist (Saksirirat und Hoppe, 19910no et al, 1993. Im Fdd sind

hauptséachlich die dikaryotischen ungeschlechtlichen Uredosporen zu fineimrend



Einleitung

die Keimung vomlen diploidenTeleutosporen bishemnur im Labobeobachtet verden
konnte (Saksirirat und Hoppe, 1991Ein Wirtswechsel vorP.pachyrhiziist nicht
bekannt,wird aber auch nicht ausgeschlossen (Saksirirat und Hoppe, 1991).

Die Ureasporen sindbval bis ovoidormig, hyalin bis gelbliclbraun gefarbt 18 ¢ 34 x
15¢ 24 um groRRund kleben haufig aneinandéAbbildung4; Melchinget al. 1979;0no
et al, 1992; Carmonaet al, 2005; Schneideret al, 2005). Die gleichfarbigen
Paraphysen haben eine zylindrische bis gekeulte Form und sigdb@5x 6¢ 14 pm
grol3 (Onoet al., 1992; Schneideet al, 2005) Dagegen sind die Teleufmsen 8¢
11pm x 19¢ 27 um grof3, dinnwandig, blass gelblibbaun geéirbt und unregelmafig

innerhalb desTelumsangeordnet (Onet al., 1992; Carmonat al., 2005.

Abbildung 4: P. pachyrhizi Sporulation auf einem Sojabohnenblatt (A) und Vergrdl3erung der
Uredosporen (B).

P. pachyrhizBymptomeauf der daxialen Blattoberflacheer Sojabohne &ufRern sich durch nekrotische
Stellen, die zur vollstandigen Vergilbung des Sojabohnenblattes fihremi@lredosporenweisen

eine ovale bis eiférmige Fornauf und sind ca. 20 um gro(B). Die Adnahmen wurden mit dem
Olympus SZX16 Binokular bzw. Olympus BH2 Mikroskop und der ColorViewl2 CCD Kamera gemacht.

Verbreitet werden die Uredgporen hauptséachlich Uber die Luitli{es et al., 2003;
Ivancovich, 2005)0ptimale Bedingungen flriel Uredbsporenkeimung und Infektion
liegen bei 20; 25°C mit 10¢ 12 Stunden hoher Luftfeuchtigkeit von mindestensc75
80% bzw. 15 17,5°C mit 16¢ 18 Stunden hoher Luftfeuchtigkeit (Hartma al,
2004; Ivancovich, 2005). Fur eine erfolgreiche Infektiolt: ge geringer die
Temperaturen, desto l&nger muss die Feuchtigkeitsperiode sein (Haetren 2003.

Bei weniger als sechs Stunden hoher Luftfeuchtigkeit oder Temperaturen unterhalb

von 10°C bzw. oberhalb von 27°®& konnen keine Infektionen mehr &aten

10
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(Melchinget al.,, 1989;Hartmanet 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 (Hartreémal., 2003. Die
Peretration von P. pachyrhizinhach der Keimung der Uredporen und Anheftung
durch Appressorien erfolgtlirekt durch die Kutikulades Sojabohneblattesithilfe
mechanischer Kraft€dEdwards und Bonde, 20L1Verdauungsenzyme spielen eine
Rolle bei dePenetration der Epidermis durch die Penetrationshyphe sowie bei der
Entwicklung des Haumtums im Mesophyll (Edwards und Bonde, 201Die
Produktion von Uredosporen isbei Temperaturen oberhalb vo 33°C deutlich

verringert (Bondeet al., 2009).

Symptane

Erste Symptome sinflinf bis siebenTage nach deP. pachyrhizinfektion an den
unteren Blattern der Sojabohnezu erkennen und auf3ern sich als kleine, chlorotische
Lasioren auf der alaxilen (seltener auch auf derdaxialen)Blattoberflache felching

et al, 1979; Ivancovich, 2005 Corréa da Silvaet al, 201). Ureda sind die
reproduktiven Organe voR. pachyrhizi die sich alsvulkanférmige Psteln darstellen
und die Uredsporen nach Aufbrechen durch eine zentrale Pore freigefaroét al.,
1992; Ploper et al., 2005).Beginnend neun Tage nach der Inokulation, sporulier
P.pachyrhizifiir weitere drei Wochen (Marchettt al, 1975).Die entlassenen Sporen
infizierendie Sojabohne erneut, was einer sekundaren Infektion und somit etnem
erhohtenBefallsgrad fihrt, der schlie3lidur vollstandigen Vergilbung der Blatter und
aufgrund dessen zu einem vollstéandigen Blattfall fi{adbbildung4; Marchetti et al,
1975;Melchinget al., 1979;Mileset al., 2003)

Abhangig von der Sojabohnensoitann der Befallsverlauf zdrei unterschiedlichen
Reaktiongypen fuhren. Innerhalb von zwei Wocheantwickeln sichbei dersensible
oder TANReaktion(vom Englischentand) ca 0,4mm2 groRRe hellbraunelasionenmit

2 ¢ 5 Ureda pro Lasionauf den SojabohnenblatteriBromfield et al., 1980) Die
resistenteoder RBReaktion (vom Englischereddishbrownd) fihrt zu @hnlich gro3en
rétlich-braunenLasionenallerdings mit wenigr Ureda (0 ¢ 2) (Bromfieldet al., 1980)

Die immune Rektion (= Typ 0 weist keinemakroskopisch sichtbareB/mptome auf

11
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(Bromfield et al, 1980) Wahrend TAMReaktionen die Anfalligkeit der Sojabohne
gegenuber P.pachyrhizi widerspiegeh, werden RBL&sionen als Zeichen der
hypersensitiven Reaktion vaesistentenSojabohnensorten ausgeldst (Bromfieidal.,
1980 Ivancovich, 2005Bei den TANund RBReaktionstypen vergroRern sian Laufe
der Zeit die Lasionerund die Anzahl der Uredipro Lasionsteigt, wobei die
Verédnderung bei TAReaktionen groR3er ist als bei RBaktionen (Bromfielet al.,
1980). Die Generationsdauer betragt 10 bis 15 Tage, so dassh sekundare bzw.
tertiare Infektionen unter idealen Bedingungemnerhalb von drei WocheB0% der
Blattflache befallen istMelchinget al., 1989;lvancovich, 2005).

Die Verwechslung vonP. pachyrhizimit einigen anderen Pathogenelst bei
oberflachlicher Betrachtungmaoglich, dazu gehoren Dbakterielle Erreger wie
Xanthomonas campestrj®/. glydneaoder Pseudomonas savastanmi. glycinea oder
anderePilze wiePerenospora manshurig¢&alscher Mehltau)Cercospora kikuchazw.
Cercospora sojina(Cercospora Blattflecken)und Septoria glycines (Septoria

Blattflecken;lvancovich, 2005Robertsorund Tylka, 2005; Giesler, 2007

2.2.2 Okonomischer Einfluss

In Amerika war lange Zeit nU?. meibomiage der Amerikanische Sojabohnenrost,
bekannt, der eine unbedeutende Stellung einnah®np et al., 1993. Dahingegen
fuhrte der seit 1902 bekannte Asiatischej@mhnenrost,P. pachyrhiziin Asienzu
erheblichen Ernteausfalleson bis zu80% (Ono et al. 1992 Hartmanet al., 2003.
Aul3erhalb von Asien wurde. pachyrhizerstmals 1994 in Hawaibzw. 1996 in Afrika
gefunden Hartmanet al., 2003;Garciaet al., 2008).Im Jahr 2001 wurdé®. pachyrhizi
das erste Mal irParaguay und Brasilieentdeckt (Yorinoriet al., 20(%). Von dort aus
verbreitete sichP.pachyrhizinnerhalb kirzester Zeit nach Norden, um 2004 erstmals
in den USA aufzutreten (Yorinat al., 2006; Schneideret al,, 2005. Wéhrend die
Invasionvon P.pachyrhizin den USAufgrund unginstiger Wetterbedingungen bis zur
Jahresmitte sowie langsamer Verbreitungn den Norden aus(Uberwinternden
Regionen im Siudenicht die beflrchteten Ausmalie arigte, hat sichP.pachyrhiziin
Sudamerikazu einem der verheeraisten Phytopathogea entwickelt Ploperet al,

2005; Christiano und Scherm, 200 Wahrend n 2001 60% aller brasilianischen

12
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Sojabohnenfelder befallewaren undzu Ernteausféallen von 30 bis P& thrten, wobei

der Stden besonders stark betroffen wavaren 2003uber 90% der Felder befallen
(Yorinori et al, 20®). Aufgrund dieser Entwicklung wurden 80 aller
Sojabohnenfelder mit zwei Fungizidapplikationen bateh(Yorinoriet al., 20(%). Es
wird geschéatzt, dass durchP. pachyrhiziKosten (inklusive Ernteinbul3en und
Fungizidbehandlungenon US$ 2Milliarden entstanden sind (Yorinogt al., 20(). In
Argentinien lag die Befallsstarke2003 bei 45 ¢ 50% befallene Blattflache ohne
Fungizidbehandlung und bei 06939 % mit Fungizidbehandlung (Plopetr al., 2005).
Furgizidapplikationenfihrten in den Saisons 20034 bis 2008 07 in Brasilien zu
60% geringerem Befalind 45% hoherem Ertrag (Schereat al, 2009).Bis zu 8%%6
ErtragseinbuRen sind 200203 in Paraguay in Feldversuchésstgestellt worden
(Miles et al, 2004). In Paraguay, USA und Zimbabwe wurden durch
Fungizidbehandlungen 12 bis 1% hohere Sojabohnenertrdge in 20086 erreicht,
wobei dabei deiStandat sowie der Zeitpunktund der Befallsgrad entscheidemdren
(Muelleret al., 2009).

Das Ausmali deB. pachyrhizBefalls auf di€ertageinbul3enist abhéngig von Wetter
(Temparatur, Feuchigkejt)Sojabohnensorte und Wachstumsstadium der Sojabohne
zum Zeitpunkder Infektion Melchinget al., 1989;Hartmanet al., 1991; Kawuket al.,
2003) Da fruhreife Sojabohnensorten eine kiirzere Vegetationsdauer besitzen, die sich
insbesondere in einer kirzem reproduktiven Phase wderspiegelt, werden diese
Sorten weniger stark beeintrachtigt als Sojabohnensorten mit langerer
Vegetationsdauerwobei der Befall stark von den klimatischen Faktoren abhéngig ist
(Kawukiet al., 2004) Sowohl die Befallsstarke, als auch die Ausbreitung im Feld nimmt
durch ausgedehnte Phasen mit hoher Blattfeuchtigkait (Narvaezet al, 2010).
Ertragsverluste entstehen durch Verringerudgr Bluteranzah) Schotenbildung und
Schotenflllungund somitdesTausendkorngewichtsowie Frihreife ba. frihzeitigen
Blattfall Melchinget al., 1989;Hartman1991; Kawukiet al., 2003;Miles et al., 2003;
Ivancovich, 2005)
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2.2.3 Bekampfungsmadglichkeiten

Die Verbreitung vorP. pachyrhizin Sojabohnenfelderkann imgewissen Mal3elurch
verschiedenegpflanzenbauliche MalRnahmen einggenz werden Da die Befallsstarke

in regenreichen Jahreszeiten grol3ere Ausmalie zeigt als in trockenen Jahreszeiten,
kann durch die Auswahl des Aussaattermins der Befall dBrphchyrhizischwéacher
ausfallen wobei zu spate Aussaat zu geringeren Sojabohnenertragen aufgrund der
verkurzten Vegetationsperiode fuhfTwizeyimanaet al., 2011 Hu und Wiatrak, 2012

Des Weiteren kanndie Auswahl der Sojabohnensorte und diernfehtung von
Inokuumsbriucken durcHJnkrauter bzw. Nebenwirten oder Sojabohnendurchwuchs

den Befallsgrad bzw. die Ertragsverluste reduzi€kawukiet al., 2003;Formento und

de Souza, 2006 orréada Silveet al, 2011). In Brasilien wurde zudem de#ree Host

PS N eirigefiihrt, eine Zeit, in der keine Sojabohnangebaut werderdiirfen, um

die Ausmalde des Befalls durehpachyrhizeinzugrenzenAbbildung5; Godoy, 2009).

In der Regel dauert die Sojabohnenfreie Zeit drei Monate. Beginn und Ende dieser
Periode kann je nach Region leicht \exgn, wobei in ganz Brasilien in der Zeit vom 15.

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

Cia. | e [t | A | Mar | .| | Aue | ep. | .| Now | oes.

Korn-

flllung

Abbildung5: Kalender zum Anbau von Sojabohnen in Brasilien.

Nach der Vegetationsperiode der Sojabohne, erfolgt eine Sojabohnenfreie Zeit. Abhéngig von der
Region betragt dieser Zeitraum in der Regel drei Monate zwischen Juni und Septgrable Godoy,

2009)

Bei der Auswahl der Sojabohreitivare spielen Sorten mit kurzem Vegetationszyklus
eine Rolle, da dadurcHie Vegetationsperiodeind damit der Befallsgradserringert
werden lonnen (Kawuki et al, 2004 Corréa da Silveet al, 201). In desem
Zusammenhang werderaul3erdem weniger anfallige bzw. tolerante Sojabohnen
gegeniber P. pachyrhiziliskutiert (Hartmanet al.,, 1991; Ivancovich, 2005; Gareigal.,
2008 Kendricket al., 201). Partielle Resistenzen gegenib&. pachyrhizzechnen

sich durcheine verringerte Anzahl anUreda aus und werden inSojabohnensorten
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durch die ResistenzgeneRpp.s bewirkt (Hartman et al, 2005; Ivancovich, 2005
Kendricket al., 201). Sie sind allerdings nicht kommerziell auf dem Markt erhaltlich
und es hat sich gezeigt, dass dresistenzemur bedingt erfolgreich sind ungon
verschiedenen Isolategebrochernwerden(Hartmanet al.,, 2005;Phamet al., 2009)

Als wirksamste Bekampfungsstrategie gegeni®epachyrhizgilt der Fungizideinsatz
(Mileset al., 2003;lvancovich, 2005; Yorincet al., 2005 Dorranceet al.,, 2007. Dazu
konnen Fungizide verschiedener Gruppen und verschiedenen Wirkmechanismen
verwendet werden.Im Vergleich ziWirkstoffen wie Chlorothalonil, Mancozeboder
Benzimidazolendie uneinheitliche Ergebnisse aufweisefijhrt die Applikation von
Triazolenoder Quinone outside InhibitorerfQolg bzw. einer Mischung aus Triazolen
und Qolszu den geringsten Befallsgraén und héchstenSojabohnenertragen (Milest
al., 2007 Schermet al., 2009. Unter den Triazolen wden die besta Ergebnisse
durch CyproconazolDifenoconazol, Epoxicomal, Prothioconazol, Tebuconazahd
Tetraconazol erreicht, wahrenézoxystrobin,Pyraclostrobin undTrifloxystrobin zu
den wirksamsterQolszé&hlen [vancovich, 2005ylileset al., 2007;Mueller et al., 2009;
Schermet al, 2009). Trotz starkerem Befall weise@oklbehandelte Sojabohnen
oftmals hohere Ertrdge auf als nach Behandluniy Demethylierungdnhibitoren
(DMIs) was auf der pflanzenphysiologieen Wirkung derQolsberuht (Miles et al.,
2007 Schermet al., 2009. Bei einem friihen Befall miP. pachyrhizwerden drei
Fungizidbehandlungen empfohlen (Galloway, 2008)der Regel reichemllerdings
zwei Applikationen aus, um das AusmadBs Befalleinzugrenzen und héhere Ertrage
zu erhalten wobei der Zeitpunkt der Behandlungen kritisch (istiles et al., 2003;
Miles et al., 2007 Mueller et al., 2009;Schermet al., 2009. Da bereits ein geringer
Befall zum Zeitpunkt der ersten FungizidbehandlangErnteverlusten fihren kann,
sollte de erste Applikatiorwéhrend des reproduktiven Wachstumer dem Auftreten
der ersten Symptomerfolgen(Galloway, 2008; Scheret al., 2009; Corréa da Silea
al., 2011).

Oftmals wird empfohlenFungizi@dpplikationen in  Kombination mit Monitoring
Programmereinzusetzen, die die Verbreitung vén pachyrhizin der aktuellen Saison
vorhersagen Rivonia und Yang, 2004;ancovich, 2005; Yorinoet al., 2005;Godoy,
2009 Muelleret al., 2009; Corréa da Siha al., 2011). Ziel dabei ist zum einen, die

Regionen vorherzusagen, in denén pachyrhiziiberwintert und die als mogliche
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Inokulumsquelle dienen koénnten, und zum anderen, die Verbreitung und die
Verbreitungsgschwindigkeit ausgehend von diesen Regionen zu esienul{Pivonia
und Yang, 20Q4Christiano und Scherm, 2008ardet al., 2011)

2.3 Wirkstoffe

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sensitivitat \RnpachyrhizjegeniberQolsund

DMIsuberpruft.

2.3.1 Quinone outsidelnhibitoren (Qols)

Die Grundstrukturder Qolsleitet sich vonOudemansinStrobilurin A und Bb, welche
ausOudemansiella mucidzw. Strobilurus tenacellugewonnen werden konnterfFir
Oudemansin,Strobilurin A und B konnte eine fungizide Wirkung(Inhibition der
mitochondrialen Respiratiorgegeniber andere, um Nahrstoffe konkurrierende Pilze
nachgewiesen werderfAnke et al, 1977; Beckeret al, 1981). Da Strobilurin A
photochemisch instabil ist, musste das Grundptentsprechendmodifiziert werden,
bevor es als Fumgyd eingesetzt werden kmte (Beautementt al., 1991).

Die erstenQols Kresoxn-Methyl und Azoxystrobinwurden 1996 auf den Markt
gebracht Tomlin 2003. Mit einem Marktanteil von tbe20 % gehoren digQolszu
den wichtigsten Fungiziden weltwei¢Dougall, 2011). DieVirkstoffe Azoxystrobin,
Pyraclostrobin und Trifloxystrobin sind mit Marktanteilen von 3%,625,36 und
19,4% die wichtigsterQols(McDougall, 2011).

Wirkungsspektrum

Die meistenQols haben ein breites Wirkungsspektrum: je nach Wirkstoff sind sie
wirksam gegentber Ascomyceten, Basidiomyceten, Deuteromyceten/ ouher
Oomyceten lHeaneyund Knight, 1994Ammermanet al., 2000;Bartlett et al., 20QL;
Bartlett et al.,, 2003. Sie kbnnenn nahezu allerKulturen angewandt werdeny. a. in
Getreide, Kurbisgewachsen, Leguminosen, Nachtschattengewéachse, Reben, Steinobst

Zierrasen Zierpflanzeroder Zitrusfriichten(Bartlettet al., 20QL; Tomlin, 2003
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Wirkmechanimus

Qolsbinden an die auRRer&bichinol-OxidationsSeite (Qo) de€YTGHROM BCYT B)
im CYTOCHROBIG Enzynkomplexin den Mitochondrien Auf diese Weise wirder
Elektronentransfer zwische@YTB und CYTOCHROM/, inhibiert, wodurch die ATP
Produktion gehemmt wird und zu einem Energiemangel innerhalb der Zdlirt
(Beckeret al., 1981;Bartlett et al., 2002 Esselet al., 2004; Fisher und Meunier, 2008
Der CYTOCHROBIG Komplex istin die innere mitochondrialMembran integriert
und bildet bestehend auself Untereinheiten,sowohl ein strukturelles als auch ein
fuktionelles Homodime(Esseret al., 2004) Mit Ausnahmedes cytochrom b (cyt b),
welchesmitochondrialcodiert wird, werden alle Untereinheitenim Nukleus codiert
(Fisher und Meunier, 2008).

Praventiv angewandt zeigen Qols ihre beste Wirkung. Sie inhibieren die
Sporenkeimungdas Keimschlauchwachstumd die Zoosporen Beweglichkeit, welche
hohe Stoffwechselaktivitaten voraussetzé@old und Leinhos, 199430dwin et al.,
1994 Gold und Leinhos, 2006paher sollte eine Fungizidbehandlung moglichst vor
der Infektion bzw. kurz nach der Infektion stattfindeBaftlett et al, 2002. Eine
kurative, antisporulative oder eradikative Wirkungsweise vonQols konnte zwar
nachgewiesen werden, ist allerdings abhangam Wirkstoff, Pathogen und dem
Zeitpunkt der Applikatior{Godwinet al., 1994 Ammermannet al, 2000;Wong und
Wilcox 2001, Bartlett et al., 2002;Gold und Leinhos, 2006

Resistenzmechanismus

Bereitswenige Jahre nach der Markteinfiihrung d@olswurden erste Resistenzen
von Blumeriagraminisf. sp.tritici und Sphaerotheca fuliginegefunden(Fraaijeet al.,
2000; Heaney et al, 2000; Chin et al, 2001) Nachdem der Einfluss von
Punktmutationen(F129L, G143A) iyt b bereits vor der Markteinfihrung deQols
anhand der natirlichen Resistenz Strobilgproduzierender Basidiomyceten
nachgewiesen werden konnte, wundelie beobachteta verminderten Sensitivitaén
von B. graminisund Mycosphaerella fijiensigihzeitig mit Mutaticnen in Verbindung
gebracht(Kraiczyet al.,, 1996 Fraaijeet al., 2000;Heaneyet al., 200Q Sierotzkiet al.,

2000. Inzwischen wurde nachgewiesen, dass die Hauptursache fir Resistenzen
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gegeniuberQolseine Anzahl voMutationen imcyt b darstellen deneneine Rolle bei
der Ligandenbindungugesprocherwird (Sierotzkiet al., 2000;Grassoet al., 20063.

Die meisten Mutationen treten in den extramembranecd- bzw ef-Schleifen
(Aminosauren 127 bis 147, bzw. 275 bis 2863 CYTB auf, wobei die Mutationen
innerhalb dercd-Schleife zum einen haufiger auftreten und zum andezarhéheren
Resistenzfaktoren fulen (Ded Esposti et al, 1993; Gisi et al, 2003. In
pflanzenpathogenen Pilzen wurden die Mutationdfl29L, G137R und G143A
nachgewieser{Heaneyet al., 2000; Kinet al, 2003; Sierotzket al., 2007). e G143A
Mutation bewirkt die héchstenResistenzfaktoren (> 1000), wahrend die F129L und
G137R Mutationen deutlich geringere Resistenzfaktoren verursachen und die
Feldwirkung nicht oder nur geringfligigdeflusst wird(Kimet al, 2003; Semaet al.,
2007 Sierotzkiet al.,, 2007. Da nur eine einzige Punktmutation zur Auspragung einer
vollstdndigen Restenz gegenuberQols fuhren kann, handeltes sich um einen
sogenannten diruptiven ResistenzmechanismusBrent und Hollomon, 2007)
Waéhrend die Mutationen F129L und G148Aanderen Organismekeinesignifikanten
Nachteile in der Fitness mit sich bringeriihrt die G13R Mutation zu
FitnessnachteilerfChinet al., 2001;Gisiet al., 2002; Simtzki et al.,, 2007).Daher ist

die G137R Mutation sehr selten zu findeDie genetische Beschaffenheit des
Pathogens ist ausschlaggebend, ob eine G143A Mutation ausgebildet werden kann:
Rir Pathogene die ein Intron nackem Codon 143aufweisen ist diese Mutation lethal,
da der SpleiRBing/organg nicht korrekt ausgefihrt werden kann (Grasssal., 2006a
Fisher und Meunier, 2008Arten mit einem Intron direkt nach dem Codon 143 kdnnen
somit keine G143Mutation ausbilden.

Weitere Resistenzmechanismen gegbar Qols sind (Uber) Expression der
alternativen Oxidaseapx) oder Efflukransporter Die AOX stelleinen alternativen
Weg zumCYTOCHRORG Enzynkomplex dar die denCYTOCHROM Bmplex und

die cytochromc-Oxidase Uberbrickt (Wood und Hollomon, 2003) Die
Respirationseffizienz durch AOX ist mit%@er normalen Effizienz deutlich reduziert.
Zudem wird die alternative Respiration durch Antioxidantien der Wirtspflanzen negativ
beeinflusst (Ziogast al., 1997 FernandeOrtufio et al., 2008).Effluxransporta aus

der Familie der ATFBindendenden Kassette (ABC) bzder Major-Facilitator

Superfamilie (MFSjansportierenWirkstoffe aktiv aus der Zelleeraus und verhindern
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so deren Akkumulatior{Del Sorboet al., 2000;de Waardet al., 2006;Fernandez
Ortufio et al., 2008. Sowohl der Expression vaiox als auch der Uberexpression von
Effluxransportern wird eine untergeordnete Rolleals Resistenzmechanismus
gegenubelQolszugespochen (FRAC, 2006b).

Qol Fungizide sind kreuzresistent, wahrend zuWirkstoffen mit anderem
Wirkmechanismugeine Kreuzresistenzen besteh@hinet al., 2000; Chiret al., 2001;

Heaneyet al.,, 2000; Brent und Hollomon, 2007).

2.3.2 Demethylierungsinhibitoren (DMIs)

Die Fungizidklasse der Stdmolsyntheselnhibitoren wird in vier @ippen unterteilt:
Demethylierungdnhibitoren (DMIs), Amine, Hydroxyaniline und Squaépoxidase
Inhibitoren, wobei die letzte Gruppekeine Verwendung als Fungizioh der
Landwrtschaft findet(FRAC, 200%aDie DMIs sind die am besten erforschte Gruppe
der Steplbiosyntheselnhibitorenund zeichnen sich durch ihre vielfaltigen chemischen
Strukturen aus (Siegel, 198Bie kénnenn die Wirkstoffklasseriperazine, Pyridine,
Pyrimidine, Imidazole undriazole unterteilt werden(Gisi et al., 2000. Das erste
systemischeDMI, Triadimefon, wurde 1973sorgestellt und 1976 in den Markt
eingefuhrt(Kuck und Scheinpflug, 1986; Tomlin, 2008ben den Qalsind DMIsdie
wichtigste Stoffklasse mit einem Marktanteil v@7,5% im Jahr 2010; alle anderen
Stoffklassen wisen Marktanteile von weniger als ¥ auf (McDougall, 2011). Zu den
bedeutsamsten Wirkstoffen gehoratie Triazole, welche 20% aller DMIs ausmachen,
Epoxiconazol (17% Marktanteil innerhalb der Triazole), Tebuconazol (¥6)9
Cyproconazol (10,%), Propiconazol (10,%), Difenoconazol (9%) und Metconazol
(5,2%; McDougall, 2011).

Wirkungsspektrum

Da die Sterolbiosynthese ifast allen Pilzen stattfindet, Ausnahmeéilden die
Oomyceten, sind Sterolbiosynthesénhibitoren gegereahlreichePhytopatltogeneaus
den Klasse der Ascomycten, Basidiomyceten umkuteromycetenwirksam (Siegel,

1981). Mit ihrem breiten Wirkungsspektrum werdenedDemethylierungsnhibitoren
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gegen Phytopathogene in fast allen Kulturen sowiahlObst und Weinbauals auch
im Ackerbau, und da hauptséchlian Getreideund Zuckerriibenangewendet (FRAC,
2005g Tomlin, 2003

Wirkmechanismus

Das Zielenzym alleDMls ist die Sterol 1#-Demethylase (C¥BR), ein Enzym der
FamilieCytochrom P450, welchesch in mikrosomalen Membranen befindet udae
Demethylierung des Lanosterols im Ergosterolbioyntheseweg katalysiert (Getcider
1983; Yoshida und Aoyama, 1987; Mercer, 19B8). Demethylierung des Lanosterols
ist essentiel fur die Synthese und Otienung von Sterolen, die wiederuminerseits
fur die Membranfluiditat undviembrarstabilitat verantwottlich sind und andererseits
die Aktivitdt von Membranproteinen beeinfluss¢bepesheva nd Waterman, 200y
Die Grundstruktur fur ke FRungizidwirksamenTriazoleist das 1,2,4Triazol, welches
aus einem fungliedrigem StickstofHeterocyclus mit lipophilem funktionellem Rest
besteht (Mercer, 1993; Lamét al., 1999). Die inhibitorische Wirkurdger DMIs wird
durch die Interaktiorvon einem meta-Stickstoffaom (von der Restgruppe aus gesehen)
des Heterocyclus mit dem Eisen im Ham des5C¥Reicht (Mercer, 1983;Yoshida
und Aoyama, 1987; Mercer, 1993; Laethal., 1999). Die lipophilen Reste des Triazols
reagieren zudem mit der lipophilen Bindestelle desP&l und sind somit fur die
Qualitat der Inhibition verantwortlich (Gadhet al.,1983; Yoshida und Aoyama, 1987,
Mercer, 1993). Durch die Inhibition des CYP51 kommt es zur Akkumulation ven 14
Methylsterolen, welche aufgrund intermolekularer AbstoRungedohhrichtig in die
Membran eingebaut werden kénnen (Gadletral., 1983; Watsoret al, 1989;van den
Bosscheet al, 1990;Lambet al, 1999). Dadurch kommt es ziyperfluiden und
porésenMembranen,und in Folge desseru einem abnormalen Wachstymelches
sichu. a.in Form von Zellwandverdickungeayfgeschwollenen oder stark verzweigte
Hyphen aulRer{Siegel, 1981Burdenet al., 1989; Steett al., 1989.

DMiIs wirken systemisch und zeigen sowohl protedg als auch kurative AktivitédKuck
und Sbeinpflug, 198%.
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Resistenzmechanismen

Im Gegensatz zwgualitativen Resistenz durd@ols kénnendurch die Behandlung mit
DMIs graduelle Resistenzenentstehen die einen langsamen schrittweisen
Sensitivitatsverlust eines Pathogens gegentbermailéirkstoff mit sich fuhrenWhite,
1997;Brent und Hollomon, 2007). Die ersten Sensitivitdtsunterschiede wurden fast ein
Jhrzehnt nach Einfihrung der Di¥iungizidein den 1980erJahrenbei B. graminis
Venturia inaequalis Nectria haematocoe und S. fuliginea gefunden Walmsley
Woodwardet al, 1979;Stanis und Jones, 198Kalamarakist al, 1991 Brent und
Hollomon, 200Y. Kreuzresistenzen bestehen zu anderen BWitkstoffen, allerdings
nicht zu anderen Steroibsyntheselnhibitoren (Siegel, 198%Gisiet al., 1997; Wyand
und Brown, 2005).

Die Resistenzmechanismen gegenuber £&élchnen sich durch ihre Vielfaltigkeit und
Kombination miteinander au®ie haufigsten Ursachdiir Sensitivitatsverschiebungen
sind Punktmutationen intyp51 Uberexpressin descyp5], sowie aktiver Efflux des
Wirkstoffes durch Uberexpression von Effllansportern (JosephHorne und
Hollomon 1997;Cools und Fraaije, 200&tammler und Semar, 20lWahrendbei

den Qolsdie Bedeutsamkeit von Punktmutationen oyt b auf drei Mutationen (F129L,
G137R, G143A, siehe da21B.1 Quinone outsidelnhibitoren (Qols) beschranktist,
beruhen Sensitivitatsunterschiedegegeniber DMIs auf eine Anzahl von
unterschiedlicherMutationenim cyp51, die additiv wirkerkénnen In B. graminisf. sp.
hordei beispielsweise fuhrt die Y136F Mutation alleine nur zu geringfligigen
Sensitivitatsverschiebungen, wahrend in Kombination mit anderen Mutationen (z. B.
der Mutation K147Q) oder anderen Resistenzmechanishi@rere Resistenzfaktoren
erreicht werden Délye et al., 1998; Wyand und Brown, 2005). Denfless von
Punktnutationen auf die Sensitivitat gegentuber DMwurde in einer Reihe von
Organismen gezeigt, unter anderem den PhytopathogenenUncinula necatqr
Mycosphaerella fijiensisPuccinia titicina und Tapesiasp, sowie auch indem
Humanpathogn Candida albicanfDélyeet al., 1997;Sanglarcet al., 1998 Marichalet

al., 1999;Albertini et al., 2003; CdiasGutierrezet al,, 2009; Stammleret al., 2009,
Coolset al. 201]). Eine Vielzahl vorPunktmutationen wurdenim cyp51 von M.

graminicolagefunden, die aufgrund ihrer additiven Effeke nach Kombination von
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Mutationen bzw. anderen Resistenzmechanismen in verschiedene Kategorien
eingestuft wurden (TriR1 bis TriR12, MDR6, MDR7, MDRstG@mmer et al., 2008;
Leroux und Walker, 201 Btammler und Semar, 2011

Allen Organismen gemeinsam sind insgesamt s&ohservierte Abschnitte insyp51
(CR1 ¢ CRG6), die essentiell fur die Funktion d&3YB1 sind Aoyamaet al, 1996.
Diese konservierten Regionenuberschneiden sich zum Teimit Substrat
O9NJ Syydzy3aaiéws G333 il Md2ehigNSRESHE BRSS), fengn
eine Funktion im aktiven Zentrum des CYP51 zugewiesen wvicddie fir die
Qubstratgezifitat verantwortlch sind(Aoyamaet al., 1996 Leroux und Walker, 2010
Das aktive Zentrum des CYP51 befindet sich im Inneren des Enzyms und kann durch
einen Kanalfur das Subsat zugangig gemacht werden (Boscott und Grant, 1994).
Mutationen descyp51kénnen in dercoderenden Bereichemler Substratbindetasche
dem Zugangskanabder der Harsbindenden Domandokalisiert werden(Sanglardet

al., 1998;Marichalet al., 1999;Leroux und Walker, 2010; Coesal., 2011 Mullinset

al., 2011)

Neben Punktmutationen ist die Uberexpression des/p51 ein weiterer
Resistenzmechanismus gegentber DMIM. graminicolaund V. inaequaliswurde
jeweils eine Insertion innerhalb des Promotogefunden, die die Funktion eines
Enhancers zur Erhéhung der CYP51 Expressiben konnte(Schnabel und Jones,
2001, Coolset al, 2012. Insertionen innerhalb des Promotors, wie sie auch in
Penicillium digitatungefunden wurden, unterstiitzen zum einerediorherige These,
zum anderen konnte gezeigt werden, dass Wiederholungen von Insertionen die H6he
der Expression beeinflussen (Hamamatd al, 2000). Die Hochegulation eines
Transkriptionsfaktors, hervorgerufen durch eine Mutation innerhalb des
Transkrmptionsfaktors, hat eine Uberexpressiondes CYP51n C. albicanszur Folge
(Dunkelet al., 2008).

Effluxransporter haben die Aufgab8ubstanzen, did¢ir den Organismus schéadlich
sein konnten, aus der Zelle zu transportieren (Del Setbal., 2000 de Waardet al.,
2006). Der Einfluss Uberexprimierenddgffluxransporter (ABCbzw. MFS) auf die
Sensitivitatgegeniber DMWwurde u. a.in Aspergillus nidulan®otrytis cinereaind M.
graminicolabeobachtet(Sanglardet al., 1995;Del Sorbecet al,, 1997;Hayahi et al.,
2002 Stergiopoulos et al, 2003. Die Bedeutung von Effltransportern als
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Resistenzmechanismus Feldkonnte aufgrund der Komplexitat und additiven Effekte
der Resistenzmechanismen gegenuber ®Mlerdingsbislang nicht eindeutig geklart
werden (Stergiopoulost al., 2003 Leroux und Walker, 20).0

Mutationen in derp®® Desaturase(erg3d) filhren zu einem defektenEnzym undder
Verwendung eineslternativen Sterolbiosynthesewg Aufgrund dessen kantrotz
Inhibition des CYP51 durcBMis ein funktionelles Sterol (14-Methylfecosterol)
entstehen undstellt somit einen weiteren Resistenzmechanismus gegenubes Dl
(Watson et al., 1989; Jegh-Horneet al.,, 1995) Im Feld ist der Einfluss eines defekten
ERG3 icht bekannt (Lamlet al., 1999).

2.4 Zielsetzung

Seit dem Auftreten vorP. pachyrhizin Brasilienim Jahr 2001list es zu enormen
Ernteverlustenim Sojabohnenanbawgekommen. Wahrend die Bekampfunglurch
DMIs und Qols bzw. Kombinationender beiden Wirkstdgruppen, zunachst
erfolgreich war, hat die Wirkung der DMI inzwischen nachgelasserZiel der
vorliegenden Arbeitvar es,Isolate von Proben aus den Jahren 2009 und 2010 auf ihre
Sensitivitat gegenidber DiIUnd Qolsin cdetached leahi Testszu testen. Im Aischluss
daran sollten die Isolate molekularbiologisch analysiert werden, um die Ergeloi@isse
Fungizidensitivitatstests zerklarenund Resistenzmechanismen zu identifizierBer
Schwerpunkt lag dabei auf deéJntersuchung derSensitivitdtsunterschiederon P.
pachyrhizi Isolaten gegeniberDMIs Da die hauftigsten Resistenzmechanismen
gegeniiberQols und DMk Punktmutationen im Zielgen, bzw. Uberexpression des

Zielgens darstellen, wurdediese Mechanismen fokussiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Agilent2100 Expert Bioanalyzer
Airbrush 0,3 mm Dée
Analysenwaage

Binokular, Olympus SZX16
Binokular

Blaulicht Transilluminator, Uv28 L

Brutschrank

Camedia Digital Camera2500L
ColorViewl2, CCD Camera
Drigalskispatel Edelstahl

Dunkelhaube Ri2
Exsikkator
Fuji LAS 100 Kamera

Gelelektrophorese, SuBell GT Basic System

Glaszerstauber
HalogenlampeKL 1500 electronic
Hybridisierungsofen, HIR10M
Inokulationstunnel

Kleinschuttler VORTEX 4 Basic
Kugelmiihle MM200
LABOPORT®, MMembran
VakuumpumpenN816.1.2KN.18

Laminarbank: Holten LaminAir, Holten PCR

Mini
Mikroskop, Olympus BH2
Mikrozentrifuge 5415 R
Mini-Shaker SunflowesD
Monoshake, Variomag

NanoDrop 2000

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Friedrich Boldt GmbH, Laatzen, Deutschland

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschlar

Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, Deutschland

RUMED RubartApparate GmbH, Laatzen,
Deutschland

Olympus Deutschland GmbHamburg, Deutschland

Soft Imaging System GmbH, Minster, Deutschland

RSG Rostfreschneidwerkzeuge GmbH, Solingen,
Deutschland

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, Deutschland

Duran Group GmbH, Mainz, Deutschland

Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

VWR, Darmstadt, Deutschland

Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Schweiz

Grant Boekel, Shepreth, United Kingdom

Schachtner, Ludwigsburg, Deutschland

IKA®Nerke GmbH & Co. KG, Staufen, Bebland

Retsch, Haan, Deutschland

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Deutschland

Heto-Holten A/S, Allead, Ddnemark

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschlar
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BioSan Ltd., Riga, Lettland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Thermo FisheScientific Inc., Waltham, USA

PCR Maschine: DNA Engine DYAD Therma Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Cycler
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PCR Maschine: Primus 96

Pipette: Eppendorf research

Pipette Eppendorf research pro

PowerPac Basic Supply
Pyrosequencer, PSQ 96MA
RotorGene Q2-Plex

SchweilRgeraFolio FS 3602 (Haushalt)

Spritzkabine
Thermomixer comfort

Tischschiittler Titramax 1000

Tischzentrifuge 5810 R

Clements GmbH, Waldbdttelbrunn, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, HildenDeutschland

Severin Elektrogerdte GmbH, Sundern, Deutschlanc

BASF SE, Ludwigshafen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge fur Eppendorfgefalle, Galaxt VWR, Darmstadt, Deutschland

Mini C12xx220V

Tischzentrifuge flr PCGReaktionsgefalle,

Galaxy Mini C121220V
Transilluminator UV-P8 BE
U\-Stratalinker 2400

UV Transilluminator, Macro Vue U¥%

Vacuum PrefStation
WarmeschranikJLE 500
Wasserbad, Typ WB10

EurolabMerk, DarmstadtDeutschland

HerolabLaborgerateGmbH, Wiesloch, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Hoefer Pharmacia Biotelnc., San Francisco, USA
Qiagen, HildenDeutschland

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Degachl

P-D Industriegesellschaft mbH, Dresten, Deutschlan

3.2 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

96well PCR Plate
Aceton
Adhesive PCR Seal
Ampicillin Natriumsalz
Autoklavierbeutel
Benzimidazol, zur Synthese
(1HBenzimidazol)
Combitipsplus
CSPD readip-use
DEPC treated Wasser
DEPC97% (NMR)

Difco Agar, granuliert

4tidude Ltd., Wotton UK

Bernd Kraft GmbH, Duisburg, Deutschland
4tidude Ltd., Wotton, UK

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstaddeutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland
Ambion Inc., Austin, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

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 lll, DIG Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland
labeled

EDTA Calbiochem

Hsessig, puriss. Riedelde Haén, Seelze, Deutschland

Eppendorf Safé.ock Gefalie Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Ethanol Sigma Aldrich, St.ouis, 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, Darmstaddeutschland

HPLC Wass¢Chromasolwlus) Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstaddeutschland

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

LB Bouillion (Miller) Merck KGaA, Darmstaddeutschland

Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadbeutschland

Magnesiumsulfat Merck KGaA, Darmstaddeutschland

Natriumchlorid Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadbeutschland

hQDSySwdz SNE m 106 5 Fermentas GmbH, St. Le®ot, Deutschland

6x Orange DNA Loadiiye Fermentas GmbH, St. Le®&ot, Deutschland

hQwl y3SwdzZ SNJ mnn 06 LJ Fermentas GmbH, St. Le®ot, Deutschland

Parafilm Bemis Company, IndNeenah, USA

Pipetten: Eppendorf research Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten: Eppendorf researgiro Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, Tip One RPT Starlab GmbHAhrensburg, Deutschland

Polypropylen Réhrchen Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen, Deutschland

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

PyraViark Annealing Buffer Qiagen, HildenDeutschland

PyroMark Binding Buffer Qiagen, HildenDeutschland

PyroMark Gold Q96 Reagents Qiagen, HildenDeutschland

RNase Away Molecular BieProducts In¢.San DiegoJSA

RNaseZap Ambion Inc., Austin, USA

Salzsaure37% puriss. Sigma Aldrich, St. Louis, USA

SiLibeads Glaskugeln Typ S, Microglaskug Sigmund Lindern GmbH, Warmensteinach, Deutschle
0,4¢ 0,6 mm
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Sodiumdodecylsulfat Lésung, %@

SSC

Streptavidin Sepharose High Performance
Streptomycin SulfaBalz

0,2 ml Thermo Strips

Tris Base, Molecular Biolo@rade

Trypton

Tubes, graduated, Flase

Tween 80

Ultra Clear Cap Strips

UltraPure Agarose

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Roche Applied Science, Mannheidgutschland
GE HealthcareBuckinghamshirgGrol3britannien
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA
Merck KGaA, Darmstaddeutschland
Formedium Ltd, Hunstantoigro3britannien
Qiagen, HildenDeutschland

Riedelde Haén, Seelze, Deutschland

Thermo Fischer Scientific Ing/altham, USA

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

3.3 Antikorper, Bakterienstamm, Enzyme und Kits

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Anti-DigoxigenipAP, Fab fragments from
sheep

BanmH|

Ball

Bgll, FastDigest

CloneJET PCR Cloning Kit

DIG High Prime DNA Labeling and Detecti
Starter Kit Il

DNA Walking SpeedUp Kit with SeeAmp A
PCR Master Mix I

Ecd?

MaximaHot Start PCR Master Mix (2x)

MESA FAST GR MasterMix Plus dTTP for
SYBRssay No ROX

NucleoSpin DNA Plant Il Kit

NucleoSpirExtract 11

NucleoSpirgDNA Cleaup

NucleoSpin Plasmid Kit

OnColumn DNase | Digest Set

PCR DIG Probe Synthesis Kit

PhusionHot Start, High-idelity DNA

Polymerase

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Roche Applie&cience, Mannheim, Deutschland

Fermentas GmbH, St. Le®&ot, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Le®&ot, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Le®&wot, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Le&ot,Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Seegene Inc., Seoul, Korea

Fermentas GmbH, St. Le®&wot, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Le®wot, Deutschland
Eurogentec, Seraing, Bedgi

MachereyNagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschlant
MachereyNagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschlant
MachereyNagel GmbH & Co. KG, Dilren, Deutschlanc
MachereyNagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschlanc
Sigma Aldrich, Stouis, USA

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Finnzymes OY, Espoo, Finnland
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Pst

Fermentas GmbH, St. Le®&wot, Deutschland

QuikChange Il SHBirected 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
Xbd Fermentas GmbH, St. Le®&wot, Deutschland

Xl-1 Blue Competent Cells Agilent Technologies, Santdara, USA

3.4 Kulturmedien, Lésungen, Puffer

3.4.1 Medien zur Anzucht vorP. pachyrhizlsolaten auf Sojabohnenblatter

0,03 % TweehVasser

100 ml deionisiertes Wasser (Millipore Wasser)
0,03 g Tween 80
Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar fur 15 Minuten

0,4 %l eitungswasseragar (LWA)

49 Agar
40 mg Benzimidazol
30 mg Streptomycin Sulfat

ad 1000 ml Leitungswasser
Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar fir 15 Minuten

3.4.2 Allgemeine Puffer und Lésungen

TAE Puffer (50x)

2M (242 g) Tris Base
1M (57,1 ml)  Eisessig
5mM (10 ml) EDTA (0,5 M)

ad 1000 ml deionisiertes Wasser
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Verdinnung der Stocklésung auf 1x Arbeitslosung mit demineralisiertem

Wasser (VE Wasser)

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Wasser

1ml DEPC
ad 1000 ml deionisiertes Wasser
Ruhren beRaumtemperatur fir mindestens 30 Minuten

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar fur 15 Minuten

TrisHCI Puffer (10x)

0,5M (600Q) Tris Base

ad 1000 ml deionisiertes Wasser

Einstellen des pH Wertes auh@t HCI

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar firNlisuten

Verdinnung der Stockldésung auf 1x Arbeitslosung (10 mM) mit DEPC Wasser

0,5 M Ethylendiamintetraessigsaure (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 furNIisuten

10 %Aceton

100 ml Aceton

900 ml Leitungswasser
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3.4.3 Kulturmedien vonEscherichiacoli

SO&Medium
2% (20 Q)
05% (50)
10 mM (0,58 g)
2,5 mM (0,18 g)
10 mM (0,95 g)
10 mM (1,2 g)
20 mM (3,6 g)

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCI

MgCh
MgSQ
Glukose

ad 1000 ml deionisiertes Wasser

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar fir 15 Minuten

LBMedium

259 LB Bouillion nach Miller

(Bestandteile: 5 g Hefeextrakt, 10 g Caseinpeptorg Natrium:
chlorid)

ad 1000 ml deionisiertes Wasser

Zugabe von 100 mgAmpicillin vor Gebrauch

LBAgar (Luria Bertani)

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

259 LB Bouillion nach Miller
chlorid)
209 Agar

ad 1000 ml deionisiertes Wasser

Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar fur 15 Minuten

Zugabe vo 100 mg/l Ampicillin nach Abkuhlen auf ca. 60°C
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3.4.4 Puffer fir Pyrosequenzierung

70 % Ethanol

700 ml Ethanol (vergallt)
300 ml HPLC Wasser

2 M Natriumhydroxid

80¢g NaOH
ad 1000 ml HPLWasser
Verdinnung der 10x Losung um 1:10 nHPLC Wasser auf eine 1x

Endkonzentration

10xWaschpuffer

100 mM(12,19  Tris

ad 1000 mHPLGNasser

Einstellen de pH Wertes mit 4 M Eisessigf pH 7,6

Verdinnung der 10x LOosung um 1:10 nHPLC Wasser auf eine 1x

Endkonzentration

3.4.5 Puffer fur Southern Blot

Depurinierungspuffer

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

437,5 ml deionisiertes Wasser

Denaturierungspuffer

15M (87,7g) NaCl
0,5M (2009) NaOH

ad 1000 mideionisiertes Wasser
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Neutralisierungspuffer

15M (87,79) NaCl
0,25M (30,29 g) Tris Base
ad 1000 mbeionisiertes Wasser

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

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

5m SDS10%)
50 ml SSC (20x)

ad 500 ml demineralisiertes Wasser

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

5ml SDS (1enl)
12,5 ml SSC (20x)

ad 500 ml demineralisiertes Wasser

Waschpuffer (DIG Wash and Block Buffer Set)

Verdinnung der 10x Losung um 1:10 mit demineralisiertem Wasser auf eine 1x

Endkonzentration

Maleinsaurepuffer (DIG Wash and Block Buffer Set)

Verdinnung der 10x Losung um 1:10 mit demineralisiertem Wasser auf eine 1x

Endkonzentration

Detektionspuffer (DIG Wash and Block Buffer Set)

Verdinnung der 10x Lésung um 1:10 mit demineralisiertem Wasser auf eine 1x

Endkonzentration
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BlockingReagenZDIG Wash and Block Buffer Set)

Verdiinnung der 10x Blocking Reagenz um 1:10 mit 1x Maleinsaurepuffer auf

eine 1x Endkonzentration

Antikorper Lésung (DIG Wash and Block Buffer Set)

Verdinnung des Antikdrpenti-DigoxigenipAP 1:10.000 in BlockirReagenz

3.5 Anzucht des Pflanzemind Pilzmaterials

3.5.1 Kultivierung der Sojabohnen im Gewachshaus

Sojabohnensamen der Sorte Dekalb-32 (Monsanto, St. Louis, USA) wurden zur
Auskeimung bei 22C und 14 Stunden Belichtungszeit in Saatkisten mit gedampfter
Erde (FloraduB fein, Floragard, Oldenburg, Deutschland) ausgelegt. Nach sechs Tagen
wurden gesunde, gleichméalRig gewachsene Keimlinge in Topfe mit gedampfter Erde
gepflanzt (eine Pflanze pro Topf). Fur die Isolathaltung Rorpachyrhizimit der
odetached leadt Methode wurden die Keimlinge fiir weitere sechs Tage bis zdm V
Stadium(Abbildung3) bei 22°C und 14 Stunden Belichtung im Gewachshaus kultiviert.
Zur Vermehrung der Isolate fir Fungizidsensitivitatsversuche wurden die Keirfilmge

weitere 14 Tage bis zun2\&tadium(Abbildung3) kultiviert.

3.5.2 Isolation und Isolathaltung vorP. pachyrhizi

Befallene Blattproben aus Brasilien wurden mit der Blattunterseite nach oben in einer
Kunststoffdog mit feuchtem Filterpapier Uber Nacht hydriert. Zur Isolatgewinnung
wurden unter dem Binokular die Sporen eines Ureasumit einer Impfnadel in Tween
Wasser Tropfen auf Sojabohnenbléatter transferiert. Zuvor wurden die
Sojabohnenblatter mit der Blattunteete auf Leitungswasseragar (LWA), wefche
Zusatze zur Verlangsamung der Seneszenz der Sojabohnenblatter beinhaltet, gelegt.
Alternativ zur Ubertragung mit der Impfnadel wurde eine Sporensuspension durch
Schitteln der Blattprobe in TweéWasser hergestellind mit einer Airbrush auf ein

Sojabohnenblatt aufgetragen (ca. 5ADpro Blatt). Die Separierung einzelner Isolate
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voneinander erfolgte bei dieser Technik mit der nachsten Ubertragung, inelewils

die Sporen eines Urediums auf ein frisches Sojabohiaéinb TweenWasser Tropfen
Ubertragen wurden. Nach der Inokulation wurden die Isolate zunéchst fug 18
Stunden im Dunkeln bei 108 Luftfeuchtigkeit und Raumtemperatur inkubiert. Die
anschlieBende Kultivierung im Brutschrank erfolgte bei°@0und 12 Stunden
Belichtung (20 pmols® m?). Nach drei Wochen wurden die Sporen mit Hilfe eines
Binokulars und einer Impfnadel erneut in Tweafasser Tropfen auf ein frisches
Sojabohnenblatt Gbertragen.

Mit diesen Methoden wurden insgesamt 90 Isolate gewonnen. Je nach Probenherkunft
konnten 1 bis 23 Isolatpro Probegewonnenwerden. Des Weiteren wurden von
Herrn Dr. John Speakman, BASF SE, funf EinzelsporenisoleldS bereitgestellt,

die jeweilsaus einer Spore des STSNBy 1T aidl YYSa G661 N@EHB)IAIT | f

bezeichnetaus dem Gewéachshaus stammten.

3.5.3 Isolatvermehrung flirodetached leafi Tests

Sofern maoglich wurden von den gewonnenen Isolaten (sige?) drei Isolate von
jeder Probenherkunft in Fungizidsensitivititsversuchen etsucht und mit dem
Hausstamma 2 6 A S SAYySY Laz2tt+td | dzA ¢ (TAbédeighne) T2 I |
verglidhen. Insgesamt wurden 40 Isolate getestet. Um eine hohere Sporenausbeute zu
erreichen, wurden die brasilianischen Isolate fur Fungizidtests im Gewachshaus
vermehrt. Dazu wurde ein Blatt mit gut sporulierenden Befallsstellen aus der
Isolathaltung genommenin 5ml TweenWasser abgespult undwei Wochen alte
Sojabohnenpflanzen @V Stadium) inokuliert. Fir die Inokulationen wurde eine
Airbrush verwendet. Zwischen der Inokulation zweier verschiedener Isolate wurde die
Airbrush erst mit 70%igem Ethanol und dann mit Twidéasser gespult. Nach einer
Inkubation bei 20C in Dunkelheit wh 100% relativer Luftfeuchte, wurden die
inokulierten Pflanzen bei 2ZC und 14 Stunden Belichtung kultiviert. Um eine
Vermischung der einzelnen Isolate zu vermeiden, wurden die Pflanzen durch
Pappumrandungen voneinander getrennt und mit groRtmdgliatéeimlicher Distanz
aufgestellt. Nach 14 Tagen wurden je nach Befall zwei bis vier Blatter (ungeteilte

Blatter, d. h. Blatter vom 1. LaubblattpaajWachstumsstadiumvl, Abbildung 3))
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geerntet, eine neue Sporensuspension imbTweenWasser hergestellt und zwei
Pflanzen inokuliert. Die einzelnen Isolate wurden so lange im Gewachshaus vermehrt,
bis die Fungizidsensitivitdtsversuche abgeschlossen waren.

Der Hausstimm und der Taiwanstamm wurden hontog zu den brasilianischen
Isolaten, allerdings im gréReren Malistab, inokuliert. Die Inokulation ganzer
Gewachshauswagen mit dem Hausstamm erfolgte mit einem Inokulationstunnel,
wahrend vom Taiwanstamm, je nach Bedarf, funf bis z8bjabohnenpflanzen @V

Stadium) mit einem Glaszerstauber inokuliert wurden.

3.6 a5 S i OKPRuRgizitisrisifivilitsversuche

3.6.1 VerwendeteWirkstoffformulierungen

Fur die Sensitivitatsstudien deP. pachyrhizilsolate gegentberverschiedenen
Fungizide wurden handelsiubliche Wirkstoffformulierungen verwendet. Tlabelle1

sind die verschiedenen Wirkstoffe aufgefuhrt.

Tabellel: Verwendete Wirkstoffformulierungen.

Wirkstoff-
Unternehmen /
formulierung / Strukturformel

Markteinfuhrung

Handelsname

DMI Cyproconazol / Syngenta AG, Basel OHY
Alto Schweiz / 1989 |
Cl I?—CH—CH:;
T
M
( N
\
Epoxiconazol/ BASF SE,
Opus Ludwigshafen,
Deutschland / 1993 °
Cl F
i
N,
( N
\_J
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Metconazol / BASF SE, CHy
Caramba Ludwigshafen, CH,
Deutschland / 1994 OH
Cl CH;, Clle
9
N
\_J
Tebuconazol/  Bayer CroBcience CI)H (T“Hs
Folicur AG Monheim, ClOCHzCHzTCI?CHQ
Deutschland / 1988 <|3Hz CH;
N,
\( N
\_J
Qol Azoxystrobin/  Syngenta AG, Basel Hat, _x’H
0 0
Amistar Schweiz / 1996
— 0—CH,4
0
N/ > |
N/ p 0 v 4
7N
Pyraclostrobin / BASF SE, Hsb—0, f;}j
N
- —
Comet Ludwigshafen, 0—ch,
Deutschland / 2000
0
P’/
R N}

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

3.6.2 Verdinnungsreihe

Fur die Applikation der Wirkstefformulierungen in Fungizidsensitivitatsversuchen
wurden Stammlésungen von 3@pm (Pyraclostrobin) bzw. 1@pm OMIs und

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

Endkonzentrationen wurden mit einem Volumen vonrblOgespritzt:

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

DMIsund Azoxystrobin: 10 ppm /1 ppm/0,1mpp 0,01 ppm /0 ppm
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3.6.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Fungizidsensitivitdtsversuche wurden alstached leaf Test durchgefiihrt. Dazu
wurden zwei Wochen alte Sojabohnenpflanzed 8fadium) mit Fungizidldsungen an
einer Spritzkabine behandeRie Spritzkabine ar mit dreiZweistoffFlachstrahldiisen
ausgestattet, die jeweils mit einem Luftdruck von k& betrieben wurden.Die
Applikation erfolgte mit aufsteigender Konzentration, afgngen mit Qpm
(=Leitungswasser). Um Verschleppungen zu vermeiden, wurdesclzen zwei
Wirkstoffen die Schlauche der Spritzkabine zweimal mit 10%igem Aceton und zweimal
mit Leitungswasser gespult sowie dreimal Luft hindurch geblasen. Nach dem Trocknen
der behandelten Sojabohnenpflanzen Gber Nacht, wurden die Blatter geerntet itnd m
der Blattunterseite nach oben auf L\WHatten gelegt. Von den im Gewachshaus
vermehrten Isolaten (siehe3.5.3 wurden Sporensuspensionen hergestelltg(2
befallene Trifolienblatter auf 45ml TweenWasser). Pro Blatt wurden ca. Orb
Sporensuspension mit der Airbrush inokuliert. Nach einer Inkabatiur 14 ¢ 18
Stunden in Dunkelheibei Raumtemperatuund 100% relativer Luftfeuchte, erfolgte

die Kultivierung fur 15¢ 18 Tage im Brutschrank (12 Stunden Tag,/QO Die
Auswertung erfolgte mittels Bonituder befallenen Blattflache. Die Efg-Werte
(Effektivdosis 506) wurden durch Interpolation mit RESLAB (BASBftware
berechnet. Als ER-Wert wird die Wirkstoffkonzentration bezeichnet, bei der das

Wachstum eines Pathogens zu%Qnhibiert wird.

3.7 Molekularbiologische Methoden

3.7.1 Isolation vonNukleinsauren

3.7.1.1 Extraktion genomischer DNA

Die DNA Extraktion fur molekularbiologische Untersuchungen erfolgte mit dem
NucleoSpin DNA Riall Kit. Dazu wurde befallene Blattstellen ausgeschnitten oder
Sporen von befallenen Blattern abgeklopft, imREppendorfgefale aliquotiert und in
einer Schwingmihle mittels einer Stahlkugel und flissigem Stitkstdkleinert (eine

Minute bei 20Hz). Das Protokoll wurde nach Angaben des Herstellers fir die
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Extraktion aus Pdhzenmaterial mit Verwendung ddsysepufers PL 2 durchgefiihrt
(SDS basierte Extraktionsthede). De DNA wurde in einem Schrittin 100l
Elutionspuffer eluiert.

Zur DNA Extraktion fur einen Southern Blot wurden die Sporen des Hausstammes
sowie des Taiwanstammes aus dem Gewachshaus bzw. addietached

leafd vermehrten $olate abgeklopft und in @&l Eppedorfgefale aligoutiert (ca.
22mg/GefaB). Die Eppendorfgefale wurden miQuarzsand (doppeltes
Sporenvolumepl dzF 3ISTFNf G oDSal YGFNEf @2t dzyYSy AY
um Sporen mit dem Qarzsand zu vermischen. Anschlie3end wurden die Sporen in
flissigem Stickstoff schockgefroren und mit Hilfe eines Drigalskispatelstiels im
Eppendorfgefald gemorsert. In regelmaflligen Abstanden wurden die Sporen nochmals
im fliissigen Stickstoff gefroren, wobaarauf geachtet wurde, dass kein Stickstoff ins
Gefald gelangte. Nach dem Mérsern (ca¢ 3 Minuten) wurde die DNA mit dem
NucleoSpin Plant [Kit extrahiert. Dabei wurden €i Puffer PL2 (Lyse), PL3
(Prazipitation) und PC (Bindung der DNA) sadigeRNaseA mit doppeltem Volumen
verwendet. Die Inkubationszeit des Lysepuffers PL2 b&C6surde auf ca. 60 Minuten

und die Inkubation zur Fallung der Proteine auf Eis durch PL3 auf 10 Minuten
ausgedehnt. Die Elution wurde in zwei Schritten mit jeweils einartioBsvolumen

von 30ul mit vorgewarmten Elutionspuffer (/) durchgefihrt. Die Konzentrationen
und Reinheitder DNA wurdemnittels NanoDrop 2000 bestimmt. Anschliel3end wurde

die DNA kurzzeitig bei°’€, bzw. langfristig be20 °C gelagert.

3.7.1.2 Isolationder gesamt RNA

Abgeklopfte Sporen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und mit einer
Schwingmihle gemahleneife Minute bei 20Hz). GemalR den Herstellerangaben
wurde die RNA mit dem Spectrum Plant Total RNA Kit, inklusive DNase Verdau auf der
Saude mit demOn-Column DNase | Digest Sextrahiert. Die Konzentrationsmessung

der RNA erfolgte am NanoDrop 2000. Die kurzzeitige Lagerung erfolgi20l3€l, die
langfristige Lagerung be80 °C.
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3.7.1.3 Qualitatsanalyseder RNA mit Hilfe des Bioanalyzers

Die Qualitat der RNA wurde mit dem Agilent 2100 Expert Bioanalyzer Gberpruft. 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 Werte(RIN= RNA Integrity Number) kann die RNA Integritat auf einer
{1t @2y SAya oAia 1 SKy o06S6SNISIE 63IMNRSy:
dzy R ol SKy & T Ndagethafte RNAD Intdgnfal bekidflusst die gRIR
(quantitative ~ Reverse  Transgtase @ PCR) negativ. Daher wird  fur
Expressionsmessungen empfohlen nur RNA mit mindestens\WRIN funf zu
verwenden (Feige und Pfaffl, 2006 Fur Expressionsmessungender vorliegenden

Arbeit wurden nur RNAnit RIN Werten grol3er secleingesetzt

3.7.2 Reverselranskriptionder RNA in cDNA

Die Reverse Transkription der RNA in cDNA wurde mit dem Verso cDNA Kit
durchgefuhrt. Als Template wurde jeweils 500 ng RNA eingesetzt. Das Protokoll lautete
wie folgt:
500 ngRNA
1l oligodT Primer [Endkonzentratio 1x]
Entfernung sekundéarer Strukturen durch Inkubation bei’@Ofur 5 Minuten,
Abkthlen auf Eis
4yl 5x cDNA Synthese Puffer [Endkonzentration: 1x]
2 ul  dNTP Mix [Endkonzentration: jeweils 500 uM]
1ul  RT Enhancer
1pl  Verso Enzym Mix

ad DEPC Wassauf ein Reaktionsvolumen von 20 pl

Reverse Transkriptions Programm im Thermocycler:
42 °C fur 30 Minuten

45 °C fir 15 Minuten

50 °C fur 15 Minuten

95 °C fur 2 Minuten
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Nach der reversen Transkription wurde die cDNA Losung mitHQiliPuffer (1M,
pH8) 1:2 verdunnt. Die kurzzeitige Lagerung erfolgte b&C4die langfristige Lagerung
bei-20°C.

3.7.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

3.7.3.1 PCR Oligonucleotide

Primer fur Standard PCR und gPCR wurdenein Regel mit der Primer Express
Software (Versior2.0, Applied Biosystems, Carlsbad, USA) designt. Ausnahme bildeten
die Primer zur Amplifikation von P®Rodukten fur die Pyrosequenzierung: diese
wurden mit Hilfe der PSQ Assay Design Software (Version Dfen, Hilden,
Deutschlan)l ausgewdahlt. Sofern nicht anders erwdhnt, wurden die -PCR
Oligonucleotide intern in der BASF SE hergestellt. Standardmafig wurden alle Primer
auf eine Arbeitskonzentration von XOnol/ul eingestellt. Die Berechnung der
Schmelztemperatur (Tm) erfolgte nagbn Ahseret al. (2001)durch die Formel

TmCC) = 80,4+ 0,345%GQ +log[Na' ] x[17,0— 0,135%G Q] — 550/ n

Fur die Verwendung der Phusidiot Start, Higkridelity DNA Polymerase wurde der
vom Herstelleempfohlene Tm Rechner verwendet

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

Tabelle2: Verwendete Oligonucleotide zur Amplifikation verschiedener Gene zur Sequenzierung.

Bezeichnung Sequence 5- 3' Tm °C ;?u;(ii)n Gen Bemerkung
KES 1682 fw AGCCTTGTTTACATTCATAAGTCCC 57 64 aktin

KES 1683 rv CCTATCATCTGCGTTTCTTCTACC 59 64 aktin

KES961rv TGGGAAGAGGGTATGATGTATTGG 59 cyp51 sﬁg]‘;?”mf
KES 1098 fw ATGTCTTCCAGCGTTATAATCG 55 65 cyp51

KES 1133 rv TCGAGGGAAAGGAGTTGATC 57 63 cyp51

KES 1262 rv ACATTTCCATGCTTCCTCCG 57 cyp51 DNA Walkind
KES 1263 rv GCTTCCTCCGACAGTCCT 60 cyp51 DNA Walking 2
KES 1264 rv  GCCGAGCACCGGAAATAT 57 cyp51 DNA Walking 3
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Southern Blot,

KES 1366 fw CAGGGAAAAGAAGTCAGAGAAGG( 61 cyps1 oo
KES 1383 fw AGAGGTCAATGCCGAAGAAGC 59 cyp51 ggﬁ;hee;” Blot,
KES 1178 v AATAGAGGTGTTTGGAGTCGATCG cyp51 ggﬁ;hee;” Blot,
KES 1384 v AGCCAGATGGGTCAATAACCAG 59 61 cyp51 ggﬁghee;” Blot,
KES 1158 fw CAGTAGCCTAAAGAAGGGTGTTAA 57 64 cytb

KES 1159 v CCCGTTGAATATCTTGACATCTTACS7 67 cytb

KESL175 fw AATTCTACTAGATCCCCT 48 cytb sﬁg:é‘:”m*
KES 1176 fw AATTCTACTAGATCCCCT 48 cytb sﬁg:é‘:”m*
KES 1078 fw ATGACACTCCTACACAGAGTAG 57 59 sdhb

KES 1079 v ATTAATTGCTTGGTGATGAG 49 58 sdhb

KES 732 fw ATGATGGCCTCAACAATAGCAG 57 68 sdhc

KES 733rv TACATTCAGTTATTACCTTCAAAAA 54 64 sdhc

KES 1255 fw GGTGTAAGACGGATTCACTGAT 57 62 sdhd

KES 1256 v GCAATGCCTACAGAAAAAATATTAASL 62 sdhd

Tabelle 3: Verwendete Oligonucleotide zur quantitativen Messunger Genexpressiof!, bzw.

Kopienzah(P).

Anmerkung: als Template fur Expressionsmessungen dient cDNA, als Template fur die Messung der

Kopienzahl DNA

Bezeichnung Sequence 5 3' Tm°C Gen

KES 1461fw  ACAGTTTCACCACAACCGCC 59 aktin® ®
KES 1462rv  TGACCGTCGGGAAGTTCG 60 aktin® ®
KES 1216 fw =~ TGATAGACTGAGGCGTGAACAGG 62 cyp51® ®
KES 1178 v AATAGAGGTGTTTGGAGTCGATCGT 61 cyp51® ®
KES 1688 fw ~ TCAAGACGCATCCAATTCTAGGTC 59 cytb® ®
KES 1689rv  GTGTTACACCCGTGATAATCTGAAT! 59 cyt B @
KES 1465fw ~ GGTATGGCTTTCCGAGTTCCA 59 gapdH® ®
KES 1466 rv  TCAGTTGATACCAAATCATCCTCAG 57 gapdH® ®©
KES 1690 fw ~ GCATTTGCCACCCCTGC 60 sdhg”
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KES 1691rv  GGGCTTCTTAGACGGCTCG 62 sdhg”
KES 1693rv  GCAGGAGCAGATGCCGC 63 sdh®
KES 1692 fw  GGTATTCCAGCATTTTCAATCGGGT. 59 sdh&® ®
KES 732 fw ATGATGGCCTCAACAATAGCAG 57 sdhd®
KES 1756v TCGCACTATCCAAACATACGAG 57 sdhé”
KES 1695rv  GGATGGAACCATGAGCCTTATTTGG 61 sdhd®
KES 1694 fw ~ CAGTCGGCAGAACTTTGTTACGA 59 sdhd® ®@
KES 1748y TTAATGGAAGACTCCTTTGCTTTGA 55 sdhd”
KES 1463 fw  CTGCGAACAACTATGCTCGTG 59 htubulin®
KES 1464rv  CACGAAGAAGCCTTGGAGTCC 62 h-tubulin®
KES 174%w CAAATTGCATACTACTCGTCGTGA 57 h-tubulin®
KES 1748/ GAGCATAGTTGTTCGCAGCATCTA 59 h-tubulin®

Tabelle 4: Verwendete Oligonucleotide zur Pyrosequenzierung zur Mutationsanalysecirhb und
cyp51

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Primer anhand der {SBduenz designt. Dieyp51
Mutationen wurden sowohl auf DNA Ebene als auchcdNA Ebene untersucht. Fur alle Mutationen
aul3er der F120L konnten die gleich®equenzierprimer fir DNA undER Analysen verwendet werden.

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

KES198 fw GGACACTAGTATGGGCGATTG 59 cytb

KES 499 r%° CATGTGAGGCGGTCTCATT 57 cytb

KES 500 fw TTGTAATAATAGCGACAGC 49 cyt b(F129L) Seq. Primer
KES 501 fw TATGGACAGATATCACTATG 49 cyt b(G143A) Seq. Primer
KES1132fw  TAGGTTATGTACTACCGTAT 49 cytb(G137R) Seq. Primer
KES 1496 fif® GTTTTAACTTTTTGATGGCCTG/ 53 cyp51(Y131F, Y131H

KES 1493 rv CTGCTGCATTAGGATCGAGTTG 59 cyp51(Y131F, Y131H

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

KES 1564 it ACCCTTTGTTGATGAGAAGTGT' 57 cyp51(K142R, 1145F)

KES 1563 rv ACGTCCTTAGTGACAGATTTTAC 55  cyp51(K142R, 1145F)

KES 1562 rv GTAAGGCCAGCCTTG 53 cyp51(K142R, 1145F) Seq. Primer
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KES 1595 fw ~ AGGAAGCATGGAAATGTGTTTA 55 cyp51(F120L)

KES 1596 #° TCCTTACCAAAGACAGGTGTAG 59 cyp51(F120L)

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

KES 1599 if® GGTCAATGCCGAAGAAGCTTA 57 cyp51cDNA

KES 1600 rv CATGGACGTCCTTAGTGACAGA 59 cyp51cDNA

KES 1601 rv TTACCAAAGACAGGTGTAG 51 cyp51(F120L, cDNA) Seq. Primer
a) Synthese durch Eurogentec 00 p¥ . A20GAY al NJ ASNYzy3

Tabelle5: Oligonucleotide zur Mutagenese iyt b.

Bezeichnung Sequence 5-3' Tm  Mutation

KES 1582 fw GACAGATATCACTATGAGCTAGTAAATGAGACCGCCT 66 G143A

KES 1583 rv. AGGCGGTCTCATTTACTAGCTCATAGTGATATCTGTC 66 G143A

KES 1506 fw TATAGGTTATGTACTACCGTATAGACAGATATCACTAT 65 G137R

KES 1507 rv CACCTCATAGTGATATCTGTCTATACGGTAGTACATA/ 65 G137R

KES 1504 fw TTGTAATAATAGCGACAGCGTTRATAGGTTATGTACT/ 65 F129L

KES 1505 rv  CATACGGTAGTACATAACCTATYAACGCTGTCGCTAT 65 F129L

3.7.3.2 Reaktionsbedingungen fir Standard PCR

Sofern nicht anders erwahnt, wurden alle PCR an einer Laminarbank zur Vermeidung
von Kontaminationen und bei Raumtemperatur angesetzt. In Anwendungen, bei denen
eine hohe Genauigkeit der PCR wichtig;igtie z. B. Klonierungenwurde die Phusion
Polymerae verwendet. Im Gegensatz zur kostengunstigefey Polymerase im
Maxima Mastermix besitzt die Phusion Polymerase eine proofreading Aktivitiit un
somit eine deutlich geringerEehlerate als dieTaqPolymerase. Die P&Reagenzien
wurden vor dem Gebrauch gevortext utkdirz abzentrifugiert. Die Reaktionsansétze
wurden vor der PCR mit einer Tischzentrifugarz abzentrifugiert, um eine

Vermischung der Reagenzien zu gewahrleisten. Die Arbeitslosungétridesr sowie
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die PCRViastermixe wurden kurzfristig bei € gelagert. Die langfristige Lagerung der

Primer erfolgte bet20°C.

Tabelle6: Pipettierschema und PGRrogramm zur Amplifikation desyp51

25 pl Reaktionsansat Endlonzentration PCR Programm
2x PhusiorFlash Mastermiy 12,5 pl 1x 15 Sek. 98 °C
DEPC Wasser 7,5 pl variabel 35x 5Sek.98°C
KES 1098 fw 1,25 pl 500 nM 5 Sek. 63 °C
KES 1133 rv 1,25 pl 500 nM 45 Sek. 72 °C
Template 2,5 ul variabel 1 Min. 72 °C

Tabelle7: Pipettierschema und PGRrogramm zur Amplifikation vorcyp51 Sonden zurDigoxigenin
(DIG-Markierung mitzufalligen Oligomeren

Fir die Sondé wurden die Primer KES 1178 und KES 1366, bzw. KES 1383 und KES 1384 flr die Sonde 2
verwendet (siehélabelle?).

25 ul Reaktionsansat Endkonzentration PCR Programm
2x PhusiorFlash Mastermiy 12,5 pl 1x 30 Sek. 98 °C
DEPC Wasser 7,5 u variabel 35x 10 Sek. 98 °C
fw Primer 1,25 pl 500 nM 5 Sek. 66 °C
rv Primer 1,25 pl 500 nM 15 Sek. 72 *(
Template 2,5ul variabel 1 Min. 72 °C

Tabelle8: Pippetierschema und PGRrogramm zur Amplifikation desytb.

25 ul Reaktionsansat Endkonzentration PCR Programm
2x PhusionFlash Mastermi¥ 12,5 pl 1x 15 Sek. 98 °C
DEPC Wasser 7,5 u variable 35x 10 Sek. 98 °C
KES 1158 fw 1,25 pl 500 nM 5 Sek. 64 °C
KES 1159 rv 1,25 ul 500 nM 45 Sek. 72 °C
Template 2,5 pl variabel 1 Min. 72 °C

44



Material und Methoden

Tabelle9: Pipettierschema und PGRrogramm zur Amplifikation vorcyp5%, bzw. cyt b-Fragmenten
zur Pyrosequenzierung der Mutationen F120L, Y131F/H, K142R, 1145F, bzw. F129L, G137R, G143A.
Siele Tabelled4 zur Bezeichnung und Sequenz der Primer.

25 pl Reaktionsansat Endkonzentration PCR Programm
2x MaximaMastermix | 12,5 pl 1x 4 Min. 95 °C
DEPC Wasser 7,5 u variabel 40 x 15Sek. 94 °C
fw Primer 1,25 pl 500 nM 30 Sek. 55 °C
rv Primer 1,25 ul 500 nM 15 Sek. 72 °(
Template 2,5l variabel 5 Min. 72 °C

3.7.3.3 Ortsspezifischéviutagenese

Fur die Entwicklung des Pyrosequenzierassays zur Untersuchungcydetb
Punktmutationen wurden Plasmide mit der entsprechenden Mutation erzeugt. Dazu
wurde das QuikChange Il Sérected Mutagenese Kit verwendet. Durch PCR mit
Primern die auf der Zielsequenz liegen und die gewilnschte Mutation tragen, kénnen
spezifische Mutabnen in doppelstrangige PlasmiNA eingefigt werden. Die
Parentalstrange werden durch das Enzipprl verdaut, so dass die mutagenisierten
DNA Strange anschlieRend B colikloniert werden kdnnen. Die Durchfuhrung der
Mutagenese erfolgte wie im Protokales Herstellers beschrieben und wieTiabelle

10 aufgezeigt. Die fimer wurden mit dem QuikChangBrimer Design Proagmm
(Agilent Technologies In@012) designt und von Thermo Fisher Scientific GmbH (Ulm,
Deutschland) synthetisiert sowie PAE®lyacrylamieGelelektrophoresgaufgereinigt.
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TabellelO: Pippetierschema und PGRogramm zur Mutagenese de&ytb.

Als Templae diente PlasmidDNA mit cyt b Insert. Das Primervolumenist abhéngig von der
Basenpaaranzahl. A: Primerpaar fur die F129L Mutagenese, B: Primerpaar fir die G137R Mutagenese, C:
Primerpaar fur die G143A Mutation.

50 pl Reaktionsansatz ~ Endkonzentration PCR Programm
10x Reaktions Puffer| 5 pl 1x 30 Sek. 95 °C
dNTP Mix 1l 12 x 30 Sek. 95 °(
Template 0,13/0,5/1,25 pl 5/ 20 /50 ng 1 Min. 55 °C
E;T;::;?:;DNA Mot 25U 7 Min. 68 °C

A | DEPC Wasser 40,77 /1 40,40 / 39,64
KES 1504 fw 1,052 pl 125 ng
KES 1505 rv 1,052 ul 125 ng
B | DEPC Wasser 40,72/ 40,35/ 39,60 pl
KES 15®fw 1,076 125 ng
KES 15Drv 1,076 pl 125 ng
C | DEPC Wasser 40,57/ 40,19/ 39,44 pl
KES 150w 1,155 pl 125 ng
KES 15®rv 1,155 pl 125 ng

Im Anschluss an die PCR, wurde je Reaktionsangdt2dni Enzym hinzugegeben und
vermischt. Um die nicht mutierte, parentBINA zu verdauen, erfolgte eine Inkubation
bei 37°C fur eine Stunde. AnschlieBend wurde das Mutageneseprodukt -h XL
Supercompetent Zellen transformiert, wie im Protokoll des QuikChange -Disgeted
Mutagenese Kits beschrieberbweichend vom Protokoll wurde statt des NZY
Mediums SOC Medium verweeid und aufgrund der Vektorbeschaffenheit
(pJetl.2/blunt cloning vector tragt ein lethales Gen, welches durch Ligation eines
Inserts zerstort wird und somit Blaweil>Screening Uberflissig machtyir ein Verdau
der PlasmieDNA mit Bgll (FastDigegt durchgdiihrt (siehe 3.7.8.3 Extraktion von
Plasmid DNA aus. coliUbernachtkulturerbzw.3.7.8.4Kontrollverdau miBgll).

Die Uberprifung der erfolgreichen Mutagesee erfolgte einerseits durch

Sequenzierung der Klone (sieBer.7 Sequenzierungbzw. durch Pyrosequenzierung
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des cyt b (siehe 3.7.9 Pyrosequenzierunyg Als Template fir die PCR zum

anschlieBenden Pyrosequenzieren wurden die Plasmide 1:1000 verdinnt.

3.7.3.4 DNA Walking

Mit dem DNA Walking SpeedUp Kit (Seegeng kimnen flankierende Bereiehvon
bekannten Sequenzen amplifiziert werden. Das Prinzip dahinter beruht auf der
a23S8SyLryyidSy ao! yySIFtAy3a [ 2 yHwhdgeét alt (ROB3Y. S NJ
Demnach kdnnen mit Hilfe universeller DNA Walidmmpealing Control Primer (DW
ACP) und Targetp&cific Primer (TSP), welche komplementar zu dem bekannten
Genabschnitt sind, drei aufeinander folgende PCR durchgefiihrt werden, um
benachbarte Sequenzen zu amplifizieréblpildung6). Die PCRrodukte der dritten
PCR konnen im Anschluss sequenziert werden.

Alle DNA Walking (DW) Reaktionen wurden auf Eis angesetzt und in vorgeheizte
Thermoblécke gestellt. Die erste DNA Walking PCR wurde wi&abelle 11
durchgeflihrt. Im Anschluss an die PCR wurden dieF?@dRikte mit dem NucleoSpin
Extract 1l Kiaufgereinigt. Dazu wurden die P®&R&tionen auf einVolumen von
100l mit DEPC Wasser aufgefullt und anschliel3end mip2@ndepuffer vermischt.

Die nachfolgenden Schritte wurden wie im Protokoll des Herstellers beschrieben

durchgefuhrt.
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DW-ACP1 DW-ACP2 DW-ACP3 DW-ACP4
7 7 I'7 7

L4 L 4 1 4 1 4
L.__[J
DW-ACP2
ot =) Known sequence
1" PCR ]  Template DNA
Unknown sequence d—

TSP1

|

DW-ACP-N
2" pPCcR l:-:> —mm 15 PCR product
=
l TsSP2
Universal Primer
3“PCR I | 2" PCR product
=
l TSP3
(= | 3™ PCR product

!

Direct sequencing or Cloning

Abbildung 6: Prinzip des DNA Walkgs mit der ACP PCR Technik (Seegere 2012: DNA Walking
SpeedUp Premix KitUser Manual).

In der ersten DW Reaktion wird einer der vier DNA Walkingealing Control Primer (DWCP)
sowie ein Target Specific Primer (TSP) verwerdetiner zweiten, gessteten PCR wird das
erste PCHrodukt mit dem DWACPN und einem zweiten TSP amplifiziert. Dieser Vorgang wird
in einer dritten, genesteten PCR mit einem Universalprimer und einem dritten TSP wiederholt.
Das PCIRrodukt der dritten DW Reaktion kann im Anlsiss sequenziert oder kloniert werden.

Tabellell: Pipetierschema und PGRrogramm fir die erste DW PCR des DNA Walkings.

éct)aglitionsansatz Endkonzentration PCR Programm
2x SeeAmMACP Master Mix Il 10 pl 1x 5 Min. 94°C
DW2ACP k4 2 pl 500 nM 1 Min. 42 °C
KES 1262 rv 1l 500 nM 2 Min. 72 °C
Template: genomische DNA 7 ul 50 ng 30 x 30 Sek. 94 °(
30 Sek. 55 °(
2 Min. 72 °C
7 Min, 72 °C
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Als Template fir die zweite DW PARMelle12) wurde das aufgereinigte DW PCR
Produkt verwendetFur die dritte DW PCH4dbellel3) wurde das PCR Produkt aus DW
2 ohne Aufreinigung eingesetzt. DW 3 wurde parallel mit den Annealingtemperaturen
60 °C bzw. 68C durchgefihrt.

Tabellel2: Pipetierschemaund PCRProgramm fir die zweite DW PCR des DNA Walkings.

20 : Endkonzentration PCR Programm
Reaktionsansatz
2x SeeAmPACP Master Mix Il | 10 pl 1x 3 Min. 94 °C
DW2ACPN 2 ul 500 NM 35x 30Sek.94°C
KES 1263 rv 1l 500 nM 30 Sek. 58 °(
DEPGNasser 3 2 Min. 72 °C
Template 3ul 7 Min. 72 °C

Tabellel3: Pipetierschema und PGRrogramm fir die dritte DW PCR des DNA Walkings.
20

Reaktionsansatz Endkonzentration PCR Programm
2x SeeAmACP Master Mix 10ul 1x 5 Min. 94 °C
UniP2 1p 250 nM 30 x 30 Sek. 94 °(
KES 1264 rv 1l 500 nM 30 Sek. 60 °(
bzw. 65 °C
DEPC Wasser 6 ul 2 Min. 72°C
Template 2ul 7 Min. 72°C

Nach der dritten DW PCR wurden die FE8Jukte vollstandig auf einem 1,5%igen
Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.GBlelektrophoresg Die
sichtbaren Banden wurden ausgeschnitten, mit dem NucleoSpin Extract Il Kit
aufgereinigt (siehe3.7.5 PCRProdukt Aufreiniguny in E. colikloniert (siehe3.7.8

Klonierungvon PCHProdukter) und sequenziert.
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3.7.3.5 Quantitative PCRgPCRY; Expressionsmessung

Mit Hilfe der gPCR kénnen P@PRdukte in Echtzeit quariziert werden. Dabei
interkaliert in jedem PGRyklus der Farbstoff SYBR Green | in die doppelstréngige DNA,
was zu einer proportionalen Zunahme der Fluoreszenz fihrt. Alle -e@Rionen
wurden an einer Laminarbank zur Vermeidung von Kontaminationen e
Raumtemperatur angesetzt. Rker SYBR® Green | FarbstofMastermix empfindlich
gegenuber Licht ist, wurde die Lichtintensitat wéhrend des Ansetzens soweit wie
maoglich reduziert. Die Oligokleotide wurden vor dem Gebrauch gevortext und
abzentrifugert. Die Arbeitsldsungen der Primer sowie der Mastermix wurden
kurzfristig bei £#C gelagert. Die langfristige Lagerung der Primer erfolgte2bBéC.

Den MIQEGuidelines folgend, wurden di@eneaktin, h-tubulin, gapdh sdhcund sdhd

durch StandardGradienterRPCRauf ihre Robustheit analsiert und mit Hilfe von
Standardkurven sowohl die gPERizienz gemessen als auch di#gignung als
Referenzgen validier{Bustin et al, 2009). Fur dieStandardkurven wurde eine
Verdinnungsreihenit sieben 1:10 Verdinungsstufender cODNA mit TrisHCI (10 mM)
hergestellt Dazu wurde der DMIsensitive Hausstammsowie die beiden
unterschiedlich starloMl-adaptierten Isolate 71 und 73 (siee1.1Demethylierungs
Inhibitoren OMIg) verwendet Alle gPCRLaufe wurden am RotoiGene Q
durchgefuhrt De Fluoreszenzvurde wahrend des Elongationsschrittdgei 72°Cin

jedem Zyklus gemessen. Nach der letzten Elongation wurde eine Schmelzkurve
durchgefihrt, um die spezifische Amplifikation der HE8&dukte zu kontrollieren.
Dabei wurde ausgehend vor2 7C die Temperatur in ICSchritten auf 95C erhéhtlin
Tabellel4ist das vollstandige qPCR Programm sowie das Pipettierschema aufgelistet.
5SNJ a23S8SylyyidS oilKNBAI Kenf fJRCROBKLE, Si ded @lig v 6 S
Fluoreszenz den Schwellenwert des Hintergrundrauschens uberschréit@¥erte
wurden mit der RotorGene QzugehdrigenSoftware (Vers. 2.0.2pbestimmt. Um die
OFFATASYT RSNI jt/w {GFYRFNR| -G WS b-8z2 © B 0E
Funktion verwendet. Mit dieser Funktion werden automatisch die optimalewette
bestimmt. Die Berechnung der Effizienz und die Referenzgenvalidierung erfolgte
GenEx (Version 5.6.0, MultiD Analyses, Goteburg, Schweden). Dabei erwiesen sich

aktin, h-tubulin und gapdhalsdie besten Referenzgene fur die Expressionsmessungen.
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In Tabelle15 sind die Effizienzen der gPCR fir die jeweiligen Gene aufgelSiet.
zugrunde liegende Formel zur Berechnung der Effizienz lagtett0™™, wobei

a Y die Steigung der Standdkurve wiedergibt.

Tabelle 14: Pipettierschema und gPCR Programm zur Herstellung von Standardkurven sowie zur
Expressionsmessung der Geogp51], aktin, h -tubulin, cyt b, gapdh, sdhg sdhd
SieheTabelle3 zur Bezeichnungnd Sequenz der Primer.

25 pl Reaktionsansat Endkonzentration gPCR Programm
2xX MESA Fast gPCR Masterl 12,5 pl 1x 5Min. 95 °C
DEPC Wasser 9 ul konstant 40 x 15 Sek. 95 °(
fw Primer 0,5ul 200 nM 20 Sek. 60 °(
rv Primer 0,5ul 200 nM 20 Sek. 72 *(
Template 2,5 ul konstant Schmelzkurve

Tabellel5: Effizienzen der Gene fiir gpressionsmessungen mittels gPCR.

Mit Hilfe von Standalkurven wurden die Effizienzeshescyp51und der Referenzgenmit drei cDNA
Verdunnungsreihen von verschiedenen Isolaemmittelt und Mittelwerte berechnet Mit Ausnahme
dessdhcund descyt b liegenalle Effizienzemei nahezu 100%6.Der sdhcAssay funktioniert nichhicht
mit den ausgewahlten Primern

Gen { Effizienz
cyp51 1,04

aktin 0,97

h-tubulin 0,98

gapdh 0,94

sdhc 30,24

sdhd 1,1

cytb 1,19

Zur Uberpriifung, ol. pachyrhizisolate eine Uberexpression degp51besitzen und
ob diese WirkstofA Yy RdzZl ASNIIi A aid>X 6dzNRS gégenlbera RS I
Epoxiconazol durchgefiihrt (sief®6 a 5 S (i I O K SuRgizitlsgrisifiviiatsversuche
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Dazu wurden jeweils funf Isolate der geringsten bzw. hdchstepg\&Brte gegenuber
Epoxiconazol ausgewahlt (sielel.l Demethylierungdnhibitoren ©OMIg). Sporen

von den befallenen Bléttn der unbehandelten Kontrolle sowie depm Behandlung
wurden abgeklopft in jeweils drei Eppendorfgefal3e aliquotieund RNA extrahiert
(3.7.1.2 Isolation der gesamt RNA Nach der Qualitatsiberprifung3.7.1.3
Qualitatsanalyseder RNA mit Hilfe des Bioanaly2ewgurden je RNA zwei reverse
Transkriptionen 3.7.2 ReverseTranskriptionder RNA in cDNAdurchgefuhrt. Alle
cDNA Templatesvurden in duplikaten Reaktionen angesetzt, um AuBez auf PCR
Ebene zu erkennerbie Hausstamm cDNA wurde gepoolt und als Standard inmjede
it/ w [ dzF YAKNBES TOKNIO Nlo ik & NI N3P

Die Funktion R S 3AutoeFind Threshold T dzNJ 9 NJXY A {Vérfenzéth n@2y Ol
verwendet werden, wenn von mindestens zwei Standards die Konzentration bekannt
ist. Bei dieser Fragestellung gibt es nur eine Referenz (der Hausstamm). Daher wurden
die ctWerte der Uberexpressionsmessungen bei allen Laafanuell auf die gleichen
Level des Hausstammes gesetzt, welamhand der Hausstammkurven der ersten
Uberexpressionsessung festgelegt wurden. Auf diese Weise sind di&/ette von
verschiedenen Laufen miteinander vergleichdare Normalisierung der eWerte mit
gPCREffizienzen sowie didnalyse erfolgte mitder GenExSoftwarenach der delta
delta ct fi jot) Methode.

Die Expressionsmessung der (brigen Isolate erfolgte ohne vorhergehende
Wirkstoffoehandlung. Von jedersolat wurde dreimal RNA extrahiert und in cDNA
transkribiert (nur in Ausnahmeféllen wurden nur zweal RNA extrahiert).Als

Standard wurde in jedem Ladér Hausstamm mitgefuhrt

3.7.3.6  Quantitative PCR zur Ermittlung deyp5tKopierzahl

Neben den Exmssionsmessungen wurde die qRFGRhnikzur Ermittlung dercyp5t
Kopienzahl angewendet. Dabei wurde sich zu Nutze gemacht, dass relative
Verhaltnis zwischen wei Templates(in diesem Fall e¥ert cyp51 versus ctWert
Referenzgepmittels der delta ct jf ct) Methode untersucht werdendan. In Tabelle
16 ist das Pipettierschema sowie das qRERgramm ersichtlichVon jedem Gen

wurden Standardkurven aus einddausstammVerdiunnungsreihe (siehe 3.7.3.6jit
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drei Wiederholungererstellt und vonderselben DNA gleichzeitig eine Probe gemessen.
Diect? SNII S ¢ dzZNRAuO-FivdATlresiol NJICdzy { G A2y RSNJ w2 (i 2 NJ
ermittelt. Die Normalisierung der &erte unter Einbezug der gPCR Effizienzen sowie
nct-Berechnungen wurden mBenExdurchgefuhrt. Tabellel7 gibt die Effizienzen der

gPCRils Mittelwertean.

Tabelle 16: Pipettierschema und gPCR Programm zur Herstellung von Standardkurven sowie zur
Messung dercyp5kKopienzahl.
SieheTabelle3 zur Bezeichnungnd Sequaz der Primer.

25 pl Reaktionsansat Endkonzentration gPCR Programm
2x MESA Fast gPCR Masterll 12,5 pl 1x 5 Min. 95 °C
DEPC Wasser oul konstant 40 x 15 Sek. 95 °(
fw Primer 0,5 ul 200 nM 20 Sek. 60 °(
rv Primer 0,5l 200 nM 30 Sek. 72 °(
Template 2,5 ul konstant Schmelzkurve

Tabellel7: Effizienzen der verwendeten Gene in der gPCR zur ErmittlungcgdpeblKopierzahl.

Mit Hilfe von Standardkurven wurden die Effizienzen dgg5lund der Referenzgene in drei Laufen
ermittelt und Mittelwerte berechnet Die Effizienzen liegen beahezu 100 %aulier bei den Genen
h-tubulinund sdhh bzw. derrsdhd die eine héhere bzw. geringere Effizienzen zeigten.

Gen | Effizienz |

cyp51 0,98

aktin 1,04
h-tubulin 1,16

gapdh 0,96

sdhb 1,19

sdhc 1,00

sdhd 0,84

cyth 1,04
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3.7.4 Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese konnen Nucleins&é&ragmente ihrer Grof3e nach
aufgetrennt werden. Je nach Aufgabenstellung wurde ein 0,7 bis 2%gm®segel

mit TAE Puffer(1x) hergestellt. Die aufzutrennenden Reaktionsansatze wurden
entweder als Aliquot oder mit dem gesamten Volumen mitG8ange DNA adepuffer
vermischt (Endkonzentration des Ladepuffers: 1x). Sofern nicht anders erwahnt, wurde
der Ladepuffer standardmalig 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 velenie
und der mit Blaulicht (43 490nm) angeregt werden kann. Nachteilig ist allerdings zu
beachten, dass die GroRe der DRmgmente zu Gunsten kleinerer Molekile
verschoben ist, d. h. die Fragmente laufen geringfligig schneller als ihre wahre Grol3e.
Als Grli SYaidl yRII NRa ¢ dzRReS Y00 bk DA Leiw bzyr.3 de

h Q D 8yleS 1kb DNA Leiter verwendet. Die Marker wurden ebenfalls mit GelGreen

auf eine Endkonzentration von 20x versetzt.

3.7.5 PCRProdukt Aufreinigung

Die Aufreinigung von PE&HRodukten erfolgte in der Regel aus Agarosegelen. Dazu
wurden die DNA Fragmente unter Blaulicht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in
400ul NT Puffer (= Bindepuffer) des NucleoSpin Extract Il Kits beC5inhd leichtem
Schitteln bei 750pm auf dem Thermoblock geltst. Die anderen Arbeitsschritte
wurden we im Protokoll des Herstellers beschrieben durchgefiihibas

Elutionsvolumen betrug 3(l.

3.7.6 GenomischeDNAAufreinigung

Mit Hilfe des NucleoSpin gDNA Clagn Kits sollte die Qualitat der DNA durch
Aufreinigung verbessert werden. Dazu wurde frisch exédiDNA auf ein Volumen
von 150pul mit DEPC Wasseagebracht und anschlieRend wie im Protokoll des
Herstellers beschrieben aufgereinigt. Die Elution erfolgte in zwei Schritten mit einem

Volumen von je 3@l bei 70°C. Zu Beurteilungder DNA Qualitdt wurdesowohl vor
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der gDNA Aufreinigung als auch im Anschluss die Konzentration bzw. die

Absorptionsspektren bei 260/280 bzw. 260/23® gemessen.

3.7.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte intern bei BASF mBE dem
Kettenabbruchverfahren nach SangdPazu wurde der 3130xlI Genetic Analyzer
(Applied BiosystemdDarmstadt, Deutschlar)dverwendet. Da bei der Sequenzierung
die ersten Basenpaare nicht aufgetrennt werden kénnen und somit verloren gehen,
wurden die Primer fur die Sequenzierungen (wenn moglichy 30 Basenpaare vor
dem Start bzw. nach dem Stoppcodon ausgewalteben der Segenzierung mit
pJetl.2fw und pJetl.2rv wurdemeitere PCRPrimer verwendet. Diese sind irabelle

18 aufgelistet.

Tabellel18: Oligonucleotde zurSequenzierung

Bezeichnung Sequence 5 3' Gen
pJetl2 fw CGACTCACTATAGGGAGAGCGG! alle
pJetl.2rv AAGAACATCGATTTTCCATGGCA alle
KES61rv TGGGAAGAGGGTATGATGTATTC cyp51
KESL158 fw CAGTAGCCTAAAGAAGGGTGTTA cytb
KESL159 rv CCCGTTGAATATCTTGACATCTT/ cytb

Die Sequenzen wurden mit den Lasergene Program(DMASTARMadison USA)
ausgewertet. Standardmafig wurden mit dem SegMan Programm die Contigs erstellt
und mit dem MegAlign ProgramiNukleotid und Proteinsequenzen alignt. Fur die
Translation dercyt b bdzl f S2GAR&aS|jdzSy 1 g dzZNRS RSNJ
ahliz2za SAy3ISaGaSttdd CNNJ ffS |FyRSNBYy D

verwendet.
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3.7.8 Klonierungvon PCRProdukten

3.7.8.1 Ligation

Aufgereinigte PCRrodukte wurden mit dem CloneJET PCR Cloning KE ol
transformiert. Je nach verwendeter Polymerase wurden die-P@Rukte zunachst
mit dem pJetl.2/blunt cloning vector nach dendem Protokoll ligiert

(20 pul Reaktionsvolumen):

Blunt End Protokoll Sticky End Protokoll
(Phusion Polymerase) (Maxima Polymerase)
10 pl 2x Reaktionspuffer 10 pl 2x Reaktionspuffer
8,5 pl PCHrodukt 7,5 pl PCHrodukt

1 pl DNA blunting Enyzm

C Inkubation bei 70 °C fur 5 Minuten,
Abklihlen auf Eis
0,5 ul pJET1.2/blunt cloning vector

1 pl T4 DNA Ligase

0,5 ul pJET1.2/blunt cloning vector
1 pl T4 DNA Ligase

3.7.8.2 Transformationin Escherichia coli

Wahrend der Inkubation des Ligationsansatzes bei Raumtemperatur, wurden die
kompetenten E. coli Zellen (X{1 Blue Competent Cells) auf Eis aufgetaut, in
Eppendorfgefalie aliquotiert (je 30) und jeweils mit 0,8pl i -Mercaptoethanol unter
gelegentlichem Schwenken inkubiert. Nach 10 Minuten wurderul 2des
Ligationsansatzes zu den kompetenten Zeliegeben und nochmals 30 Minuten auf
Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Hitzeschock be&iCARir 45 Sekunden und
Abkuhlen auf Eis fur zwei Minuten. Schliel3lich wurde 4580C Medium (auf 42
vorgewarmt) hinzugegeben und der Transformationsansatiz37°C fur 60 Minuten

im Thermoblock bei 140(pm geschittelt. Im Anschluss wurden 100 der
transformierten E. coli auf vorgewdrmte LB Selektivagarplatten (mit 100nl

Ampicillin) ausplattiert und fur 16 20 Stunden bei 37C im Warmeschrank inkigst.
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3.7.8.3 Extraktion von Plasmid DNA au& coliUbernachtkulturen

Von den Transformanten wurden einzelne Kolonien iml2 flissigem LB
Selektivmedium (mit 10Qg/ml Ampicilin)in 15ml Falcongefal3erangeimpft. Die
Ubernachtkulturen wurden fiir 18 16 Stunderbei 37°C und 22%pm geschiittelt. Die
Extraktion der Plasmid DNA erfolgte mit dem NucleoSpin Plasmid Kit fur Mini
Praparationen wie im  Protokoll des Herstellers beschrieberDie

Konzentrationsmessung der Plasmid DNA erfolgte am NanoDrop 2000.

3.7.8.4 Kontrollverdau mit Bglll

Zur Uberpriifung der Aufnahme eines DNA Fragmentes in die Plasmid DNA, wurde ein
Kontrollverdau mit dem Resktionsenzym Bgll (FastDige$t durchgefuhrt. Der
Einfachheit halber, wurde statt der empfohlenen Templatemenge vonu@,&in
Standardvolumen von fil eingesetzt. Den Plasmid DNA Konzentrationen zufolge,
wurde entsprechend lang (bis zu 60 Minuten) bef@7inkubiert. Der Reaktionsansatz
(20 pl) war wie folgt:

5 ul Plasmid DNA

2 ul 10x FastDigest® Puffer

12 pl DEPC Wasser

1 plBdll FastDigest®

Der Regtktionsverdau wurde anschlieRend gelelektrophoretisch in einem 1,5%igen
Agarosegel aufgetrennt. Je nach transformiertem Gen wurde zusétzlichkbuB&nde

des Vektors eineBande (cyt b, sdhlh sdh¢ sdhd der GrolRe des jeweiligeGens
erwartet. Da dascyp51durch Bgll geschnitten wird, wurden nach dem Verdau zwei

Banden erwartet, die insgesamt die Grof3e des Gens ergeben.

3.7.9 Pyrosequenzierung

Mit Hilfe der Pyrosequenzierung kénnen kurze DNA Abschritt80pp) in Echtzeit
sequenziert undMutationen @ingle nucleotide polymorphismsSNPs) analysiert

werden (Ahmadianet al, 2000) Das Prinzip beruht darauf, dass neben einem
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Enzymmix aus DNA Polymerase, ATP Sulfurylase, Luziferase und Apyrase sowie einem
Substatmix nacheinander eins der vier Desoignukleotidtriphosphatg= dNTP: A, T,

C oder G) zur Templai2NA gegeben wird. tislas injizierte Nucleotid komplementér

zum Template, lagert es sich an und wird durch die DNA Poymerasdairigeobei
Pyrophosptaabgespalten wird. Das Pyrophospat wird in einer Reaktion mit Adenosin
PYW tK2aLK2adzZ FIG 61 t{0 AY {dz&aidN} dYAE RdzN
(ATP) umgebaut. Das ATP wiederrum wird von der Luziferase als Substrat fur die
Erzeugung eines Liclgaals verwendet, welches quantifizierbar und proportional zum
freigesetzten ATP, und somit auch proportional zum eingebauten dNTP, ist- Nicht
eingebaute Nucleotide und tberschiissiges ATP werden durch die Apyrase abgebaut.
Nach einer Standard PCR mit einemW¥Y . A20AY YI NJ ATabelleS)y t NRY
wurden die PCRrodukte an Streptavidin Sepharodgeads immobilisiert (siehe

Tabelle 19, A). AnschlieBend wurde die DNADNA mit Hilfe der Vacuum Prep
Worktable angesaugt, in Ethanol (70%ig) gewaschen und mit NaOM)(@ghaturiert,

so dass nur noch ein Einzeds)g an den Beads verblieb. Die einzelstrangige

DNA/ cDNAwurde in einem Waschpuffer (I1@M TrisAcetat) neutralisiert, bevor sie

in einen Annealingpuffer mit Sequenzierprimer transferiert (sidlabellel9, B) und

zur Denaturierundir zwei Minuten bei 80C inkubiert wurde. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurden die Templates im Pyrosequenzer sequenziert. Die
Reagenzkartusche wurde wie im PyroMark Gold Q&gBnts Handbook beschrieben
beladen. Die entsprechenden Volumina der Reagenzien wurden mit der PyroMark Q96

MA Software des Pyrosequenzers berechnet.

Tabellel19: Pipettierschema zur Vorbereitung der DNPemplates zur Pyrosequeierung.

pro Reaktionsansat. Bemerkung
A Template 25 ul
Bindepuffer 37 pl Inkubation unter Schuitteln (1400 rpn
Streptavidin Sepharose 3l bei Raumtemperatur fur 15 Minuten
Annealing Puffer 38,5 pl
Sequenzierprimer (10 pmol 1,5 pl
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Die verschiedenen Assays Quantifizierungder cyt b bzw.cyp51Mutationen wurden

mit der Pyrosequencing Assay Design Softwavergion 1.0.6 Qiagen, Hilden,
Deutschlandl entwickelt. Zur Analyse der Punktmutationeim cyp51 konnten die
vorhandenen Plasmide aus den Sequenzierungen verwendet werden, wahrend beim
cyt b die Punktmutationen durch Mutagenese PCR zunéchst erzeugt werden mussten
(siehe 3.7.3.3. FiUr die Assayvalidierung wurden Plasmidmischungen angefertigt,
indem gleiche Plasmidkonzentrationen von Wildtyp und Mutation im Verhaltnis 90/10,
80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 10/90 gemischt wurdehs A
Positivkontrolle wurden jeweils 10% Wildtyp bzw. Mutation eingesetzt. Als
Negativkontrollen zur Uberpriifung von Hintergrund Signalen wurden folgende
Kontrollen verwendet:

No Template Control (NTC) A Kontrolle der PCR

PCR Produktehne Sequenzierpmer A Kontrolle der Sequenzierreaktion

Nur der Sequenzierprimer A Kontrolle des Sequenzierprimers

Fur die Messung der Isolate und Blattproben wurden zur Kontrolle und zur genauen
Quantifizierung der SNPs auf jeder Platte die Plasmide sowie Plasntidmisn
(90/10, 70/30, 50/50, 30/70, 10/90) mitgefuhrt. Die Plasmidmischungen wurden
einmal im groRen Mal3stab angesetzt und konnten fur alle Laufe verwendet werden.
Als Negativkontrolle wurde nur die NTC aus der PCR verwendet. Sowohl fur die
Assayvalidierug als auch fir die Messung der Isolate und Blattproben wurden alle
Reaktionenals Duplikate angesetzt.Da die Mischungen in 19% Schritten gemacht
wurden, liegt die Nachweisgrenze bei %0 Die Nachweisgenauigkeit der
Pyrosequenzierung/urde empirisch ermittelt undiegt bei5 % d.h. die angegebenen

Werte kbnnen um maximal 5 % schwanken

3.7.10Southern Blot (hach Southern, 1975)

Das Prinzip des Southern Blots beruht daraugiidaute DNA in einem Agarosegel
gelelektrophoretisch aufzutrennen, anschlieRend 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 Ahzder

Genkopien desyp5l1nachzuweisen.

3.7.10.1 Sondenherstellung fur Southern Blot

Svynthese Digoxigenin (DI@YTP markierter Sonden mittels PCR

Die Amplifikation und Markierung von Sonden wurde mit dem PCR DIG Probe
Synthesis Kit (Roch&pplied Sciendedurchgfihrt. Die Reaktionen wurden auf Eis
angesetzt. In Folge der Optimierung der FB&dingungen wurde das vom Hersteller
empfohlene Pipettierschema leicht modifiziert und ist Trabelle 20 ersichtlich.
Zusatzlich zur DIG Markierung wurde ein Reaktionsansatz ohne DIG Markierung
angesetzt, um die Spezifitdt des PRRduktes zu Uberprifen. Im Anschluss an die PCR
wurden zur Konwlle pro Reaktionsansatzein 5ul Aliquot gelelektrophoretisch
aufgetrennt (siehe Abschni.7.4). Die Bandenstérke der DIG markierten Sondeesollt
die des unmarkierten PGRoduktes entsprechen, allerdings zeigen die DIG

markierten PCHrodukte ein langsameres Laufverhalten.
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Tabelle20: Pipettierschema und PCRrogramm zur Synthese von DIG markierten Sonden
Fir die Sondé& wurden die Primer KES 1178 und KES 1366, bzw. KES 1383 und KES 1384 flr die Sonde 2
verwendet (siehdabelle2).

50 pl

Reaktionsanga Endkonzentration PCR Programm
10x PCR Puffer .
(mit 15 mM MQCZD 5 pl 1x 2 Min. 95°C
50 mM Mgdl 4 pl 55 mM 40 x 30 Sek. 95C
10x DIG Probe 2,5l 35 mM DIGIUTP 30 Sek. 59C
100 pM dATP, dCTP, dG 40 Sek. 72C
65 uM dTTP 7 Min. 72°C
10x dNTP 2,5l je dNTP 100 puM
fw Primer 5ul 1uM
rv Primer 5l 1uM
Enzyme mixExpand
HighFidelity 0,75 2,625V
DEPC Wasser 21,25 ul
Template 4 ul 20 ng
(Plasmid DNA)

DIG11-dUTP Markierung mit zufalligen Oligonukleotiden

Zur Markierung der Sonden mit Dispezifische Oligonukleotiden wurde zunéachst
eine Standard PCR durchgefiihrt (si€fabelle7). Nach der gelelektghoretischen
Auftrennung in einem 2%igen Agarosegel wurden die Banden ausgeschnitten und mit
dem NucleoSpin Extract Il Kit aufgereinigt (si¢h@.5. Die PCiRrodukte (16ul)
wurden fur zehn Minuten bei 98C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und nach der Zugabe
von 4pul DIGHigh Prime bei 37C fur 20 Stunden inkubiert. Durch Inkubation beP@5

fur 10 Minuten wurde die Reaktion thermisch inaktivieAnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz nochmals mit dem NucleoSpin Extract Il Kit wie im Protokoll des

Herstellers beschrieben aufgereinigt.

3.7.10.2 Uberprifung derSondensensitivitat

Die Sondensensitivitdt wurde mittels Dot Blot Uberpruft. Dazu wurde eine

Verdinnungsreihe (1@g/pl bis 0,01pg/ul) mit den synthetisierten Sonden sowie der
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Referenzsonde mit bekannter Konzentration des DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il (Roche Applied Science) hergestellt. Die Verdinnung der
Sonden mit TrisHQI10mM) erfolgte wie im Protokoll des DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit 1l beschrieben. Je Sonde wunde pto
Verdunnungsstufe auf eine Nylon Membran aufgetragen und durciicht (zweimal
auto-crosslink am Stratalinker) an die Memabh gebunden. Fir die Detektion wurde

die Membran wie im Protokoll beschrieben in Maleinsaurepuffer, Blockagenz
Antikdrperlosung, Waschpuffer und Detektionspuffer unter Schiitteln inkubiert, wobei
die Volumenangabe der Membrarund GefaRgrof3e angepassiurde. Nach der
Inkubation mit CSPD ready-use konnten die aufgetragenen Sonden durch
Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Durch den Vergleich der Intensitat der
Chemilumineszenzsignale der Verdinnungsstufen der Referenzsonde mit denen der
markierten Sonde, wurde die Konzentration der markierten Sonde bestimmt. Zur
Hybridisierung eines Southern Blots wird eine Konzentration vopl/n2

Hybridisierunglésung empfohlen.

3.7.10.3 Herstellung und Uberpriifung der Positivkontrolle

Als Kontrolle der Southern Bld¥lethodik wurden unmarkierte PCR Produkte der
Sonden 1 und 2 verwendetiéhe 3.7.10.). Um bei der Detektion ein Signal zu
erhalten, welches in etwa der Starke defgnals decyp5tKopien entspricht, wurden
die Sonden im Verhaltnis 50/50 gemischt und eine Verdiinnungsreihe {2400,
2x10°%  4x10°, 2x10°, 4x10°, 2x10®, 4x10%) hergestellt. Nach einer
gelelektrophoretischen Auftrennung von 20 in einem 0/%igen AgarosegeB.(.4
Gelelektrophoresgohne GelGreeZusatz im Ladepuffer und GréRenstandard), wurde
das Gel mit 0,5g/ml Ethidiumbromid fur & 10 Minuten nachgefarbtanschlieRend
15 ¢ 20 Minuten in VE Wasser entfarbt und unter -Uiht dokumentiert. Die
nachfolgenden Schritte des Southdsitots wurden wie im folgenden Absatz.{.10.4

Durchfihrung beschrieben, durchgefihrt.
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3.7.10.4 Durchfiihrung

Verdau genomischer DNA

Genomische DNA wurde aBspachyrhiziSporen wie im Abschni.7.1.1beschrieben
extrahiert. Fr den Verdau mit den Enzynieodl,EcdrV,BanHI, Bgll, Xbd und Pst
wurde 1,5¢3pug DNA fur 1étunden bei 37C inkubiert und anschlielend fir 20
Minuten bei 80°C thermischKcdrl,EcdRV,Xbd) bzw. durch Zugabe von M EDTA
(BarrHl, Pst, Bgll) inaktiviert. Der Doppelverdau nmitcdrV undBanHl wurde sowohl

thermisch als auch durch EDTA inaktiviBer Reaktionsansatz (20) war wie folgt:

Ecdrl EcRV BanmH|

2 ul 10x PuffeEcdrl 2 ul 10x Puffer R 2 ul 10x PuffeBarHl|

1 pl Ecarl (10 u/ul) 2 WIECARV (10 u/pl) 2 plBarH| (10 u/ul)
17 pl genomische DNA 16 pl genomische DNA | 16 pl genomische DNA

Bgll Xbd Pst
2 ul 10x Puffer O 2 ul 10x Tango Puffer 2 ul10x Puffer O
1 plBglil (10 u/pl) 2 ulXbd (10 u/ul) 2 ulPst (10 u/pul)

17 pl genomische DNA 16 pl genomische DNA | 16 ul genomische DNA

DoppelverdatEcdrV undBanHl

4 ul 10x Tango Puffer
2 WIEcARV (10 u/pl)
1 plBarHI (10 u/pl)
13 pl genomische DNA

Der Verdau wurde in einem 0,7%igen Agarosegel fur 5 Stunden b& 65
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Neben denmklh GroR3enstandard wurde 34 der
Positivkontrolle (siehe3.7.10.3 Herstellung und Uberpriifung der Positivkontrdlle
aufgetragen. Fur den Southern Blot wurden sowohl der Ladepuffer als auch der

GrofRenstandard nicht mit GelGreen versetzt (siehe Abschnitt Gelelektrophorese),
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sondern mit 0,51g/ml Ethidiumbranid fir 5¢ 10 Minuten nachgeféarbt. Anschlie3end
wurde das Agarosegel fur 1520 Minuten in VE Wasser entfarbt, bevor es unter UV

Licht dokumentiert wurde.

Kapillartransfer der DNA auf eine Nylonmembran

Zur Vorbereitung fur den DNA Transfer von dem Agegel auf eine Nylonmembran
wurde das Agarosegel zweimal fur 15 Minuten unter Schitteln mit
Denaturierungspuffer denaturiert und anschlieend zweimal fur 15 Minuten mit
Neutralisierungspuffer neutralisierin der Regel wurde vor der Denaturierung auf eine
Depurinierung in0,25 M HCI fur 10¢ 20 Minuten verzichtet.Im Anschluss daran
erfolgte eine Equilibrierung des Agarosegels in 20x SSC Lésung fir ca. 10 Minuten.
Waéhrend dessen wurde die Nylonmembran fur 2 Minuten in VE Wasser und weitere 5
Minuten in 2xSSC Losung inkubiert. DBlot Aufbau erfolgte wie imAbbildung 7
dargestellt. Um bei dem Kapillartransfer der DNA einen Kurzschluss vom Agarosegel zu
den Papierttichern zu vermeiden und den Verlust des 20x SSC Puffer Reservoirs durch
Verdunstung zu minimieren, wurden die Réander des Agarosegels mit Parafilm

abgedichtet.

-------------------------- Gewicht

---- Kunststoffplatte

___.--- Papierstapel
_.-- 3 MM Whatman Papier, trocken

- -- Nylonmembran

""""""" Agarosegel

A 3 MM Whatman Papier, getrankt
/s Glasplatte
G fo 20 x SSC Puffer Reservoir

Abbildung7: Schematischer Aufbau eines Southern Blots.

Ein mit 20x SSC Puffer getranktes Whatman Papier wurde als Briicke Uiber eine Glasplatte gelegt. Darauf
wurden luftblasenfrei das Agarosegel und die Nylonmembran geschichtet. Der Blot wurde mit drei
Whatman Papieren und einem Stapel Papierhandtiicher vetéoltligt. Eine Kunststoffplatte zur
gleichmafigen 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 Uber Nacht, wurde die DNA mit dem Stratalinker an die
Membran gelunden, indem zweimal die autcrosslink Funktion verwendet wurde.
Zur Uberprifung des erfolgreichen Transfers der DNA, wurde dasd8kimals mit

Ethidiumbromid gefarbt und in Wasser entfarbt, bevorags UVfTisch belichtetvurde.

Pr& und Hybridisierung

Sowohl die Préals auch die Hybridisierung der Sonden an die DNA Fragmente wurden
im Hybridisierungsofen durchgefuhrt. Dazu wurden die Hybridisierungsrohren und der
Hybridisierungspuffer (DIG Easy Hyb, bzw. DIG Easy Hyb Granules) der
Hybridisierungstempetur entsprechend vorgewarmt. Die Hybridisierungstemperatur
wurde anhand des DIG Application Manual for Filter Hybridiza(Roche 2009)
errechnet und lag bei 4848 °C fir die Sonde 1 bzw. bei 4@,85,5°C fir die Sonde 2.

In der Regel wurde bei ££ (Sonde 1) bzw. 42 (Sonde 2) fur 4 Stunden22,5ml
Hybridisierungspuffeprahybridisiert.

Vor der Hybridisierung musste die Sonde denaturiert werden. Da#uSPnde pro ml
Hybridisierungspuffer mit 50l DEPC Wasser gemischt, fir 7 Minuten beiP®5
denaturiert und auf Eis abgekuhDie denaturierte Sonde wurde zum vorgewarmten
Hybridisierungspuffer (8 ml) gegeben und durch Invertieren gemischiDie
Prahybridisierungslosung wurde verworfemd die Hybridisierungslosung safozur
Membran hinzugedeen. Die Hybridisierung fand fir 1416 Stunden bei 48C (Sonde

1) bzw. 42C (Sonde 2) statt.
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Detektion

Sofern nicht anders erwahnt, wurden die Detektionswaschschritte bei
Raumtemperatur und unter maRigem Schutteln durchgefuhrt. Die Detektiarde
wie folgtdurchgefihrt
2 X 5 Min. Low Stringency Buffer
2 x 15 Min. bei 65C High Stringency Buffer
3 Min. Waschpuffer
60 Min. Blocking Losung
30 Min. Antikérper Loésung
3 x 15 Min. Waschpuffer
2 Min. Detektionspuffer

Fur die Extinktion wurde eir\utoklavierbeutel auf zwei Seiten aufgeschnitten und
aufgeklapt, so dass die Membran in dialE gelegt werden konnte. Die Membran
wurde schnellstmdglich mit CSPD reddyuse betraufelt, mit der anderen Seite des
Autoklavierbeutels bedeckt und fur funfiMuten im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end
wurde vorsichtig Uberschissiges CSPD rg¢adyse ausgedrickt und die Membran

eingeschweif3t.

Extinktion

Zur Extinktion wurde die Fuji LAS 100 Kamera (Raytest GmbH, Straubenhardt,
Deutschland) verwendet. DiBelichtungszeit richtete sich nach der Signalstéatke

DNA Fragmente und lag zwischdb und 260Minuten. In der Regel wurde die

Membran daher durchgéangig belichtet und in finf Minuten Intervallen Fotos gemacht.

3.8 ModellierungdesCYB1

Die Modellierung desP. pachyrhiziCYP51 wurde mit der MOE Software (Version
2010.1, Chemical Computing Group Inc., Montreal, CaneolaHerrn Dr. lan Craig,
BASF SE, mit den Standardeinstellungen des Homédlbmiell-Werkzeugs
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durchgefiihrt. Als Grundlagadiente dazu dasiumane CYP51PDB ID: 3LD6jlessen
Sequenz zu 3% mitP. pachyrhizidentisch ist
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4 Ergebnisse

41 a5S0iF OKSR €SI Ta CdzyaAl ARASYAAGADAI
In der Abbildung8 ist beispielhaft ein detached leaf Test dargestellt. Neben den zu
testenden brasilianischen Isolaten 13 und 27 diente der Hausstamm (HS) als Referenz.
Unterschiedliche Isolate fuhren zu einemterschiedlich starken Infektion und
Sporulation: in der Kontrollbehandlung ist die Infektion von HS und Isolat 13 deutlich
geringer als beim lIsolat 27. Als Grundlage firsplBerechnungen missen die
Behandlungen daher immer mit einer unbehandelten Koltérverglichen werden. Als

EQoWert ist die Wirkstoffkonzentration definiert, bei der eine Inhibition des

Pathogens von 5% vorliegt.

Abbildung8: Beispiel fiir einerodetached leafi Testnach 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 héchsten Behandlupgr(§0

4.1.1 Demethylierungsinhibitoren (DMIs)

Cyproconazol

Die Inhibitionskurven verschieden&. pachyrhizisolate durch Cyproconazol sind in
Abbildung9 A dargestellt. Wahrend deHaustamm und die Isolate 7, 8 und 81

ahniche EBy-Werte (kleiner als die gengste getestete Konzentration van0lppm)
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aufweisen, sind die meisten Isolate um mindestens den Faktor 100 verschoben. Die
Verschiebung des BfPWertes von einigen Isolaten (Isolate 4, 9, 12, 34, 63, 66, 67)
dehnt sich auf einen Faktor groRer als 1000 aus. Genaug\EErte dieser Isola

konnten allerdings nicheruiert werden, da sie oberhalb der hdchsten getesteten

Konzentration (1@pm) lagen.

A B i — |
80 80 1
~— 60 - ~— 60 -
e S
c c
S S
= =
2 2
‘= 40 = 40 /
£ =
20 20
0 0

0 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 10 0 0,01 0,1 1

Konzentration [ppm] Konzentration [ppm]
——HS T 1 =2 =3 ——d4 —f 7 =8 =9 ——Referenz ——<0,1ppm
12 24 =26 27 ——28 —u 35 —e—37 w48 49

=50 53 G54 57 s8 59 60 63 66 67 0,1ppm, <0,5 ppm 0,5ppm, <7 ppm
71 72 73 77 78 79 81 82 83 84

1C

——>7 ppm

Abbildung 9: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizilsolate durch Cyproconazo{A) und
Gruppierungnach den EE-Werten (B).

A: DerHaustamm hat einen EfgWert kleiner als 0,0ppm. Die meisten anderen Isolate sind mit;iD
Werten zwischen ppm und 3ppm um einen Faktor von 10fls 300 verschoben. EpNerte der Isolate

4,9, 12, 34, 63, 66, 67 konnten nicht berechnet werden, da sie bei der hdchsten Wirkstoffkonzentration
nur zu 30% inhibiert wurden.Isolate mit ahnlichen EpWerten wurden in Gruppen eingeteilt und
anhand diese Mittelwerte ermittelt (B 2 NKNBY R RAS wSFSNByin=ofaml RAS
ay A SCRNEARA @zY¥=d6)bei der hochsten verwendeten Wirkstoffkonzentration noch voll gehemmt
GSNRSY 11 yySysz 1 tK3ENd&2R)Edhte alr SoBAzdaY90% gehemmt werden.

5AS Laz2fldS RJNG Dwetidlisi dex KaIBHEN Konzentration maximal zu%80
gehemmt.Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an.

Die verschiedenen Isolate kénnen je nach ihrer Sensitivitat gegenltbevdoyaizol in
Gruppen eingeteilt werdenApbildung9 B). Dabei erfolgte die Hieilung der Isolate
entsprechend der aufgewandten Wirkstoffkonzentration mits&erten kleiner als
0,1LJLYY | f & oy ASRNI-WertEn zwisclReh D,fipd und 20 Hopnd ds
ayYASKRXNBERAdzYd I L asgWdrteh Szwisthkerii 0,60n% und 7ppm als

DN

a YSRXd® OKa dzy R Lsg\Weftén(hBher Vals §JLI¥5 | £ & o K2 OKG «

Inhibitionskuven geben den mittleren Kurvenverlauf aller Isolate in der

entsprechenden Grupp wieder. Die Einteilung in die jeweiligen Gruppen erfolgte
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anhand des ahnlichen Kurvenverlaufs der IsolatéAlbbildung9 A; die Anzahl der

Isolate je Gruppe ist unterschiedlich. Das Referenzigti&)sowie die Isolate der

D NXzLILIS v aYASRNA Xd YSRARzZY Gay A $ RNIESY Y AU RS
Wirkstoffkonzentration die getestet wurde noch vgéhemmt werden, wahrend die

Laz2ftl S RSN RNOK&G ¢9dAIRNYRDKN intetnaVadBsiuml  dn
ASKSYYld 6SNRSY (I1yySyo +2y RSy Laz2&4l Sy F
Werte berechnet werden, da sie auch bei der hochsten Wirkstoffkonzentrauom

ein Wachstum von 7@ aufweisen.

Epoxiconazol

Analog zu den Ergebnissen der Sensitivitdtsstudien gegeniber Cyproconazol, ist die
Sensitivitat von brasilianischerP. pachyrhizilsolaten gegentber Epoxiconazol
verschoben Abbildung10). Wahrend detHaustamm einen EE-Wert kleiner als die

getestete Wirkstoffkonzentration hat, ist ein Grol3teil der getesteten Isolate um den

Faktor 300 verschoben. Eine Inhita des Wachstums von 36 wird aufRer bei dem

Isolat 37 bei allen Isolaten erreicht. Wie auch bei Cyproconazol kénnen bei der
hochsten hier gepriften Konzentration einige Isolate nicht vollstandig gehemmt

werden (Abbildungl0 A).

Die Gruppierung der Isolate entsprechend ihrer Sensitivitat gegeniber Epoxiconazol
wurde angepasstAbbildungl0 B). So wurden die Isolate mit den &RBVerten kleiner

als 0,1LJLIY |t a oy ASRNIWarEn zwischeh 10,4 Snd Odpria alo 5

ay A SCRNEARAR dzY & = L goRverten Bvischieh 0,6n@ 8LILIY | f & ca YSRA dz
K2OKda dzy R IgodVerteh griBer MAEILIVO 5 £ & aK2OKda RSt I NJ
drei Gruppen koénnen bei der hochsten verwendeten Wirkstoffkonzentration voll
ISKSYYl B6SNRSys> Lazf ks OKIINI iNHghitdSdera YSRA
DNHzLILIS a K®.OKd& 1 dz cn
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Abbildung 10: Inhibitionskurven verschiedenerP. pachyrhizilsolate durch Epoxtonazol (A) und
Gruppierungnach den EEy-Werten (B).

A:DerHaustamm hat einen EfgWert kleiner als 0,0ppm. Die meisten anderen Isolate sind um einen

Faktor von 100 bis 300 verschoben. DegBMdert des Isolates 37 konnte nicht berechnet werden, da es

bei der hochstn Wirkstoffkonzentration nur zd0 % inhibiert wurdelsolate mit ahnlichen EpWerten

wurden in Gruppen eingeteilt und anhand dieser Miiterte ermittelt (B) Die Referenz sowie die
DNHzLILIS Yy @ ERBRIBNA JooycAYSSRRMAEY=) 3)kdnnen bei der hdchsten verwendeten
2AN]L&AG2FF 12y T SYaNFrdAaAz2zy y20K @g2tf 3IASKK2YKEEZSNRSYy o !
kénnen bei der hochen Konzentration noch zu 9% gehemmt werden, wahrend die Isolate der

D NHzLILIS (o K BXb& der hochsten Konzentration maximal zu %0gehemmt werdenDie
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an.

Metconazol

Die Inhibitionskurven vonP. paclyrhizi Isolaten gegentber Metconazol sind in
Abbildung11 A dargestellt. DeHaustamm hat einen EfgWert kleiner als 0,0ppm

und ist somit mindestens 100fach sensitie¢s die meisten anderen IsolatBine Reihe

von Isolaten kann bei der hochstéNirkstoffkonzentration in ihrem Wachstum nicht
vollstandig bzw. z. T. noch nicht einmal z®b@ehemmt werden.

Die Gruppeneinteilung der Isolate hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegentiber Metconazol
erfolgte wie folgt: ERyWerte kleiner 0,1LJLJY | fRANA A@F XS | gpndu@K Sy n =
0,3LILIY | f & coSARSRINGGE T ppmaudK &yLIyndo & o YSRAdZ
K2 OKda adRte PoRer 4.ILIY | f & Abbikldh@IK &). Die Isolate der

D NHzLJLIS y ay ASRNA X YSdRARzZY da y ¥ SRRS T 0SA RS
Wirkstoffkonzentration in ihrem Wachstum voll gehemmt, wahrend die Isotke

D NHzLJLIS  acYKS2ZROW@®Y Inhibition von 90 % zeigen. Von den Isolaten der
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D NHzLILIS o K 2 @iecERWenep&eathndt werden, da sie bei ppm nur zu
35% gehemmt werden konnen.
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Abbildung 11: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizilsolate durch Metconazol (A) und
Gruppierungnach den EEy-Werten (B).

A: Der Haustamm hat einen EfgWert kleiner als die geringste getestete Wirkstoffkonzentration. Die
meisten anderen Isolate sind um mindestens den Faktor 100 verschoben. Einige Isolate werden bei
10ppm nur geringfligig inhibiert und weisen ResistenzfaktogrifRer als 1000 auflsolate mit
ahnlichen EE-Werten wurden in Gruppen eingeteilt und anhand dieser Mittelwerte ermit{8ly Die
WSFSNBYIT dzy R RA & =RNAZRILIS ye V& RNKEND)WBrden zu 1006 inhibiert

und die Isolate der GtLIS o Y SKRRAQ{EY& 18)zu 90%. Im Gegensatz dazu werden die Isolate der

D NHzLJLIS o K=2 O Ibei der hochsten Konzentration maximal zu %0 gehemmt. Die
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an.

Tebuconazol

Auch gegeniber Tebuconazol wder Hausstamm sehr sensitiv, wahrend andere
Isolate erst bei héheren Konzentrationen oder gar nicht vollstandig gehemmt wurden
(Abbildung12 A). DerHaustamm sowie Isolate mitniedrigertt EQo-Werten (kleiner

als 0,1ppm) werden vollstdndig gehemmt, wahrend die Isolate mmtedrigen ¢
mediumd ERy-Werten (zwischen 0,ppm und 1ppm) bzw.omedium ¢ hohend ERo-
Werten (zwischen 1 und @gpm) nur noch zu 8% gehemmt werden kdnnen
(Abbildungl2 B). Fir eine Anzahl an Isolaten kann keigoBfderte berechnen werden,

da dieser hoher als die hochste Wirkstoffkonzentration im Test ist.
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Abbildung 12: Inhibitionskurven verschiedener P. pachyrhizilsolate durch Tebwonazol (A) und
Gruppierungnach den EEy-Werten (B).

A: Der Haustamm hat einen EfgWert kleiner als die geringste getestete Wirkstoffkonzentration. Die
meisten anderen Isolate sind um den Faktor 10 bis gréRer 1000 verschoben. Wéhrend ca. die Hélfte der
Isolate bei der hochsten getesteten Wirkstoffkonzetitva (fast) vollstindig gehemmt werden koénnen,

wird die andere Halfte bei 18pm nicht einmal zu 58 gehemmtlsolate mit &hnlichen EpWerten

wurden in Gruppen eingeteilt und anhand dieser Mittelwerte ermitt@) Die Referenz und die
DNHzLILIS Y @ ¥ B)8zZR RRA & ¢c A SRMIGA=G7)werden zu 10®% inhibiert. Die Isolate der
DNHzLILIS Y ¢ B RS ReNKLB)dzy R o Y SRA ARYa 18)kdnnen ebenfalls fast vollstéandig
gehemmt werden. Im Gegensatz dazuSNRSYy RAS L&a2tF 4GS RSNJ DNXzLILIS
Konzentration maximal zu 3® gehemmtDie Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an.

Die ERy-Werte verschiedeneP. pachyrhizisolate gegeniber deBMIsCyproconazol,
Epoxiconazol, Metconakand Tebuconazaowie deren Haufigkeitsverteilurgind in
Abbildungl3 bzw.Abbildungl4 dargestellt.Mit Ausnahme von Tebuconazol liegen die
EDo-Werte der meisten Isolate zwischen 1 und kleiner alpdd; die grof3te Gruppe
der Tebuconazdbehandelten Isolate haben EPWerte golRer oder gleich 1@ppm.
Dagegen weister Haustamm bei allen Wirkstoffen EpWerte um 0,0Jppm auf,was

zu einer Verschiebung demeistenbrasilianischen Isolate um mindestens den Faktor
100 fuhrt. Die Verschiebung des &fWertes von einigen Isolaterdehnt sich
(insbesondere bei Tebuconazal)f einen Faktor grof3er als 1000 aus. Genaug-ED
Werte dieser Isolate konnten allerdings nicht eruiert werden, da sie oberhalb der
hochsten getesteten Konzentratiofe@e-Wert > 10 ppm) lagen. Das gleiche gilt fur
den Haustamm, fur den die EfgWerte kleiner der getesteten KonzentratioERo-

Wert <0,01ppm) sind. Die BEfgWerte des Taiwanstamms liegen zwischen 0,03 und

73



Ergebnisse

0,17ppm, was eine Verschiebung der sg=Werte gegentber denHaustamm um

minimal den FaktoB ¢ 17 bedeutet.

Referenzstamm + Taiwanstamm 4 PBrasilianische Isolate (n = 38)
100
>10 + . . .
= : ’ o ¢
€ : .
= ’ $
2 i $ H
§ ! ¢ : H
= 17 ¢ . *
2 M s
o e .
17 ]
. $
.
* M < $
0,1 - —_— Ps -
.
.
*
.
.
<0,01 T 2
Cyproconazol Epoxiconazol Metconazol Tebuconazol
Fungizid

Abbildung13: Sensitivitat vonP. pachyrhizisolaten gegenliber de®MIsCyproconazol, Epoxiconazol,

Metconazol und Tebuconazol.

Die horizontalen Striche grenzen in der entsprechenden Farbe die vorher beschriebene
DNHzLILISY SAYGSAtdzy3d oY dzy i SNKIFfo RSNJI ofl dzSy { GdNAOKS
0fldz dzy R 3INNY Rd&BS RANYALIS TogyAAESTRANS YT RA SN yD Ny RIS 2 NIV B R
K20OKa& dzyR T 6Aa0KSYy NRO dzy RHasstdiny WeistbeRallé DNDMNEgEILIS o K 2 (
Werte zwischen 0,0ppm (oder kleiner) und O,papm. Im Gegensatz dazu streuen diesEDerte der

meisten brasilianischen Isolate zwischenrid 10 (bzw. gréRRer), was Verschiebungen des-Blartes

um einen Faktor 100 bis 1000 bewirkt. Auf3er bei Tebuconazol verhalt sich der Taiwanstamm &ahnlich wie

der Haustamm.
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Abbildung14: Haufigkeitsverteilung der Isolate nadBD-Werten gruppiert.

Anhand der Verdinnungsreihe der Fungizidsensitivitatsversuche mit Cyproconazol, Epoxiconazol,
Metconazol und Tebuconazol wurden die getesteten Isolate nach ihrepVEten gruppiert. Der
GroRteil derDMI-behandelten Isolate findesich in der Gruppe mit den EPWNVerten zwischen 1 und

<10 wieder, was Resistenzfaktoren von 100 bis 1000 bedeutet.

Anhand der geographischen Verteilung des@EDerte der Isolate ist erkennbar, dass
sowohl sensitive als auch adaptierte Isolate an eir&tandort vorkommen koénnen.
(Abbildungl5). Die Behandlung mit ddbMIsCyproconazol, Epoxiconazol, Metconazol
und Tebuconazol fihrt in der Regel zigighen Kategorie von EPWerten. Sensitive
und adaptierte Isolate wurden z. T. agkichenBlattproben gewonnen (vergleiche

dazu die Probenbezeichung und Isolatursprun@abelle21 und inTabelle22).
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Abbildung 15: Geographisché/erteilung der Isolatein Brasilien nach Egy-Werten gegeniberDMIs

kategorisiert.

dzF3SGSAtd ylI OK

beschrieben.

4.1.2 Quinone outside Inhibitoren(Qolg

Azoxystrobin

D NHZ X ISE/{ Sof oaye K QoRMKRBIARL Ra yoAKS FONGG T
verschiedenfarbig durch Punkte markiert, wobei ein Punkt fur ein Istédtt, und entsprechend ihrer
Herkunft angeordnet. Die Bedeutung der Gruppen richtet sich nach depViE&ten der Isolate nach
Behandlung mit Cyproconazol (A), Epoxiconazol (B), Metconazol (C) und Tebuconazol (D.arid ist

Die Sensitivitat der Isolate gegentub@plswurde gleichermal3en untersucht wie die

Sensitivitat gegentber DMIdn Abbildung 16 sind die Inhibitionskurven vorP.

pachyrhizilsolaten gegeniber Azoxystrobin dargestellie ERy-Werte reichen von

0,14 bis 2,47ppm, was einenDiversitatsfaktor (Efg-Wertmax/ ERo-Wertmin) von 41

entspricht. Alle Isolate werden mit der héchsten getesteten Konzentration gehemmt.
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Gruppierungen verschiedener Sensitivitdtsstufen wie bei ddbMlIs traten bei

Azoxystrobimicht auf(Abbildungl8).
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Abbildung16: Inhibition verschiedenelP. pachyrhizlsolate durch Azoxystrobin.
DerHaustamm hat einen EfgWert von 0,24ppm und liegt somit zwischen den anderen Isolaten. Alle

Isolate liegen zwischen EPNerten von 0,14¢pm (Isolat 54) und 2,4Fpm (Isolat79). Mit einem EEy-
Wertvon 0,06ppm reif3t das Isolat 81 leicht aus.

Pyraclostrobin

Die Inhibitionkurvenvon P. pachyrhizisolaten gegeniber Pyraclostrodiegen nahe
beieinander, der Diversitatsfaktor liegt bei 88bbildungl7). Der Haustamm liegt
zwischen den Isolaten. Alle Isolate werden mit der hochsten getesteten Konzentration
gehemmt. Da die Streuung der Sensitivitdt der Isolate noch geringer ist als bei
Azoxstrobin, ist eine Gruppeneinteilunder Sensitivitditenauch bei Pyraclostrobin
nicht moglich Abbildungl8).
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Abbildung17: Inhibition verschiedeneiP. pachyrhizisolate durch Pyraclostrobin.
Mit einem ERQy-Wertvon 1,11ppm liegt der Haustamm in seinem Kurvenverlauf zwischen den anderen
Isolaten. Der minimale EpWert betragt 0,43pm (Isolat 27) und der maximale78ppm (Isolai84).
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Abbildung 18 Sensitivitdt von P. pachyrhizilsolaten gegeniiber denQols Azoxystrobin und
Pyraclostrobin.

Die Range delEDRyWerte erstreckt sich bei Azoxystrobin zwische®60und 2,47ppm und bei
Pyraclostrobin zwischen 0,43 uBd78ppm.
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4.2 Molekulare Analysen desytb

4.2.1 Sequenzierung des Hausstammes

Die Amplifikation desyt b mit den PrimernKES 1158 fw und KES 115®myabein
2598bp groRes DNA Fragment, von dem 254 dem cyt b Gen zugehorig sind
wahrend die restlichen Basenpaare an da®Av. 5 Ende grenzen. Beim Einsatz von
cDNA in die PCR wurde ein 1262 grol3es cDNA Fragment amplifiziert, vormde
1188bp cyt b kodierend sind. Die Genstruktur degt b ist in Abbildung19 dargestellt.

Die Klonierung und Sequenzierung von verschiedener Hausstamm DNA, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten von infizierten SojabohnenpflanzenGiewachshaus
gewonnen wurde und deregyt b mit zwei verschiedenen Polymerasen amplifiziert
wurde, flhrte zu identischen Sequenzen.Ahbildung20 ist die Aminosaureabfolge

des cyt b abgebildet. Die Sequenzanalyse mit einer BASF SE internen BLAST
Suchmaschine bestétigt, dass es sich bei den Sequenzen umydasbzw. um

P.pachyrhizhandelt

G143
GGT

1 \l/ Intron: 430 - 1765 2524
o 5ca
AR
F129 G137
T GGA

Abbildung19: Genstruktur descytb.

Dascyt b besteht aus 2524p, von denen 1336p eine Intronsequenz darstellen. Das Intron beginnt
direkt nach der Aminosaure G143 an der Position 430. Neben der- Ekdron-Strukur sind die
Primerbindungsstellen sowie die Positionen der haufigsten Punktmutationeaytrb (F129L, G137R
und G143A) eingezeichnet.
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MRENEFERTHPITGTVNSYIMNMGDSPOPSNISYNRNRNFGSTI2TGCCECTIIOQIITGYVTT S0
AMHYTPSVDMAPISVEHIMRDVEYGWHRITIIRYTHANVASPFPFFIFVYITIEMGRG 100
CTYYGSYKSPRETZVNHNAIGVIITIVMNATAPMGY VIPYGOMSITINGATVITNT 150
MSAIPRIGEGDIVEFEFINGGESVSNAZITEREFEFSIHEENTPFIMAATAAMNMETTYT 200
THEHGSSNPIGYVTGOGNADRIPMAPYFIPRDIVITIPMPEFIVIAMPYVMYAPNT 250
MGHESDNYIPANPMOQTPASIVPEWNYTIZRPPFYAITRSIPNETITGYMAMFASTT 300
ITPTAMPVMDMNMSRYRGSOPRPEINREIFNVIVSDFVVIMYTGSQHVYVEQRYIM 350
VEOVASZGTYFPAWRPVYVVIVEYVIEISIIENZIMDINDVGEGME S  SKNNMNWSA. 396

Abbildung20: Aminoséduenabfolge desyt bvon P. pachyrhizi
DNA und cDNA dest bwurden amplifiziert, kloniert und sequenzierDie Translation deSequenzen
YAGU RSY o, Slad aitz2da IBNASTARLALKDYS / 2RS SNF 2t 3GS YAl

4.2.2 Mutagenese zur Standardherstellung

Da als Resistenzmechanismeon phytopathogenenPilzengegeniber Qol die drei
Punktmutationen F129L, G137R und G148Aytb relevantsind, wurde der &kus bei

der Sequenzanalysauf diese Mutationen gelegt. Um die entwickelten Assays zur
Pyrosequenzierung der Mutationen zu validieren, wurden ortsspezifistintationen

in ein Plasmid mitcyt b Insert des Hawammes gebracht und kloniert. Zur
Uberprifung der erfolgreichen Mutagenese wurden die Klone sequenziert und mit
dem Wildtyp (WT)yt b des Haustammes alignt Abbildung21). 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 undlie G143A Mutation einen Austausch vozCan der Position 429.
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1 KES 498  KES 499
. VooV
-
A

KES 1158

2524
Intron: 430 - 1765 4

TAG Z3
N
KES 1159

Nukleotid
Aminos&ure

360
120

370 380 390

130

400 410 420

140

430 440

150

WT

F129L
F129L

(TTG)
(TTR)

G137R

G143A

ATTCTTATTGTAATAATAGCGACAGCGTTTATAGGTTATGTACTACCGTATGGACAGATATCACTATGAGGTAGTARATGAGACC
F G G

ATTCTTATTGTAATAATAGCGACAGCGTTEATAGGTTATGTACTACCGTATGGACAGATATCACTATGAGGTAGTARATGAGACC

ATTCTTATTGTAATAATAGCGACAGCGTTAATAGGTTATGTACTACCGTATGGACAGATAT CACTATGAGGTAGTARATGAGACC
L) G G

ATTCTTATTGTAATAATAGCGACAGCGTTTATAGGTTATGTACTACCGTATAGACAGATAT CACTATGAGGTAGTAAATGAGACC
F R G

ATTCTTATTGTAATAATAGCGACAGCGTTTATAGGTTATGTACTACCGTATGGACAGATATCACTATGAGETAGTAAATGAGACC

F G g

Abbildung21: Sequenzausschnitt der flankierenden Region um die Punktmutationercytrb.

Die Nukleotidsequenz des Ausschnittes 358 his 443 sowie die Amieosdfolge 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
fuhrt zu einem Nukleotidaustach 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 fir die
Amplifikation descyt b (KES 1158 und KES 1159) sind die Primerbindungsstellen fir die Amplifikation
des PCR Produktes zur Pyrosequenzierung eingezeichnet (KES 498 und KES 499).

4.2.3 Untersuchung der Isolate auf die haufigsten Qol Punktmutationen

Das WiPlasmid und dienutagenisierten Plasmide wurden daraufhin auf die gleiche

Konzentration eingestellt und Mischungsreihen fir die Assayvalidierung zur
Pyrosequenzierung angefertigt. Nachdem alle Assays funktionierten und die jeweilig
eingesetzten Mischungen gemessen wurdemyden die Blattproben und die Isolate
untersucht Tabelle21 und Tabelle22). Da die Nachweisgrenze bei ¥liegt,kbnnen

alle Blattproben und Isolate zu 100 der Wildtypsequenz zugeordnet werden. Dies ist
im Einklang mit den EpWerten der Isolate,die sowohl flr Azoxystrobin als auch fur

Pyraclostrobirzeigten, dasalle Isolate gegenliber den Wirkstoffen sensitiv waren.
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Tabelle 21: Herkunft von Blattproben und relative Haufigkeit der Mutationen F129L, G137R und
G143 innerhalb dieserBlattproben.

Alle Blattpoben weisen zu 10% die Wildtypsequenz auf. Die Mutationsanalysen wurden mittels
Pyrosequenzierung durchgefiihRie Nachweisgnzedieser Methode liegt bei 1%.

' Probenbezeichnung Probenherkunft % F129L % G137R % G143A
1/09 Passo Fundo / RS 0 0 0
Santa Helena / GO 0 1 0
Primavera do Leste / MT 0 0 0
Holambra / SP 0 0 0
Rio Verde / GO 0 0 0
Chapadéo do Sul/ MS 0 0 0
Aral Moreira / MS 0 1 0
Rondondpolis / MT 0 0 0
Paragual MG 0 0 0
RioVerde / GO 0 0 0
Mogi Mirim / SP 0 0 0
Paulinia / SP 0 0 0
Santo Antonio de Posse / St 0 0 0
Paulinia / SP 0 0 0
Santo Antonio de Posse / SI 0 0 0
Chapadao do Ceu / GO 0 0 0
Londrina/ PR 0 0 0
Senador Canedo / GO 0 1 0
Senador Canedo / GO 0 0 0
Lucas do Rio Verde / MT 0 2 0
Rio Verde / GO 0 1 0
Paulinia / SP 0 0 0
Santo Antonio de Posse / St 0 1 0
Passo Fundo / RS 0 0 0
Guarapuava / PR 0 0 0
Rio Verde / GO 0 0 0
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Probenbezeichnung Probenherkunft % F129L % G137R % G143A
27/09 Tongara da Serra/ MT 0 0 0
Cascavel / PR 0 0 0
Itaara / RS 0 0 0
Paulinia / SP 0 0 0
Ubérlandia / MG 0 0 0
Ponta Grossa / PR 0 1 0
Iracemapolid SP 0 1 0
Luis Eduarda I 3 I f/BA ¢ 0 0 0
Dourados / MS 0 0 0
Santo Antonio de Posse / St 0 1 0
Campinas / SP 0 0 0
Santa BarbaraMG 0 0 0
Rio Verdd GO 0 1 0
Campinas / SP 0 1 0
Ubérlandial MG 0 0 0
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Tabelle22: Relative Haufigkeit der Mutationen F129L, G137R und G143Ayitb von P. pachyrhizi
Isolaten und die dazugehérigen EpNerte derQols

Uber die gesamte ERPRange von Azoxystrobimd Pyraclostrobirninweg, liegt die Wildtypequenz zu
100% vor. Die Mutationsanalysen wurden mittels Pyrosequenzierung defihrt. Die Isolate
stammen von den Proben ifabelle21 ab (vergleiche Isolatursprung und Probenbezeichnubgg.
Nachweisgrenzedieser Methode liegt bei 1%b.

bezlz(i)clﬁzung ulfsoplitr-\g i EAEE ) C TR RA(CHE £ Aiggjgt%ngin P)I/Erg)(glg)sli:)]bin
GWH 0 1 0 0,24 1,11
GWH 1 1 0 1,20 1,42
15/09 0 1 0 0,38 0,87
15/09 3 0 0 1,70 1,11
16/09 3 2 0 1,24 0,84
16/09 0 1 1 0,48 1,53
16/09 0 0 1 1,26 1,21
17/09 4 0 0 1,47 1,03
18/09 0 0 0 0,32 1,03
19/09 6 0 0 0,35 0,86
19/09 3 0 0 0,15 0,60
19/09 0 1 1 0,67 0,82
19/09 0 1 1 1,78 0,95
19/09 0 0 0 0,42 0,43
19/09 5 0 0 0,34 0,91
21/09 0 0 1 0,35 0,74
21/09 4 0 1 0,18 1,20
21/09 0 0 0 0,38 0,77
23/09 2 1 0 0,35 1,03
23/09 1 1 0 0,35 0,86
23/09 0 0 0 0,35 1,41
05/09 5 1 0 n. a. n. a.
05/09 0 0 1 0,14 0,57
05/09 0 0 0 n. a. n. a.
05/09 6 0 0 0,68 1,05
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bezli?(iﬁﬁung ulrsscgitr;g T s AE?;)EEtF;gHin P)I/Ergglgjsrzg]bin
58 05/09 6 0 0 0,31 1,32
05/09 6 0 0 n. a. n. a.
05/09 1 1 0 0,17 1,00
18/09 0 0 1 0,46 0,95
18/09 0 0 0 0,53 0,87
18/09 0 0 0 2,31 1,09
17/09 0 0 0 0,41 0,79
17/09 4 1 0 0,24 1,07
17/09 0 0 0 1,04 0,79
29/09 2 0 0 0,75 1,27
29/09 2 0 0 1,87 0,78
29/09 1 0 0 2,47 0,91
35/09 0 0 0 0,06 0,85
01/10 4 1 0 0,41 0,95
01/10 0 0 0 0,75 1,15
01/10 0 0 0 2,28 3,78

n. a. nicht analysiert

4.3 Molekulare Analysen desyp51

4.3.1 Sequenzierung des Hausstammes

Die Amplifikation degyp51mit den Primern KES 1098 und KES 1133 flhrte zu einem
2155bp langem DNAragment, von dem 21 dascyp5tGen widerspiegelnEin
Alignment mit der 158bp grof3en cDNA Sequenz (PCR Produkt mit KES 1098 und KES
1133 ist 163%p grol) zeigt, dass dagyp51finf Introns unterschiedlicher Lange
beinhaltet Abbildung22). Um die Sequenz des Refergti@usstammegu analysieren,
wurden vier DNAProben aus Sporen von jeweils einem infizierten Blatt aus dem

Gewachshaus mit zwei verschiedenen Rayasen laximaund Phusion) amplifiziert,
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kloniert und jeweils drei Klone sequenziert. Beim Alignment der Sequenzen zeigten
sich Austausche einzelner Nukleotide, die gleichzeitig zu Veradnderungen der
Aminosauren fuhrten. Die Introns wurden nachtraglicht men Programmen zur
Sequenzbearbeitung (DNASTAR Lasergenen8ernt. Die Nukleotid sowie die
Aminosaurensequenz wurden mit der BASF SE internen BLAST SuchmascRine als

pachyrhizbzw.cyp51lidentifiziert.

Intron: Intron: Intron: Intron: Intron:
1 118-198 443 - 557 723 -848 1465 - 1570 1959 - 2050 2107
« \ AN N N N e
/T\
KES 1098 KES 1133

Abbildung22: Genstruktur descyp51
Das cypbl ist 2107bp lang und weist funf Introns unterschiedlicher Lange auf. Die
Primerbindungsstellen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Die Aminosaurenabfolge sowie die Variationen sindAiobildung 23 dargestellt.
Wahrend einige Aminosaurenaustausche nur in einer von 22 Sequenzen vorkamen,
wurden dieNukleotidvariationenT 165A, G280E und A335V in zehn von 22 Sequenzen
gefurden. Ein Alignment der Klone zeigt, dass es sich dabei um vier verschiedene
Haplotypen handelt, von denen zwei jeweils in einem ahnlichen Verhaltnis vorkommen
(Abbildung24): die Haplotypen 165A + 280G + 335A und 165T + 280E + 335V treten
jeweils in 13,90 der Sequenzen auf, wahrend der Haplotyp 285280E + 335V in
32% und der Haplotyp 165T + 280G + 335A ifbd4der Sequenzen auftretemie
gleichenHaplotypen wurden auch bei der Sequenzierung der cB&fidnden, einzelne
Aminosaurensubstitutionen waren ebenfalls vorhanden, allerdings in geringerem
Ausmall (Daten nicht gezeigBwischen dem Vorkommen der Haplotypen und der

Wahl der Polymerasear keinerkennbarer Zusammenhang vorhanden
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MSSSVIIDQLYSFSTTSLIITSLTSILTIIVILNVTNOQLILFEDRNTPPLYV 50
FHIFPVLGSVISYGMDPYQFFEDCRREHGNVFTFVLLNEKEREVTVALGPEGN 100
TLVLNGELSEVNAEEAYTHFTTPVFGEDVVYDVPNSILMQQEKEFIEKAGLT 150
TEKFKKYVGIIVRETTS:YLEDHLFCSPNVKSVTKDVHDITSEITICTAAA 200
TLOQGKEVREGLDEKSFAEKLYHDLDGGFTPLNFVFPNLPLPSYRRRDEKAQVS 250
MTNLYLNILKKRRAENRQDEE‘NDMLDVLQ‘;QH:YKDGRALSDREIAHIMIA 300
VLMAGQHTSARTGAWLLTHLAHCPDLVDRLRREQ‘ABV:FGKGDGSGELEDL 350
D|YD_‘I:QTE’LLNSC‘IKEVLRLHPPIHSILRKVKSPILVPKTLSSIDKNN'QY 400
IIPSSHYVLAAPGVSQIDPSVWDHPEKEFIRPERWLSNFEKEKDEKOQEQEEEMVD 450
YGFGAISSGANSPYLPFGAGRHRCIGEQFAYIQLAAVAVAVIRNCDLELYV 500
RKEE‘PLPDYTTMLVGPRKPTTV’I’(E:‘VTVRRN. 529

Abbildung23: Variation in dercyp51Aminosauenabfolge deP. pachyrhizHaustammes.

Dascyp51der DNA wurde amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die Introns wurden nachtraglich mit
den Programmen zur Bearbeitung von Sequenzen (DNASTAR Lasergetier). Beim Alignment der
Sequenzen wurden verschieden Nukleotidaustausche gefunden, die zu einem Aminosdurenaustausch
fuhren (in blau dargstellt). * 1 Sequenz von 22 Sequenzen tragt dgasenaustausch, ¥ Sequenzen

von 22 Sequenzen tragen den Basenaustausch
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160 170 270 280 290 330 340
a)HS1 -1 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC—— -- DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD— DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
a)HS1 -2 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC— --- DEFNDI\/ILDVLEQHYKDGRALSD— DLVDRLRREEEVFGKGDGSG
a)HS1 -3 KKYVGIIVREETSYLEDHLFC- - - DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
a)HS2 -1 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC—— -- DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD— DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
a)HS2 -2 KKYVGIIVREETSYLEDHLFC--- - DEFNDMLDVL@}HYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
a) HS2 -3 KKYVGIIVREETSYLEDHLFC— --- DEFNDI\/ILDVLEIQHYKDGRALSD—— DLVDRLRREMEVFGKGDGSG
a)HS3 -1 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC— - - DEFNDI\/ILDVLEQHYKDGRALSD— DLVDRLRREEEVFGKGDGSG
a) HS3 -2 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC—— -- DEFNDMLDVLEQHYKDGRALSD— DLVDRLRREMEVFGKGDGSG
a) HS33 KKYVGIIVREETSYLEDHLFC--- - DEFNDMLDVL@}HYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
a)HS4 -1 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC— --- DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD— DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
a)HS4 -2 |KKYVGIIVRETSYLEDHLFC- - -- DEFNDI\/ILDVLEQHYKDGRALSD-— DLVDRLRREEEVFGKGDGSG
a)HS4 -3 KKYVGIIVREmTSYLEDHLFC-- -- DEFNDMLDVL@}HYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
b) HS1 -2 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC— --- DEFNDI\/ILDVLEQHYKDGRALSD— DLVDRLRREEEVFGKGDGSG
b) HS1 -3 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC— - - DEFNDMLDVLEQHYKDGRALSD— DLVDRLRREMEVFGKGDGSG
b) HS2 -2 KKYVGIIVREETSYLEDHLFC-- -- DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
b) HS2 -3 KKYVGIIVREE]TSYLEDHLFC--- - DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
b) HS3 -1 |KKYVGIIVRETSYLEDHLFC- - -- DEFNDMLDVIGQHYKDGRALSB- DLVDRLRREGEVFGKGDGSG
b) HS3 -2 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC—— -- DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD— DLVDRLRR@EVFGKGDGSG
b) HS3 -3 KKYVGIIVREE]TSYLEDHLFC--- - DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD—- DLVDRLRRE@EVFGKGDGSG
b) HS4 -1 KKYVGIIVREETSYLEDHLFC— --- DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD— DLVDRLRREEEVFGKGDGSG
b) HS4 -2 KKYVGIIVREHTSYLEDHLFC— - - DEFNDMLDVL@QHYKDGRALSD— DLVDRLRREEEVFGKGDGSG
b) HS4 -3 | KKYVGIIVRETSYLEDHLFC- - - - DEFNDMLDVUGQHYKDGRALSB- DLVDRLRREGEVFGKGDGSG

Abbildung 24: Ausschnitte des Alignments dercypbl Aminosaurensequenz des Referenz
Hausstammes.

Die vier Haplotypen (rot: 165A + 280G + 335A, griin: 165T + 280E + 335V, blau: 165A + 280E + 335V und
schwarz: 165T + 280G + 335A) kommen zu verschiedenen Anteilef4 135 %, 32% und 41%) vor.

Die unterschiedlichen Haplotypen werdaricht durch die Wahl der Polymerase hervorgerufen. a)
Amplifikation deyp51mit der Phusion Polymerase, b) Amplifikation dgg5lmit der Taq Polymerase,

HS1 bis HS4: Bezeichnung der ADNZahl hinter dem Bindestrich (1 bis 3): Bezeichnung des
sequenzierten Klons.

4.3.2 Expressionsmessungen degp51

Mit den finf sensitivsten Isolate sowie finf Isolate mit hohen EDQ,-Werten

gegeniuber Epoxiconazol wurde ein qP&Ray zur Messung deyp5EExpression
durchgefuhrt Dazu wurden der Hausstamm sowie die Isolate 7, 8, 81, und T (sensitiv)

ns o dzy R TH O6FRFLIASNIUOD y2O0K"

Epoxiconazol Uberpriuft und RNA dspachyrhizEporen extrahiertAls Rferenzgene

ol 60 MHZ on
fur die relativen Expressionsmessungen deg51dienten aktin, h-tubulin und gapdh
Zur Normalisierung wurde der Hausstamm als Referenzisolat veeuerie
Berechnung der relativen Expression erfolgte durchydiet Methode (mitEffizienz

Korrektur) mit Hilfe der GenEx Software.
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In Abbildung25ist die relative Expression der Isolate denkollbehandlung {K) bzw.
der 3ppm Behandlung-8) dargestellt.Letzteres war nubei den adaptierten Isolaten
madglich, da die sensitiven beippm vollstandig gehemmt werdeiie DMisensitiven
Isolate HSY, 8, 81, und Tweisen eine relative Expression um 1 auf, wahrend die
adaptierten Isolate 9 bzw. 4nd 72 um das dreifache bzw. sechsfache erhdht sind.
Dabei ist kein Unterschied zwischen Kontrollbehandlung upgn3 Behandlung zu
erkennen. Das Uberexpressionslimit wurddlkirlich bei einer relativen Expression
von drei gesetztum keine falschpositiven Ergebnisse durch mégliche Schwankungen
in der qPCR zu erhalte®amit war bei drei von fiunf adaptierten Isolaten, aber bei

keinem der sensitiven Isolateniectyp5tExpression erhort.

11

Sensitive Isolate DMI adaptierte Isolate
1 1

Relative Expression

HS-K 7-K 8-K 81-K T-K 34-K 34-3 4-K 4-3 12-3 9-K 9-3 72-K 72-3
Isolat

Abbildung 25: Relative Expressiodes cyp51der P. pachyrhizisolate mit denfiinf niedrigsten bzw.
hdchsten ERy-Werten gegenliber Epoxiconazol.

RNA wurde aus Sporen einer unbehandelten Kontrolle @lle Isolate aufl3er Isolat 12, welches
verunreinigt war) bzw. nach Behandlung mip@m Epoxiconazotg, nur dieDMladaptierten Isolate)
extrahiert. Nach Normalisierung mit den Referenzgeradiin, " -tubulin und gapdhwurde die relative
Expression desyp51der brasilianischen Isolate (graue S&ulen) gegeniiber dem Hausstaniauyin
berechnet. Das Uberexpressionslimit (angedeutet durch die gestrichtelte Linie) wurde auf den Wert 3
gesetzt, um Missinterpretationen von Isolaten mit nigliterexprimiertem cyp51 zu vermeiden.
Demenstprechend werden die Isolate 4, 9, und 72 im Gegensatzrzardkeren Isolaten Uberexprimiert.
Zwischen unbehandelter Kontrolle undppm Behandlung gibt es kein Unterschied in der relativen
Expression descyp51 Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung von insgesamt 12
Wiederholungen an.
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Da die Behandlungit Epoxiconazol nicht zu einer induzierten Uberexpression fihrt
wurden weitere Expressionsmessungen an Isolaten ohne vorherige Fungizid
Behandlung durchgefuhridpbildung26). Dabei bestétigte sich das Bild, dass zwar alle
funf sensitiven Isolate (HS, 7, 8, 81, T) eine relatyye5tExpression von 1 haben,
wahrend die Mehrheit der Isolat€1 von 35)mit hherenER-Werten eine erhéhte
cyp5tExpression aufwiesenlnnerhalb der adaptierten Isolate besteht keine
Korrelation zwischenat Hohe dercyp5tExpression und der Hohe derdgiWerte der

verschiedenemetesteten Wirkstoffe.

13

—<0,1 ppm 0,1 ppm, < 0,5 ppm 0,5 ppm, <4 ppm —>4ppm
12 T T

10 +

Relative Expression
a
L
—

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T T T T
NSO MO M SO oS < O oI~ NONSToNIN<tO
T 0 N M inned Datailala] N <O~ N —ALNNWWCcO

T i
il ll HATAIE ‘

FRRE RSB0
Isolate
Abbildung26: Relative Expression degy/p51von P. pachyrhizilsolaten sortiert nach der EE-Werten
von Epoxiconazol
Nach Normalisierung mit den Referenzgeraktin, h -tubulin und gapdhwurde die relative Expression
der brasilianischen Isolate gegentiber dem Hausstamm berechietFarben der Saulen wden der
Sensitivitat(EQ,-Werte) gegeniiber Epoxiconazol entsprechend gewahlilfildungl0). Isolate, die mit
grauen Sdaulen gekennzeichnet sind, wurden nicht Fungitestet. Das Uberexpressionslimit
(angedeutet durch die gestrichtelte Linie) wurde auf den Wert 3 gesetzt. Dierbalken geben die
Standardabweichung aller Wiederholungam
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4.3.3 Untersuchung der Isolate auf Punktmutationen

Sequenzvergleiche deyp51von verschiedenen Isolaten mit dem Hausstamm zeigten

neben den in4.3.1 (Sequenzierung des Hausstammeéseschriebenen Variationen
Unterschiede in der Aminoséenabfoge. Da diese weder beim Hatzmm noch bei

den anderenDMl-sensitiven Isolaten vorkamen, werden diese im Folgenden als
aadzilt GA2yda o0ST SAOKYySiGd ! yGISNAOKASRE AOKS Y
sowohl WT als auch Mutationshaplotypen im gleichigansformationsansatz auf. Da

0SA RSN !yltedadS RSN LAZSAYISE RNEBESNYASAYdzad
wurden bei der Pyrosequenzierung in jedem Lauf Standardmischungen
(Y%Mutation/ %WT. 100/ 0, 70/ 30, 50/50, 30/70, 0/100) mitgefinrt. In

Abbildung 27 sind die Pyrogramme der Mutationen und ihre Lage in der DNA
dargestellt. Assays F120L und 1475T wernde®d - 3' Richtungsequenziert, die Assays
Y13F/Hund K142R, 1145R 3 - 5' Richtung Die Sequenzen in den Pyrogrammen sind

folgendermal3en zu lesen:

F120L: WT Sequenzs' - TTGAGTTGASZ
Mutation: 5 -TTAAGTTGAZ

Y131H: WT Sequenz3' - TAGACATAYS'
Mutation: 3 -TGGACTA S

Y131F: WT, Sequenz3' - TAGACTASY

Mutation: 3' - AAGACTAS
K142R, 1145F: WT K142R, Mutation 1145R' - AAGAACTTITICT- 5'
Mutation K142R, WT 1145:3' - ATGAACTITTICTG 5
1475T: WT Sequenz5' - GTAGGA- 3
Mutation: 5-GTAGGA 3
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Abbildung 27: Punktmutationen imcyp51von P. pachyrhizi Die Punktmutationen sind entsprechend
ihrer Position in der DNA als Pyrogramme dargestellt.

Die differenzierenden Bereiche sind géiinterlegt. Die WISequenz an der Position zeichnet sich durch
die Basenabfolge TAGTTGA aus, wahrend die Mutation durchAXGTTGA kodiert wird. Die
Sequenzabfolge der anderen Mutationen lautet wie folgt: WT Y1AGATATA bzwTAGACTA, 1B1:
TGGACTA und-131: AAGACTA; WT K142, Mutatiéti45: AAGAACTTITICT, MutationR142, WTI145:
ATGAACTTOICTG; WT 1475: GTE&SGA, MutationT475 GTAGSGA. Die Assays YEH und K142R,
1145F werdervon 3 nach 5sequenziert.

E S G T ACGATC T A
5

In Tabelle23 sind die relativen Haufigkeiten deyp51Punktmutationen sowohl auf
DNA als auch auf cDNBbene angegeben. Die Anteile der Mutationen unterscheiden
sich zwischen DNA und cDRégunsten hoherer Werte fir in der cDNA. Die relative
Haufigkeiten liegen bei 33 + 28(Mittelwert £ Standardabweichungozw. 50 + 3,26

in der DNA und bel9+7,9%,65+2,4%,75 % 3,2%,86+3,1%und &% + 2,8% in der
cDNA.Im Vorkommen der Mutationen ist ein deutliches Muster erkennbar. Aul3er der
Mutation 1145F wurden alle Mutationen in Kombinationen gefunden: die Mutationen
F120L und Y131sbwiedie Mutationen K142Rnd Y131Mzw. 1475Tund Y131Find
miteinanderkombiniert. Die Kombinationen F120L und Y131H sowie die Kombination
K142Rund Y131mabenz. T jeweils &hnliche relative Héigkeiten, die bei der DNA bei
32 = 2,4% und bei der cDNA bell 2@ 5,5% liegen.Daneben weist die Kombination
K142Rund Y131MHaufigkeitenin der cDNA/on 69 15,4% auf.Die Kombination von
1475Tund Y131Mat relative Haufigkeiten von(z+ 3,8 % (DNA)bzw. © £ 7% (CDNA)

Die Mutation 1145F hingegen tritt alleine in einer relativen Haufigkeit voti 4§5% in

der DNA bzw. B+ 6,9% in der cDNA auf, wobei das Isolat 56 mit%@relativer
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Haufigkeit in der cDNA und Werten unterhalb der Nachweisgrén2€9%)in der DNA

eine Fehlmessunglarstellt. Abweichungerler Mittelwerte von 35 bzw. 126 zeigen

die Isolate 26und 92 in der cDNA, wahrend das Isolat 67 un¥lbei Analysen der
DNA abweicht. Di¢solate 2 und 43 unterscheiden sich von den anderen Isolaten mit
relativen Haufigkeiten der 1145F unterhalb der Nachweisgrenze in der DNA bzw. 14
und 25% in der cDNA. Nen dem ReferenHausstamm sind der Taiwanstamm und

die Isolate 7, 853, 57¢ 60, 79¢ 81 und 91 ohnéutation.

Tabelle23: Relative Haufigkeit der Mutationen F120L, Y131H, Y131F, K142R, 1145F und 43§51

der P.pachyrhiziDNA bzw. cDNA

Die Mutationsaalysemittels Pyrosequenzierung zeigt z.T. unterschiedliche Werte bei DNA und cDNA.
Die Anteile der Mutationen liegen ben Mittel bei 33 + 2,8 % (Mittelwert + Standardabweichund)zw.

50 + 3,1% in der DNA. Die cDNA weist die gleichen Mutationen wie die DNA auf, allerdings sind die
Haufigkeiten in der Regel hdher (4979 %, 65 24 %; 75 +3,2% 86 + 3,1%; % + 2,8%). Die
Mutationen treten jeweils in Kombinationen auf: F120L + Y13H2R+ Y131F und475T +Y131F.

1145F kommt alleine vor. Die Nachweisgrendes Pyrosequenzierens liegt bei %0 die empirisch
ermittelte Nachweisgenauigkeit bBi%

% K142R

5l 2 22 4|3 3|0 o2 1|4 4
VVVVV v o 1|0 3|0 2|1 1|0 1|4 a

2 2|2 5|2 3|0 1|5 6/|4 5
VVVVV 2 2 1|2 al|l2 3|0 2|2 1] 3 5
3 """" 33 88 32 93 0 0 1 2 1 2 > °
""""""" 4 35 89 34 97 0 0 0 2 0 ! 3 °
5 """"""" 29 83 35 99 0 0 0 2 2 0 3 !
AAAAAA S 34 o4 |3 87| o0 o2 2|3 1] 3 5
E 1 1 1 3 0 2 0 1 1 1 3 °
8 ~~~~~~~~~ ) 1 2 4 2 3 0 2 3 1 5 4
9 “““““““ ) 1 0 0 34 73 36 79 1 2 5 °
AAAAAAAAAA 2 2 3| 0o o0 |34 6|3 6|1 1|3 a4
AAAAAAAAAAA 0| 33 8 |3 9|0 o1 1|1 1|4 4
AAAAAAAAAAA 20 3 1| 2 4|3 2|0 1|4 66| a4 4
AAAAAAAAAAA 0 4 2| o0 o |s 42| 1 2|3 2|5 40
AAAAAAAAAAA 2| 1 1] o0 o|s 7|0 o] 1 0|5 72
AAAAAAAAAAA 0 o 1|0 o |s 8| 2 1|0 0|5 8
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Das Vorhandensein der Mutationétorreliert mit der Sensitivitdt vorP. pachyrhizi
gegenuber DMIsDie Verteilung der Sensitivitdt delP.pachyrhizilsolate gegentber
Cyproconazol, Epoxiconazol, Metconazol und Tebucoriszat Abbildung?28 bzw.
Abbildung 29 dargestellt. In diesen und folgenden Abbildungen ist zusatzlich die
Expression desyp5lqualitativ (ja/ nein) aufgefiihrtisolate mit der 1145F Mutation (n

= 8) streuen in einem Bereich von 0,316 biS1®pm, wobei die Streuung bei
Cyproconazol am kleinsten und bei Tebuconazol am gréf3ten ausfallt. Abgesehen von
einem Isolat (Isolat 3Abbildung29) haben Isolate mh F120L+ Y131HMutationen (n =

10) hohere EBR-Werte (1,29¢x10ppm) als Isolate mit 1145F Mutation bel
Epoxiconazol, Metconazol und Tebuconazol. Bei Cyproconazalestdie Werte
zwischen 0,056ind x 10 ppm. Die hochsten EpRWerte und die kleinste Streing,
haben die Isolate, die die Mutationen K142R131Rragen (n = 5)deren ERyWerte
zwischen 2,15 undk 10 ppm liegen. Isolate mit 1475% Y131FMutationen (n = 6)
liegen mit EBy-Werten zwischen 1,39 ung10 ppm je nach Wirkstoff zwischen denen
der 1145 undF120L+ Y131HMutationen (Epoxiconazol) bzwn der gleichen Hohe wie
die Isolate mitF120L +/131H Mutationen (Cyproconazol, Metconazol, Tebuconazol).
Die Isolate mit W-Bequenz (& 11) weisen Efg-Werte zwischen),01 und 1,6%pm

auf, wobei ERy-Werte x0,1ppm jeweils mit einer Uberexpression verbunden sind.
Ausnahmen bilden das Isolat 79 mit VEXpression und ERPWerten >0,234ppm
sowie der Taiwanstamm mit WHxpression und einem EPNert von 0,17Ippm bei
Tebuconazol.Trotz der &alnlichen Verteilung der Mutationen bei allen getesteten
Wirkstoffen, sind Unterschiede in der Wirksamkeit der getesteten DMI gegenuber
P.pachyrhizivorhanden Abbildung29). Epoxiconazol hat mit zwei Isolatetie ERq-
Werte x 10 aufweisen noch die beste Wirksamkeit, gefolgt von Cyproconazol (7

Isolate), Metconazol (11 Isolgtend Tebuconazol (17 Isolate).
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Abbildung 28: Verteilung der Sensitivitavon P. pachyrhizisolaten gegeniibeiDMIs gruppiert nach
Mutationen.

Den verschiedenen Mutationen entsprechend, kénnen den Isolaten bestimmte Spannbreiten
zugeordnet werden, in denen die fWerte liegen. Dabei ergeben sich fiir die WirkstaZfgroconazol

(A), Epoxiconazol (B), Metconazol (C) und Tebuconazah(he Muster: WASequenzen ohneyp51
Uberexpression (dunkelblagyp5ztiiberexprimierende Isolate sind hellblau gekennzeichnef)eén die
geringsten EE-Werte, gefolgt von Isolaten mit 1145F Mutation. Die anderen Mutationskombinationen
haben in der Regel héhere ERWerte (Ausnahme: Y131H + F120L Mutationen bei Cyproconazol). Die
hochsten ER-Werte werden bei den Isolaten, bei dem Mutationen und Uberexpression kombiniert
sind, gefunden. Uberexprimierte \WSequenzen filhren zwar zu erhéhtensEWerten, allerdings liegen
diese in den meisten Fallen unterhalb dersg2Werte, die durch Mutationen erreicht werden. Isolate
mit WT-Sequéz und ohnecyp5tUberexpression (inklusive Hausstamm (orange) und Taiwanstamm (rot)
haben in der Regel EpNVerte XD,1 ppm.
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Abbildung 29: SensitivitatP. pachyrhizisolaten gegentiber derDMIs Cyproconazol (A), Epoxiconazol
(B), Metconazol (C) und Tebuconazol (D).
Die Isolate wurdennach aufsteigenden EQ-Werten gegeniiberden Wirkstoffen sortiert. Durch

verschiedene Farben, die die unterschiedlichen Mutationen bzw. Kombinationen von Mutationen

kodieren, ist die Verteilung der Mutationen dargestellt. Isolate mit eiryg5:Uberexpression sind mit
Sternchen gekennzeichnet.
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Wie in Abbildung30 dargestellt,weisen Isolate mityp5XMutation erhéhte Wertein

der cyp5kExpression auf. Auf3er bei dem Haplotypen 1475T + Y131F, liegen die
Mittelwerte stehts oberhalb der Uberexpressionsgre. Eine Uberexpression dieses
Haplotypen wurde in der vorliegenden Arbeit nie beobachtet (si&hbildung28 bzw.
Abbildung 29). Dahingegen wurde der Haplotyp F120L + Y131H immer mit einer
Uberexpression gefundenMit einem Mittelwert von 5,8 besteht eine deutliche
Differenz zwischen den adaptierten WABplotypen und densensitiven WT
Haplotypen (Mittelwert: 0,7). Di&pannweite der adaptierten WHaplotypenreicht

von einer Expression voh,2 biszu 10,2 Die Haplotypenl45F(Spannweite 1,5 7,3),
F120L + Y131i#,6 ¢ 9,5) undK142R + 1145R2,2 ¢ 4,2) liegen innerhalldieses
Bereiches, wahrend der 1475T + Y131F Hapl¢®P ¢ 1,9) geringfiigig aul3erhalb
dieser Spannweiteist. Im Unterschied dazu haben die sensitiven -Waplotypen
haben eine Spannweite deyp5XExpression von 0,6 1,0. Eine Korrelation zwischen

dem Aufreten einer Mutation und der Hohe deyp5XExpression besteht nicht.

12

A Mittelwert

10 4 Median

Expression cyp51 [-fach]
()]

WT- WT- I1145F F120L+ K142R+ 1475T +
sens. adap. Y131H Y131F Y131F

cyp51-Haplotyp

Abbildung 30: BoxWhiskerPlot Darstellung der relativen Expressiordes cyp51 und den cyp5k
Haplotypen (s = 48)

Der WT wurde in sensitiv n5) und adaptiert (r=10) unterteilt. Die Mittelwerte der Haplotypen 1145F
(n=6), F120L + Y131H $i3), K142R + Y131F X6) liegen oberhalb der Uberexpressionsgrenze
(gekennzeichnet durch die gestrichie Linie). Im Vagleich zum Wens., isder Mittelwert desl475F
Haplotypen(n=6) leicht erhoht, liegt allerdingunterhalb der Uberexpressionsgrenze.
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Die Expression desyp51 konnte nur von einer Auswahl aR. pachyrhizisolaten

untersucht werden (insgesamt 48 Is@awon denen 8 nichfungizidgetestet wurden).

Um eine grolRere Stichprobenanzahl zu erhalten, wurden alle in der vorliegenden

Arbeit gewonnenen Isolate auf die Mutationen F120L, Y131F/H, K142R, 1145F und

1475T mittels Pyrosequenzierung analysiert (fir \dlerte sieheAnhangA). Aufgrund

der Herkunft der Proben kénnen Rickschlisse auf die geographische Verteilung der

Mutationen und der Expression degp5lgezogen werdenAbbildung31). Der grolite

und damit reprasentativste Anteil der Isolate stammt aus Campinas (n = 10), Santo

Antonio de Posse (n = 12), Rio Verde 20) und Senador Canedo (n = 3jese Orte

haben gemasam, dassabgesehen vorder Mutation K142R, alle Mutationen sowie

unterschiedlicheyp51Expressionelgsofern untersuchtyertreten sind.

® Ao B Keine Mutation

@4 N |145F
F120L+Y131H

® . W K142R +Y131F
1475T + Y131F

Belém Fortaleza
Manaus

Recife

.’_ . Salvador

11 | Belo Horizonte

€«
o .A.- (N 0 Rio de Janeiro

| ]
o) m S@o Paulo
[

wuriuba

A®
{2 )

Porto Alegre

Abbildung31: Geographische Verteilunder Mutationen und Expression desyp51in P. pachyrhiziin

Brasilien.

Jedes Symbol ist stellvertretend flr ein Isol@ = 88) Die verschiedenen Farben kodieren die
verschiedenen Kombinationen der Mutationen, wahrend durch tiemen die Expression degp51
dargestellt ist. Kreise bedeuten, dads ¢solat sowohl Mutation(en) aufweist, als auch tberexprimiert.
Dreiecke reprasentieren die jeweilige Mutation(en) ohne Uberexpression, wahrend die Expression von
den Isolaten, die durch Quadrate dargestellt sind, nicht untersucht wurde.
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4.3.4 Untersuchungerzur Kopienzahl des cyp51

4.3.4.1 DNA Walking

Ziel des DNA Walkings ist es, flankierende Bereiche bekannter Sequenzen zu
amplifizieren undzusequenzieren. Dazu werddrintereinanderdrei PCR durchgefihrt

und anschlielend nach der dritten PCR die -P@Rukte geledktrophoretisch
aufgetrennt Abbildung 32). Die beschrifteten Banden wurden ausgeschnitten,
aufgereinigt, kloniert und sequenzieia neben den Annealing Control Primern (ACP)
auch Targetspezifische Primer verwendet werden, ist didindestlange des DNA
Fragmentes bekannt; in diesem Fall muss dasPG&ukt mindestens eine Grof3e von
254bp haben.

DW2, NTC
DWS3, NTC

< (2]
Q. O
=
e
— o
S
(e

DW1, NTC 2
DW1,NTC1

DW2, NTC
DW1, NTC4
DW1, NTC3
DW1, NTC 2
DW1, NTC1

Abbildung32: Gelelektrophoretische Auftrennung nach der dritten DNA Walking ROR/3)

Die Bezeichnungen ACRLACP4 entsprechen den eingesetzten Annealing Control Primern (ACP) von
den Reaktionsansatzen der ersten DW PCR. Von jedem Reaktionsansatz wurde eine Negativkontrolle
(NTC) gemacht, die nach der jeweiligen PCR bezeichnet wurde (DW1,(NIf Glegativkontrollen der

ersten PCR, DW2, NTC: Negativkontrolle der zweiten PCR, DW3, NTC: Negativkontrolle der dritten PCR).
Die dritte PCR wurde mit unterschiedlichen Annealing Temperaturen durchgefiihrt: linkS; 6&chts:

60 °C. Die beschrifteteBanden a bis f wurden ausgeschnittdétoniertund sequenziert.

Wie ein Alignment der klonierten P@&Rodukte a und ¢ mit decyp51 Sequenz
bestatigt, konnten ca 34Bp vor dem 5 Ende descyp51 hinzugewonnen werden
(Abbildung33). Die restlichen Basenpaare der Sequenzierung wurden durch BLAST als
pJetl.2 Vektor bzwE. colidentifiziert. Wie auf den Gelbildern dedW3 Abbildung32)
zu erkennen, stammen die Klone a und ¢ Yamologen BandenDie Klone b und e
konnten zwar durch BLAST als nicht annotid?tepahyrhiziSequenzen identifiziert

werden, allerdings war ein Alignment miyp51 nicht moglich. Die Klone d und f

10C



Ergebnisse

konnten ebenfalls nicht mif. pachyrhizicyp51 alignt werden und konnten auch
keinem Organismus durch BLAST eindeutig zugeordnet werden.rg@bnisse des
DNA Walkings sprechen fir eirgyp5tGenkopie im @&nom, die Ergebnisse der
HaustammSequenzierungerd(3.1) und des Pyrosequenzierer@.3.2) sprechen fir
mehrere Kopien (mindestens zwei). Um die Frage zu klaren, wurden weitere Versuche

mit verschiedenen Techniken (gP&Rguenzierungen, Southern Blot) durchgefuhrt.

—————————— ATGCCAAGCGAGGGGGGGGG--TCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT

10 20 30 40 50 60
DW cypS5l.seq  -—--------- - - 1
DW a-1.seq TCACAGAAGTATGCCAAGCGAGGGGGGGGG--TCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT 58
DW a-2.seq = —----=—-=--- ATGCCAAGCGAGGGGGGGGG--TCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT 48
DW a-3.seq TCACAGAAGTATGCCAAGCGAGGGGGGGGGE-TCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT 59
DW c-1.seq TCAC GTATGCCAAGCGAGGGGGGGGGEGTCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT 60
DW c-2.seq -~ -GCCAAGCGAGGGGGGGGGEGE-TCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT 47
DW c-3.seq = —----=—-=--- ATGCCAAGCGAGGGGGGGGG--TCGGTTAGGAGCCTTACTGTCAAGGGGT 48
CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGATTTCTGTTGGGAAGTTTTCAGAGGATTTGACTGATG
7o g0 50 100 1o 120
DW cyp5l.seq 1
DW a-1.seq CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGGTTTCTGTTGGGAAGT TTTCAGAGGATTTGACTGATG 118
DW a-2.seq CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGATTTCTGTTGGGAAGTTTTCAGAGGATTTGACTGATG 108
DW a-3.seq CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGATTTCTGTTGGGAAGTTTTCAGAGGATTTGACTGATG 119
DW c-1.seq CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGATTTCTGTTGGGAAGTTTTCAGAGGATTTGACTGATG 120
DW c-2.seq CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGATTTCTGTTGGGAAGT TTTCAGAGGATTTGACTGATG 107
DW ¢-3.seq CTTAACCAGAAAGTTAAATTCAGATTTCTGTTGGGAAGTTTTCAGAGGATTTGACTGATG 108
ACACTCTGGAATGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGTTTCAAAACACCTCT
130 140 150 160 170 180
DW cyp5l.seq 1
DW a-1.seq ACACTCTGGAATGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGTTTCAAAACACCTCT 178
DW a-2.seq ACACTCTGGAGTGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGT TTCAAAACACCTCT 168
DW a-3.seq ACACTCTGGAATGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGTTTCAAAACACCTCT 178
DW c-1.seq ACACTCTGGAATGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGTTTCAAAACACCTCT 180
DW ¢-2.seq ACACTCTGGAATGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGTTTCAAAACACCTCT 167
DW c-3.seq ACACTCTGGAATGATTCTGTCTCAACCTTACCCCCAACCTAAAAGT TTCAAAACACCTCT 168
TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAATCAGAGCTGTTTTGAAAC
190 200 210 220 230 240
DW cyp5l.seq 1
DW a-1.seq TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAATCAGAGCTGTTTTGAAAC 238
DW a-2.seq TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAAT CAGAGCTGTTT TGAAAC 228
DW a-3.seq TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAATCAGAGCTGTTTTGAAAC 239
DW ¢-1.seq TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAAT CAGAGCTGTTTTGAAAC 240
DW ¢-2.seq TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAATCAGAGCTGTTTTGAAAC 227
DW ¢-3.seq TTGATGGTTAAATTCTGTCTGCCGTTTCTGAAGAAGTAGAAAT CAGAGCTGTTT TGAAAC 228
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.. &=~ |
AGATACTTACGGAAACTGTCTTACGATCAGTCTGTTGATTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG

250 260 270 280 250 300
DW cyp5l.seq 1
DW a-1.seq AGATGCTTACGGAAACTGTCTTATGATCAGTCTGTTGATTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG 298
DW a-2.seq AGATACTTACGGAAACTGTCTTACGATCAGTCTGTTGATTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG 288
DW a-3.seq AGATACTTACGGAAACTGTCTTACGATCAGTCTGTTGATTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG 299
DW c-1.seq AGATACTTACGGAAACTGTCTTACGATCAGTCTGTTGATTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG 300
DW ¢-2.seq AGATACTTACGGAAACTGTCTTACGATCAGTCTGTTGGTTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG 287
DW c-3.seq AGATACTTACGGAAACTGTCTTACGATCAGTCTGTTGATTTCTTGAGGTTGTTCTGTGAG 288

R N ]

mAACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGTTAGATCGATGTCTTCCAGCGTTATA

310 320 330 340 350 360
DW cyp5l.seq ATGTCTTCCAGCGTTATA 18
DW a-1.seq ATTGTTTCTAAACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGTTAGATCGATGTCTTCCAGCGTTATA 358
DW a-2.seq ATTGTTTCTAAACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGTTAGATCGATGTCTTCCAGCGTTATA 348
DW a-3.seq ATTGTTTCTAAACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGTTAGATCGATGTCTTCCAGCGTTATA 358
DW ¢-1.seq ATTGTTTCTAAACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGTTAGATCGATGTCTTCCAGCGTTATA 360
DW ¢-2.seq ATTGTTTCTAGACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGT TAGATCGATGTCTTCCAGCGTTGTA 347
DW ¢-3.seq ATTGTTTCTAAACACCTTTGACGAGGTGAGAAGGTTAGATCGATGTCTTCCAGCGTTATA 348

o ——————————————————————————————————————
ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC

370 380 350 400 410 420
DW cyp5l.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 78
DW a-1.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 418
DW a-2.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 408
DW a-3.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 419
DW c-1.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 420
DW c-2.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 407
DW c-3.seq ATCGATCAGCTCTACTCATTCTCAACTACCAGTCTCATCATCACATCGCTAACTTCCATC 408

1EEN e —
CTCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT

430 440 450 460 470 480
DW cyp5l.seq CTCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 138
DW a-1l.seq CTCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 478
DW a-2.seq CTCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 468
DW a-3.seq CCCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 479
DW c-1l.seq CTCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 480
DW c-2.seq CCCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 467
DW c-3.seq CTCACAATCATCGTCATCCTCAATGTCACTAATCAGTTGGTGAGTTACATCATCCATCAT 468

1
CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG

450 500 510 520 530 540
DW cyp5l.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 198
DW a-1.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 538
DW a-2.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 528
DW a-3.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 539
DW c-1.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAGTAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 540
DW c-2.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 527
DW c-3.seq CTGTCTTCACCTGCCAAGAAGGAGACTAAATAACTAATCAAAGCTTCTTTTTCTTTTTAG 528
|
TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGG
550 560 570 550 590
DW cypSl.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGE 254
DW a-1.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGE 594
DW a-2.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGG 584
DW a-3.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGG 595
DW c-1.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGG 596
DW c-2.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCG 582
DW c-3.seq TTGTTCAAGGACAGGAATACCCCACCGCTAGTCTTCCACATATTTCCGGTGCTCGG 584

Abbildung33: ClustalW Alignment der Sequenzen des DNA Walkings mit dgpb1DNA Fragrent.

Die Klone der PGRodukte a (DW d ¢ 3) und ¢ (DW 4 ¢ 3) sind bis auf wenige Ausnahmen
zueinander identisch und kénnen ab dem Nukleotid an Position 343 mit agrhl Fragment alignt
werden. Die Nukleotide 1 bis 343 wurden durch DNA Walking'&nde desyp51hinzugewonnen.



Ergebnisse

4.3.4.2 qPCR

Durch die delta ct (nct) Methode konnen relative Unterschiede zwischen zwei
Templates ermittelt werderfLivak und Schmittger2001; Pfaff,2000)® ! f & o i KNS
Oe Ot Sa 6000 GANR RSNJ ljt/w weifdz 081 S
Schwellenwert des Hintergrundrauschens Uberedit. Der Vergleich des -Wertes

des cyp51 mit anderen Referenzgenen fihrt zu eingnat-Wert mit dem relativ
quantifiziert werden kann, wie haufig dagp51im Vergleich zu einem Referenzgen in

der DNA vorkommt. Als Referenzgene wurden die Gagan, h-tubulin und gapdh

sowie die Genesdhly sdhg sdhdund cyt b gewahlt, wobeicyt b als mitochondriales

Gen eine interne Kontrolle der Methode darstellte.

Die Effizienz der gPCR wurde fir jedes Gen in drei unabhangigen Laufen durch
Standardkurven ermitteltFirdie Normalisierung der ReferenzgetWerte mitcyp51
wurden EffizienzMittelwerte verwendet.Die BoXWhiskerPlot Darstellung Abbildung

34) zeigt dassdie nct-Werte (ctcyp51¢ ct Referenzgen)nit Ausnahme desyt b
zwischen-0,7 und 17 liegen. Entsprichinct-Wert dem Wert 1bedeutet dies eine
Verdoppelung des Templates, in rdeFall der relativen Kopienzahl. Die relative
Kopienzahl wird durch die Formel'2berechnet. Negativgict-Werte der Geneaktin

und sdhclassen darauf schliel3en, dass hohere Kopienzahlen dieser Gene im Vergleich
zum cyp51vorhanden sindDie relativen Kpienzahlen der Referenzgene bei einer
cyp5tKopiesind inTabelle24 gezeigt.Aufgrund von Schwankungen der\terte ist

neben den Mittelwerten zusatzlich dag5% bzw. 75 %Quantil angegeben.Die
relativen Kopienzahlealler Geneaul3er deg -tubulins schwanlen um weniger als eine
Kopie Wie auch inAbbildung34 ersichtlich, isdie Spannweite des-tubulin grof3er als

1, d.h. die relative Kopienzahl schvkarum bis zuzwei Kopien Dascyt b hat im
Vergleich zu den anderen Genen deutlich geringef@/ette und weist somit deutlich
hohere relative Kopienzahlenim Vergleich zumcyp51 auf, was aufgrund seiner

mitochondrialen Vererbung zu erwarten w@rabelle24).
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Act
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a-tubulin gapdh sdhb
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sdhd

cyth

Abbildung34: BoxWhisker-Plot Darstellung demct-Werte descyp5lund der Referenzegene.

G-Werte wurden mit qPCEffizienzen normalisiertind pct (ct cyp51¢ ct Referenzgen) berechneDie
Box spiegelt 5086 der Daten wieder, die Whisk@® %. Negativenct2 S NIi S
G2NKIFYRSY nét-2a8nmli SLRaSRIGESygps51iRIsaa  avYS

Referenzgen alscyp5.
wSFSNByT 3Sya

Tabelle24: Relative Kopienzahl der Referenzgene im Vergleich zypb1l

0SRSdzi Sys RI &

G2NKIF YRSy Aaidd 5SN) «6SNBAOKG KIftoSN &

Ausgehend von denormalisiertennct-Werten (Effizienzorrigiert) wurden die relativen Kopienzahlen
im Verhaltnis zuntyp51durch die Formel 2" Derechnet. Zusatzlich wurde die relative Kopienzahl der
Referenzgene des 26 bzw. 7% Quantils gegentber degyp51 ermittelt, um Schwankungen der
relativen Anzahl zu erfassen.

Relative Kopienzahl

Relative Kopienzahl: 2% Quantil

Intention der

75 % Quantil
cyp51 0,0 1,0 ig
aktin -1,3 2,4 ;3
h-tubulin 1,7 0,3 8;
gapdh 0,0 1,0 (1)2
sdhb 0,5 0,7 82
sdhc -0,7 1,6 ig
sdhd 0,4 0,8 cl):g
cytb 9,1 541,0 ggig
4.3.4.3 Sequenzierungon Einzelsporenisolaten
Einzelsporenisolate haben ihren Ursprung in einer Spore. Die

Sequenzierung degyp51 von Einzelsporenisolaten war es, Ruckschlisse auf die
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Kopienzahl desyp5laufgrund der Anzahl bzw. der Verhéltnisse von verschiedenen
cyp51 Haplotypen zueinander zu ziehen. Daher wurde dgp51 der DNA der
EinzelsporenisolateES2 und ES3 amplifiziertphkiert und42 bzw. 44Klone sequenziert.
Ein ClustalW Alignment der ES2 Klone bzw. ES3 Klone fihrte zu funf bzw. sieben
verschiedenen Haplotypen, die sich an deuokleotidpositionen 589, 689, 1161 und
1326 unterschiedenTabelle25, Ausschnitte deAligmentsindim AnhangB zu finder).

Die dominiereden Haplotypen 589C + 689A + 1161G + 13268G&&) und 589T +
689G + 1161A + 1326T-GIA-T) treten beim Isolat ES2 im Verhéltnis 1:2 dp&im
Isolat ES3 im Verhaltnis43auf. Insgesamt entsprechen diese Haplotyper’/®bzw.
79% aller Klone. Die HaplotyperMA-T, CG-A-T und TG-G-C bzw.GA-AT, FGGC,
T-G-A-C, TA-GT und TA-G-C sind mit Anteilen von 2 bis?® nur geringfligig vertreten.
Ausgehend von den vorherrschenden Haplotyperd unter der Annahme, dass beide
Zellkene die gleiche Anzahl acyp5XKopien tragen und diese bei beiden Kernen
identische Sequenzen aufweisen, liegt die Kopienzahl pro Kern bei mindes&ins
(ER) bzw. vier (ES). Diese Hypothese erklart allerdings nicht die zuséatzlichen
Haplotypen. Eine diere Aussage beziglich deyp51Kopienzahl kann durch diese

Methode nicht getroffen werden.

Tabelle25: Haplotypen der sequenzierten Einzelsporenisolate.

Die differenzierenden Nukleotide (Positionen 589, 689, 1161 und 1328 aj@otypen in der DNA sind
aufgefuihrt. 91% aller Klone des Isolates ES2 weisen die Haplotypen 589C + 689A + 1161G +A326C (C
G-C) und 589T + 689G + 1161A + 1326G-AFT) im Verhaltnis 1:2 auf. Die gleichen Haplotypen treten

in 79% aller Sequenzierurg des ES3 Isolates im Verhaltnis 2:3 auf.

Anzél der Sequenzen mit

eichem Halonpen ) 689 1161 1326
26 (= 62 %) d A g 4
(=5%) d A
ES2 1 (=2 %) d
(=2 %) € g
12 (=29 %)
20 (=45 %) d A € q
2 (=5%) d A
4 (=9%) € d
ES3 15 (= 34 %)
(=2%) d
(=2%) A g
(=2%) A g d
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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 deyp5XKopienzahl durchgefuhrt. Zur
Sondenmarkierung mit Digoxigenin (DIG) wurden zwei Methoden verwendet: zum
einen durch Inkorporation von DiBesoxyuridintriphosphat (dUTP) mittels PCR und
zum anderen durch unspezifische, EIGAUTP markierte Oligonukleotiddie sich an
einzelstrangige DNA anlagern und als Primer fiur die Amplifikation mittels einem
KlenowEnzym dienen. Von beiden Methoden wurden jeweils zwei Sonden
unterschiedlicher Lange hergestellt (Sonde 1: Bg3Sonde: 877bp), die nach den
vom Herstder empfohlenen Vorschriften auf ihre Sensitivitat Uberpruft wurden
(Gelelektrophoretische Auftrennurfiir die PCRnarkierte Sonddzw. Dot Blofir die
Markierung mit unspezifischen OligonukleotigenZusétzlich wurden Dot Blots
durchgefiihrt, mit denen neben der Sondensensitivitat unterschiedliche Stringenz
Waschschritte unddas Hintergrundverhalten analysiert wurden. Aufgrund der
Ergebnisse, fiel die Entscheidung auf die -R@Rierten Sonden sowieden
Waschschritten, wie si@3.7.10.4Durchfihrungerlautert wurden.

In einem Southern Blot mit einer Verdinnungsreihe der unmarkiertenfG&ukte

der Sonden 1 und 2 wurde zum einen die Sondensensitivitat quantifiziert, als auch eine
Positivkontrolle generiert, die im Southern Blot mit genacher DNA ein Signal
produziert, das ahnlich der zu erwartenden Starke des Signals der Genkopien ist
(Abbildung 35). Der Blot wurde zundchst mit der DIBCR markierten Sonde 1
hybridisiert, anschlieend gestrippt und dann mit der DIG PCR markierten 3onde
hybridisiert. Wahrend auf dem Gelbild neben dekliLeiter und dem schwachen DIG
Marker keine Banden zu erkennen sind, sind auf den Blotbildern pesiti Banden
vorhanden. Diese konnten durch GrdéRenvergleich mit debp Leiter als PCR Produkte
der Sonden 1 und 2 identifiziert werden. In den nachfolgenden Southern Blots wurde
jeweils 10ul der 4x 10”7 Verdiinnung als Positivkontrolle aufgetragen.

In der schematische Darstellung desyp51ist die Lage der Sonden sowie die der
Restiktionsenzyme flr den Verdau genomischer DNA eingezeichxigtilflung 35).

Das Enzyri?st schneidet nur die Sonde 2 wahrend die Sonde 1 von den EnZyglén

und Xbd geschnitten wird. Eine Hybridisierung mit der Sonde 1 hat zur Folge, dass in
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der Spur vorBgll und Xbd doppelt so viele Banden vorhanden sind, wie in den Spuren
nach dem Verdau mit den anderen Enzymen. Eine Hybridisierung der Sonde 2 fihrt zu
der gleichen Anzahl an Banden bei den Enzy@eR|, EcdrV,BanHI, Bgll und Xbd

wie cyp5XKopien vorhandesind, wahrend durch den Verdau niist doppelt so viele
Banden vorhanden sein sollterBanHI und EcdrV schneiden zwar dasyp5]
allerdings keine der Sonden. Durch den DoppelverdauBaitHl undEcdrV ist eine
Bande zu erwarten, die eine Grol3e vbRp64bp hat. Neben diesen Enzymen wurde
zusatzlichEcdrl verwendet, welches keine Schnittstelle ggp51aufweist und somit

ebenfalls zu genauso viel®anden wiecyp5EKopien fuhrt.

BamH] Bglll Xbal EcoRV
\7 Sonde 1: 929 — 1401 bp N4 \7
Sonde 2: 408 — 1285 bp A
Pstl
FEE - . . iy oz &
= - = = 25 5 =5 = = . & & e 2 a &2 = a
2
b -
Sonde 2
onde - . - - - . ‘ =
- ‘ - - - ‘ . -

Sonde 1

Abbildung 35: Southern Blot zur Ermittlung deSondensensitivitatder PCRDIGmarkierten Sonden 1
(Mitte) und 2 (rechts)

Zur Ermittlung der Sondensensitivitat wurde ein Southern Blot mit einer Verdidnnungsreihe der
Positivkontrolle (unmarkierte Sonden RRdukte) durchgefiihrt. Auf dem Gelbild (gamks) waren

keine Banden aulBRer 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 (4p3und 87 bp) der Sonden im Gelbild bzw. in den
Blotbildern ist durch orangefarbene Linien ungefahr dargestellt (die Linien wurden bewusst etwas nach
unten verschoben, damit die Banden nicht durch die Linien verdeckt werden). Auf deise Kénnten

die Banden al®CRProdukte der Sonde 1 und 2 identifiziert werden. Diksmarkierten Sonden zur
Hybridisierung des Bls wurden durch PCRergestellt. Oberhalb des Gdbzw. der Blotbilder ist die

Lage der Sonden in deyp51DNA schematisch dargestellt; die Sondemndiohneiden sich um 3538.

Die Sonde 1 wird von den EnzymBgll und Xbd geschnitten, die Sonde 2 von dem EnZyst. Die
EnzymeBanH| und EcRV schneiden zwar dasyp51 allerdings keine der Sonden. Neben den
genannten Enzymen wurde zuséatzliebdr| verwendet, welches keine Schnittstelledyp51besitzt.

Die Abbildung 36 und Abbildung 37 spiegeln stellvertretend flr sieben
Wiederholungendas Ergebnis der Southern Blot Analysen zur Ermittlungcyebt

Kopienzahl widerMit der Southern BlotMethode wurde der Hausstamm und der
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Taiwanstamm sowie das Isolat 58 untersudti.ch demverdau genomischer DNA mit
den EnzymerEcdil, EcRV,BanHl, EcdrV + BanHlI, Xbd, Pst und Bgll und einer
gelelektrophoretischen Auftrennung, wurden die DRmgmente auf eine positiv
geladene Nylonmemlan geblottet.Einerseits wurdenit einer 877bp DIGmarkierten
PCR SondeS6nde 2,Abbildung36), andererseits mit einer 473 grofien Sonde
(Sonde 1Abbildung37) hybridisiert Nach einer chemiluminiszenten Detektion wurde
die Extinktion an die Signalstarke dBNAFragmente nachden Verdaureaktionen
angepasstlm Fragmentlangenvergleich mit dem DIG Marker drgich sowohl fir die
PCRProdukte als auch fur den DoppelverddecdrV + BanHl die erwarteten
Fragmentlangen vor73 und 87hbp bzw.1264bp. Zudem zeigendide Blots das
gleidhe Bandenmuster nach dem Verdau der DNA ButRl, EcdRV undBanHI: die
Spuren weisen Doppelbanden zwischen 3530 und ca. BPGuf. Das Bandenmuster
nach Verdau mitXbd, Pst und Bgll unterscheidetsich insofern, als dass je nach
Hybridisierungssonde zwei zusatzliche Banden vorhanden sind: der Verddsimit
fuhrt zu vier Banden und der Verdau rxibd zu zwei Banden nach Hybridisierung mit
Sonde 2 Abbildung36). Obwohl die Schnittstelle des EnzyBgll in der Sonde 2 liegt,
sind in der Spur des Verdaus mBigll nur zweiBanden vorhanden. Im Gegensatz dazu
fuhrt der Verdau miBgll nach Hybridisierung mit Sonde 1 zu vien&an (von denen
zwei nur sehr sclach erkennbar sind, in deAbbildung 37 sind diese durch
Pfeilspitzen hervorgehoben), wéahrend der Verdau Kiid und Pst zu zwei Banden
fuhrt. Die Bandenanzahl der Southern Blots nach zur Folge, bEsifrchyrhizzwei

cyp5tKopien im Genom.
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Bglll Pstl Xbal EcoRV BamHl EcoRV EcoRI

_ 1 kbLeiter

PCR F"rodukte

0 T unverdaut
W HS unverdaut

Abbildung36: Southern Blot(1) zur Ermittlung decyp5XtKopienzahl

Die DNA vom Hausstamm (HS) und vom Taiwanstamm (T) wurden mit den ErgZg®érEcdrvV,
BanHl, EcdrV+ BanHl, Xbd, Pst und Bgll verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch einen
Kapillartransferauf eine Nylonmembrameblottet. Nach der Hybridisrung mit einer DI@narkierten

PCR Sonde 2, erfolgte chemiluminiszente Detektion und anschlieBend die ExtiDigiBelichtungszeit

von 85 Minuten wurde an die Signalstérke der Banden des Verdaus angepasst; fur den DIG Marker war
diese Zeit zu lange. ®iZuordnung der Fragmentldngen erfolgte daher anhand Alginahmenach
15Minuten Belichtung Aufgrund des z.T. starken Hintergrundes und verschiedener Artefakte, ist die
Zuordnung spezifischer Banden durch Pfeilspitzen hervorgehoberK@itollen PCRProdukte bzw.

der Doppelverdau kénnen durch Fragmentlangenvergleich mit dem DIG Marksoleie identifiziert
werden.

Der Southern Blot bzw. die anschlielende Hybridisierung des Isolats 58 hat nicht
funktioniert (Abbildung37). Im Gegensatz zu der Hausstaniaw. TaiwanstamrDNA
(Abbildung36), wurde die DNA des Isolats 58chader Extraktion mit dem NucleoSpin
gDNA Cleawp (MachereyNagel) aufgereinigt. Diese Aufreinigung kdnnte zu einer
Fragmentierung der DNA gefiihrt haben, wodurch die schwarze Spur zu erklaren ware.
Wahrend die Verhaltnisse von A280/260 bzw. A260/2@@lde ein Mal3 fur die
Reinheit von Nukleinsduren angebenicht auffallig waren 1,93 bzw. 1,94vor
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 Taiwanstamuohees
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Isolats 58 bereits auf dem Gelbild ersichtlishéhrend bei T Banden zu erkennen
waren, die auf den Verdau der mitochondrialen DNA zurtickzufiihren sind, waren diese
in den Spuren des Isolats 58 nicht vorhan@@elbildnicht gezeigt).

Die beiden abdaildeten Southern Blots unterscheiden sich neben unterschiedlichen
DNA Templates durch einen Depurinierugsschritt des Agarosegels vor dem Blot. Das
Agarosegel des Southern Blots Abbildung 36 wurde nach der Farbung mit
Ethidiumbromid und vor der Denaturierung einem Depurinierungsschritt unterzogen.

Dieser wurde beim Southern BlotAbbildung37 tbersprungen.

Baglll Pstl Xbal EcoRV BamH|l EcoRV EcoRI
% ¥ ~+ BamHI

-

b
>
@

'g
>
=

=

=

unverdaut
1 kb Ladder
f?@IG Marker,

PCR Produkte

125

Abbildung37: Soutern Blot(2) zur Ermittlung dercyp5XKopienzahl.

Der Taiwanstamm (T) und das Isolat 58 (58) wurden mit den Enziedi, EcrV,BantHl, EcRV+
BanHI, Xbd, Pst und Bgll verdau, gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch einen Kapillartransfer
auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit der-id#&kierten PCR Sonde 1.
Nach der chemiluminiszenten Detektion wurdBe Belichtungszeit ardie Signalstarke der DNA
Fragmenteangepasst (Belichtungszed5 Minuten). Die Fragmentlangemler Positivkontrollen (PCR
Produkte und Doppelverdau) kénnen durch Vergleich mit dem DIG Marker als solche identifiziert
werden. Wahrend einzelne Banden in d8puren des Taiwanstammes zu sehen sind, zeigt das Isolat 58
einen unspezifischen Schmier. Dieser ist auf eine mangelnde Qualitat der DNA zurlckzufuihren. In allen
Spuren aulRer dem Doppelverdau und dem VerdauBgli sind zwei Banden deutlich sichtbar, vedb

die Doppelbande nach Verdau ntitdrl (angedeutet durch Pfeilspitzesg¢hr schwach ausfallt. Nach
Verdau mit Bgll sind zwei starke sowie zwaichwaclke Banden (angedeutet durch Pfeilspitzen)

erkennbar

11C



Ergebnisse

4.3.5 Modellierung desCYB1

Die Modellierungsund WirkstoffDockingStudien anCYB1 wurden vonHerrn Dr.lan
Craig, BASF SE, durchgefuhis Basis fur die Modellierung des pachyrhizCYB1 in

der vorliegenden Arbeit wurde dashumane Modell angepasst, da eine
Rontgenstruktur de$?. pachyrhizCYP51 nicht zur Verfigung stand. Gré3enangaben
(GréRe der Bindetasche, Abstande zwischen Aminosauren bzw. Ham und Wirkstoff)
konnen daher nur geschatzt wendeBei der Simulation wurden nur diibstitutionen
F120L, Y131F/H, K142R, 1145F und 1475T analysseuenzvariationen des
Hausstammes wurden dabei nicht beachtBie Aminosauren an den Positionen 120
und 131 liegeram Randéozw. mitten inder Bindetasche des Ligand@kbbildung38).
Verglichen mit dem Wildtypfihren de Mutationen 1120, H131 und F131 zu
Aminosauren mit kleineren Seitenketten die weniger Platz einnehnvesbei das

Phenylalanin eine ndckleinere Aminosaure darstellt als Histidin.

Y131 F120

K142 Ham 1145 Epoxiconazol

Abbildung38: Modellierung desP. pachyrhizCYB1 mit der Wildtyp-SequenZDr. lan Craig)

Die Aminosauren der Positionen 120 und 131 liegen in der BindetascheCW&d, in welche
beispielhaft Epoxiconazol (turkise Struktumpdelliert wurde. Die Aminosduren an den Positionen 142
und 145 liegen unterhalb des Ham (g#dlaues PorphyrinStrukturgeriist). K142 ist direkt am Ham
gebunden. Die Aminosaure der Position 1475 ist niihgiezeichnet.
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Im Gegensatz dazu liegen die Aminosauren der Positidd@n145 und 475 nicht in

der Bindetasche, sondern in der Nahe des HAbbildung39). Die Amnosaure an der
Position 142 bindet direkt ans Hamwahrend 1145 nicht kovalent gebunden ist,
sondern varder-Waals Wechselwirkungen ausuben kakiviahrend Lysin kleiner ist als
Arginin und Threonin kleiner als Isoleucin, nimmt Phenylalanin mehr Platz ®in al
Isoleucin.Eine direkte Wechselwirkung der Aminosaure an der Position 475 auf das
Ham ist nicht vorhanden. Durch die Nachbarschaft mit C474, welches direkt am Eisen
lon im Ham gebunden ist, ist allerdings eine indirekte Wechselwirkung auf das Ham

moglich

R142

C474 T475

Abbildung39: Ausschnitt des Hams des CYR@adellsvon P. pachyrhiz{Dr. lan Craig).

In der Mitte ist die Porphyristruktur des Hams dargestellt (Blickwinkel von mlzif das Ham). Die
Aminosaure475 liegt direkt unterhalb des Hams. Wechselwirkungen mit dem Ham kdnnen nur durch
Beeinflussung der benachbarten Aminoséaure Cystein stattfinden, welche direkt an das Eisen im Ham
bindet. Die Aminoséaureri42 und 145 liegen unterhalb dekms.
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5 Diskussion

Bereits in Asien und Afrika ddedeutenderSchadorganismus mit Ernteverlusten bis zu
85% bekannt, erlangt®.pachyrhiziseit seinerinvasion in Sidamerika im Jahr 2001
eine zunehmende 6konomische Bedeutyigchanzt al., 1985;Hartmanet al., 1991;
Kawukiet al, 2003;Miles et al, 2004;Yorinoriet al, 2009. Zur Bekdmpfung des
Sojabohnenrosts stellt die Behandlung rhitngiziden, insbesondemait Wirkstoffen
aus denKlassender DMIs und Qols meist die einzige Mdglichkeit dgMiles und
Hartman, 2003; Yorinoriet al., 2005;Miles et al., 2007; Mueller et al., 2009).Die
Bildung, Verbreitung, Ursachen und Auswirkungen von Resistenzen gegenégagr d
Fungizidklassen sind fur eine effektive Bekampfungsstrategie unerlasslich. Daher
wurde n der vorliegenden Arbeit die Sensitivitat voR. pachyrhizilsolaten
unterschiedlicher Herkifte aus Brasilien gegentb&MIsund Qolsuntersucht sowie

die zugrunde liegenden Mechanismen aublekularbiologischm Niveauanalysiert.

5.1 Fungizidsensitivitatsversuche

P. pachyrhizbefallt die Sojapflanzen im Feld ausgehend von der unteren Blattetage in
Richtung der hoher liegenden Blatieras eine friihzeitige Diagnose erschwiiles
und Hartman, 2003Porranceet al, 2007. Fungizidbehandlungesollten daher zu
einem moglichst fribm Zeitpunkt (d.h. in der frihen reproduktiven Phase der
Sojabohnegrfolgen, bevorder Sojabohnenrost etabliert igMileset al., 2007; Mueller
et al, 2009. Uberschreitet der Befaleine Hohe va 10% ist eine initiale
Fungizidbehandlung nicht mehr wirtschaftlicdlh einem Befall von 26 30% kénnen
Fungizidbehandlungen weitedeuinfektioren nicht mehr verhinderr{Dorranceet al,,
2007). Primares Ziel der P. pachyrhizi Bekampfung sollte daher sein
Fungimbehandlungen vor der Symptomerscheinung in den eheBlattschichten
durchzufihrenbzw. generell einelnfektion zu vermeider{Yang, 2007Schermet al.,
2009) Qolswirken insbesonderepraventiy, indem sie die Sporenkeimung und die
Keimschlachentwicklungeffektiv hemmen (Sauteet al., 1999).DMIsbesitzen durch
ihren Wirkmechanismus (Hemmung der Sterolbiolsynthese) sowdiveptive als

auch eradikative und kurative Wirkungsweigiuck und Scheinpflug, 1986 | &ntia
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Rust Consortiumin Brasilien empfieh|tFungizide entweder praventiv oder beém

Auftreten der ersten Symtomeu applizieren(Godoy, 2009)Als optimalen Zeitpunkt

einer Fungizidbehandlungyurden daher in der vorliegenden Arbedlle Versuche

einen Tag paventivdurchgefihrt.

Die Sensitivitatvon P. pachyrhizilsolaten gegeniber denDMlIs Cyproconazol,
Epoxiconaol, Metconazol und Tebuconazbtw. gegeniber derQols Azoxystrobin

und Pyraclostrobing dzZNRS Ay RSNJ @2NIXI AS3ISYRSYy ! NBDSAl
UberftNNFi® a5SiF OKSR tSIH¥a ¢Sada KFIoSy RSy
Gewéchshaus, dass eine hohere Anzahl von Isolaten und Wirkstoffernzgiéig

getestet werden knnund sie sowohlplatzsparendelals auchweniger arbeitsintensiv

sind In einer vegleichenden Studie von FeJdGewachshausdzy R o RS OKS
tSI¥Fa + SINBYOYQIKSS y 3 ST SA 3 s SNRSYy = RIaa RI
f S Ta NBLNZe@yanat d.A2007.4 & {

5.1.1 Quinone outside InhibitorenQols)

Die Sensitivitdsversuche der getesteten Isolate gegeniber Azoxystrobimd
Pyraclostrobin zeigen im Median ERo-Werte von 0,41ppm and 095ppm. Der
Hausstamm und der Taiwanstammeisen mit 0,24 bzw 111ppm &hnliche
Sensitivitaten auf Eine Gruppenbildung wie bei derDMIs (siehe 4.1.1
Demethylierungdnhibitoren OMI9) ist nicht mdglich

Der P. pachyrhiziHausstamm stammt urspriinglich aus Campinas (Brasilien) und wird
seit 2004 im Gewachshaus gehaltarferglichen mit denn der vorliegenden Arbeit
gewonnenenbrasilianischen Isolaten sowie dem Taiwanstamm ergibt &ichden
Hausstamneine ahnlicle Sensitivitdt gegenltber Azoxystrobin und Pyraclostrdbas
Verhéltnis dedsolats mit demhdchsten ER-Wertes und demmiedrigsten liegt bed4

fur Azoxystrobin bzwQ fur PyraclostrobinDiversitatsfaktoren in diesem und héheren
Bereiclen sind fir sengive Pilzpopulationen gegeniiber Fungiziden tblich (&isil.,
1997 Spiegel und Stammler, 2006; Stammler und Speakman,)2®@i6logische
Variabilitdtsowohl auf Seiten ddP. pachyrhiZisolate als auch auf Seite der Sojabohne,
kombiniert mit technischen Schwankungen bei der Durchfihrund Evaluatiorder

Versuche kdnnen zu Variationeder ERo-Werte fihren Da die nattrliche biologische
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Variabilitdt abhangig vom Wirkstoff und dem Pagjen ist und zT. grof3e Spannweite
haben kann, eignen sichuzBeurteilung der natirlichen biologischen Variabilitat am
besten Studien zur Ermittlung der BaselBensitivitat, in denen die Sensitivitat von
Pathog@en gegenuber einem Wirkstotintersuchtwerden mit dem sie zuvor nie in
Bertihrung gekommen sin(Bpiegel und Stammler, 2006; Stammler und Speakman,
2006).

Ein weiteres Indiz dafir, dass diesk/erte derP. pachyrhizisolate der vorliegenden
Arbeit auf die Variabilitit desn vivo Testsystemsund nicht auf eine erworbene
Sensitivitatsminderungurickzufihren sind istdassdie ERg-Werte von Azoxystrobin
und Pyraclostrobimicht korrelieren Korrelationen zwischeden ERQ;-Werten zweier
Wirkstoffe lassen auf Kreuzresistenzen schliel@hinet al., 2000) Im Fall von Qo
Inhibitoren wurde nachgewiesen, dass Kreuzresistenzen beste@bm ét al.,, 2000;
Chinet al., 2001;FRAC2009).

Dass die Sensitivitatsunterschiede auf nétlre Variation zuriickzufiihren sind
bestatigen des Weiteren die nelularbiologischen Analysen degt b (siehe5.2.1
Analyse desytb, Angriffspunkt deQolg, bei denen keine Punktmutationen gefunden
werden konnten. Punktmutationen ilen Regionerder Aminosaurerl27 bis 147, bzw.
275 bis B®6 gelten als haufigsteResistenzmechanismus gegeniligols (Gisiet al,
2002). Die MutationG143A fuihr zu hohen Resistenzfaktoren ohne dabejnifikante
Fitnessnachteile mit sich zu fuhreigiet al, 2000; Chiret al, 2001; Fisher und
Meunier, 2007). Im Gegensatz dazu firdie Mutationen F129L undG1l3¥R zu
geringeren Resistenzfaktoremd G137RMutanten weisen zudem Fitnessnachteile auf
(Gsi et al., 2002 Fisher und Meunier, 200.7Insbesondere Pyraclostrobin ist von
diesen beiden Mutationen nur geringfugig betroffen, wéhrend Azoxystrobin hdhere
Resistenzfaktoren aufzeigt (Senedral., 2007 Drobnyet al., 2009.

Die vorliegende Arbeibestatigtdie Ergebnissanderer Arbeitsgruppe, die eine gute
Wirkung vonQolsgegenP. pachyrhizin Feldversuchereruiert haben Miles et al.,
2004; Mileset al., 2007 Muelleret al., 2009 Schernet al., 2009.
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5.1.2 DMIls

Wahrend die Behandlungen miQol bisher nicht zu Sensitivitatsunterschieden
zwischen dem Referefzausstamm, dem Taiwanstamm und den brasilianischen
P.pachyrhizilsolaten gefuhrt haben, sind deutliche Unterschiededer Sensitivitat
gegenuberDMIs erkennbar (vergleiche4.1.1 Demethylierungdnhibitoren OMI9).
Wahrend der Hausstamm gegenubalien Wirkstoffen EE-Werte von <0,01ppm
aufweist, kbnnen die brasilianischésolate je nach ihrer SensitivitgegenibeDMIs

in unterschietiche EQg-Wert-Kategorien eingeteilt werdetyY oy A SRNAAG =
YAGGOSE agK 20K G B[R nahk\dridisfthat dies Resistenzfaktoren von
MA 0oy A SPHNR oo SMNUB a0l paxXKROK&D o0& oo
>Mnnn 60 KPIgeiE an der Haufigkeitsverteilung Abbildungl4 erkennbar,
haben die meisten Isolate Resistenzfaktoren zwischen 160<1®00 Der Median der
EDRo-Werte liegt im Durchschnitt bei 2@@m fur alle Wirkstoffe, was einen medianen
Resistenzfiaor von 230 gegenuber dem Hausstamm bedeutet.
Sensitivitatsunterschiede dieser GrolRenordungen konnen nicht auf die natlrliche
biologische Variabilitat zurtickgefuhrt werdelder Taiwanstamm verhalt sich &hnlich
wie der Hausstamm.

Neben den Resistenzfaktareist in Abbildung 14 des Weiterender Verlauf einer
graduellen Resistenaffensichtlich, die im Gegensatz zur disruptiven (qualitativen)
Resistenz zu einem schrittweisen Verlust der Sensitivitdt gegerdibem Wirkstoff
fuhrt. Charakteristisch hierfir sind multigenetische Veranderungen, wie z. B. durch
Punktmutationen, die &ine oder in Kombination mit anderdResistenzmechanismen
zu langsam starker werdenden Adaptionen gegenuber einem Fungizid f(luseph
Horne und Hollomon, 1997; Lane al., 1999; Stergiopoulost al., 2003. Als Beispiel
seien dieTriR-Typen beM. graminicolazu nennen die je nach Mutationkombination

zu héheren ER-Werten gegeniubeDMiIsflhren (Stammleret al., 2008;Leroux und
Walker, 2011) Die Resistenzmechanismere zu den Sensitivitatsverschiebungen von
P. pachyrhizgegenubeDMIsfihren (Rinktmutationen imcyp51und Uberexpression
descyp5]), werden im Abschnith.2.2.1Modifikationendescyp51diskutiert.

Sensitive bzw. adaptierte Isolate konnten z. T. von Blattproblerclger Herkunft

gewonnen werden. Aufgrund der geographischen Verteilung der s@&Werte
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(Abbildung 15) ist davon auszugehen, dass sich digaptation von P. pachyrhizi

Isolaten unabhangig voneinander gebildet hat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Beobachtungen einer
Sensitivitatsverschiebung vda pachyrhizgegentuber DMIs von Godoy (2009), Chang

und Hartman (2009) und FRAC (281 BeimMonitoring vonP. pachyrhizin Brasilien

zeigte die Sensitivitat gegentiber DMIs in der Saison 2@089eine Spannweite von

0,07 bis 4,5@pm, wahrend sie zu Beginn des Monitoring2005/ 2006 bei 0,02 bis

0,52ppm lag (Godoy, 2009).Andere Studien egten ihr Augenmerk auf den
Schweregrad deB. pachyrhizBefalls im Feld bzw. die Hohe der ErnteverlMéeset

al., 2007; Muelleet al., 2009; Schermat al., 2009).In solchen Untersuchungen stellen

sich die Auswirkungen von Sensitivitatsverschielamglswenigergravierend dg, da

im FeldP. pachyrhizPopulationen von sensitiven und adaptierten Stammen zu finden

sind unddie Populatioen nicht einem Klon entsprig@n. Des Weiteren sind im Feld

nur in seltenen Fallen die Wachstumsbedingen flr dasPathogen so optimakie in
aRSGFOKSR fSIFFa +SNBRJZOKSYys ¢St OKS | dzF RI
ausgerichtet sind. Zusatzliest der Einfluss der nattrlichen Abwehrmechanismen der
Sojabohnenpflanzd y o RSGF OKSR f SIFFTa +#SNHEJAdZOKSY SNXKS
vorhanden. Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Resistenzfaktoren sind daher in
wStFGA2y T dzy OSNBSYRS(GSy ¢SadtaeadSy 1dz as$s
TNNJ RlIa CSItR®R 5f & FaRSe$DIaealdsSy Sa3aysi
Sensitivitatsunterschiede zwischen einzelnen Isolaten gegeniber Wirkstoffen
frihzeitig zu erkennen und ggf. entsprechene Mal3inahmen zur Verhinderung der

Ausbreitung im Feldinzuleiten

5.2 Molekularbiologische Wtersuchungen

Nach der Untersuchung dét. pachyrhizisolate auf ihre Sensitivitat gegentib@ols
und DMIs wurden dieTargetgene ¢yt b und cyp5) molekularbiologisch analysiert.
Neben der Sequenzierung der vollstandigen Gene, wurden vor allem die Hetloleir
Pyrosequenzierung, qPCR und Southern Blot dazu verwendetdie Zielgene zu

charakterisieren.
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5.2.1 Analyse degytb, Angriffspunkt derQols

Ein Testsystem fur die haufigsten Punktmutationen, die zu einer Resistenz gegenuber
Qols fuhrt, wurde entwickelt. Die molekularbiologische Analyse degt b durch

t @NRPAaSljdzSyT ASNYzy3 &LIAS3ISEG RIE 9NBSoyAa |
wider: in keiner Blattprobe sowie in keinem der Isolate wurden die Punktmutationen
F129L, G137R ode5143A gefunden, welchbauptverantwortlch fir Resistenzen
gegenuberQols sind (Fisher und Meunier2007). Die Gefahr mer Adaptation von
P.pachyrhizigegenuberQolsdurch Ausbildungder G143AMutation ist aufgrund der
Intron/ Exon Struktur unwahrschénlich, da P.pachyrhizi ein Intron nach der
Aminosdire an der Position 143 aufweidlVie Grasseet al. (2006a) bereits zeigten,
handelt es sich dabei um ein selbstspleiRendesomtdes Typs Iwelches die
Aminosaure G143 als Bestandteil der Erkennungssequenz benétigt. Da aufgrund
dessen eine G143A Mutation lethal ist, kaRnpachyrhiznur die F129L oder G137R
Mutationen zurAdaptationgegeniberQolsausbilden.Letzterefiihren zugeringeren
Sensitivitatsverlustenund haben im Falle der G137R Mutation Fitnessnachteile zur
Folge (Giseet al, 2002; Sierotzket al, 2007). Populationen mit F128lutation
kobnnen (zumindest beiPyrenophora teres mit normalen Feldaufwandmengen
bekampft werden(Sema et al., 2007). AndereMutationen in diesen Regionendie
insbesondere zu hohen Resistenzfaktoren fuhren kdnnten, wenn sie homolog zu
Aminosauren von Strobiluriproduzierenden Basidiomyceten sirgind zwardenkbar

jedoch wurden in pflanzenpathogenenl®n bisher nur die F129L, G137R (selten) und
G143A gefundeneitere Resistenzmechanismen vdie Ubeexpression von AOXs
Bypass zum Komplex 1l oder eiarhohter Efflux durch Uberexpression
membranstandiger Transportd?roteine sind seltener alResistenzmechanismen in
Pilzen beschrieben, aber denkbaislang ist eineverminderte QoiSensitivitatbei
Rostpilzen nur bdPuccinia horianaind P. hordeigefunden wordenwobei diese nicht

auf Punktmutation, AOXoder EfflutransporterExpression beruhsondern auf bisher
ungekarten Mechanismn (Cook, 2001Grasscet al., 200&b; FRAC, 205).

In der vorliegenden Arbeit stelltlda Laz2t+rd yn SAYySy | dzaNBA
f SI ¥a Cdzy IAdbiking13)adugh Prbsdduenzierung wurden allerdings

keine der untersuchten Mutationen festgestellt. Vom derzeitigen Standpunkt der
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Foschung aus, beruhen die leicht erhohtennElerte gegeniber den getesteteéols
auf naturliche Variation. Ein Monitoring voR. pachyrhizgegentuberQolskonnte sit

dennoch als sinnvoll erweisen, um maoglidhgpassungefrihzeitig zu erkennen.

5.2.2 Analyse dexyp51, Angriffspunkt derDMls

Die moleklarbiologische Analyse desyp51 von P. pachyrhiziist aufgrund der
Komplexitat in zwei Abschnitte unterteilt. Der ergte2.2.1Modifikationendescyp5])

behandelt die fur DMI typischen Resistenzmechanisriderexpression desyp51
sowie Punktmutationen imcyp51 wéahrendder zweite Abschnitt(5.2.2.2 Aufschluss

Uber die Kopienzahl deyp51des Wildtyperin P. pachyrhizjibt.

5.2.2.1 Modifikationen descyp5], die zur Verschiebung der Sensitivitat gegentber
DMis fuhren

Im Sequenzvergleich desyp51 von DMIsensitiven mit adaptiertenP. pachyrhizi
Isolaten wurden die Mutationen F120L, Y131H, Y131F, K142R, 1145F und 1475T
gefunden. Daraufhin wurden Assays zur Pyrosequenzierung entwickelt, um alle Isolate
auf diese Mutatioen hin zu Uberprifenln anderen Organismen wi€. albicansM.
graminicolaoder Tapesiasp. treten Mutationen des cyp51héaufig in Kombinationen
miteinanderbzw. mit anderen Resistenzmechanismen gekoppelt 8ahglardet al.,

1998; Albertiniet al, 2003; Coolsund Fraaje, 2008 Coolset al., 2019. In der
vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Kombinationen von Mutationen (F120L + Y131H;
K142R +Y131F; 1475T+ Y131}F bzw. Kombinationen von Mutationen und
Uberexpression desyp51gefunden.Sequenzanalysenes vollstandigeryp51haben

zum einen ergeben, dassowohl WTSequenz als auch Sequenzen mit Mutationen
innerhalb eines Isolates zu finden sind, und zum anderen, diasMutationen zwar
innerhalb eines Isolates gekoppelt, allerdings nicht auf einen Hasao
zurtickzufuihren sindDies wurde bei der Pyrosequenzierung der IsDISA bestétigt:
innerhalb eines Isolats wurdaaximal einAnteilvon 50% Mutationgefunden(Tabelle

23). Die moglichen Grinde daftr werdém Abschnitt5.2.2.2 Kopienzahl degyp51
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diskutiert. In den folgenden Abschnittewerden die Mutationen ein qualitativ
betrachtet.

Durch Alignment de®. pachyrhizicyp51mit dem cyp5landerer Organismen (siehe
AnhangQ konnte bestatigt werden, dass diefundenenMutationen z. T. homiog in
anderen Patbgenenvorhanden sind. Saind beispielsweise die Mutatien Y131F
bzw. Y131hh P.pachyrhizhomaog zuY134F irP. triticing Y136F iJ. necatotbzw.B.
graminisf. sp.hordeioder Y137F iiM. graminicola bzw. Y132H i€. albicangDélyeet
al., 1997, Délyeet al.,, 1998 Sanglardet al., 1998;Lerouxet al., 2007;Stammleret al.,
2009).In B. graminisf. sp. hordei und P. triticinahabender Austausch von Tyrosin
durch Phenylalanimur geringfligige Auswirkungeauf die Sensitivitdt gegentbelen
meisten DMIs (Wyand und Brown, 2005 Stammler et al, 2009. Hohere
Resistenzfaktoren entstehen meist durch  Kombination mit  weiteren
Resistenzmechanismen, wie z. B. der zuséatzlichen Mutdi4BR/E inC. albicans
oder K147Qin B. graminis(Marichalet al,, 1999;Wyand und Brown, 2005)Vie im
Alignment bestéatigi(siehe AnhangO), ist der Austausch von Lysdurch Arginin oder
Glutaminsaure bzwLysindurchGlutamin an der Positioh43 inC. albican®zw.147in

B. graminishomadog zum Austausch von Lysinrch Arginin an der Position 142 in
P.pachyrhizi Homdoge Mutationen zu den Mutationen F120l145F und 1475Tn
P.pachyrhizsindin anderen Organismemicht bekannt

Die Aminosaure an der Position 147Bngraminisbefindet sich in der BHelix des
CYP51welcheein Bestandteil der Substratbindetasche ist und emktionbei der
Passage des Substrats zur Bindetasbhe (Boscott und Grant, 1994\Vyand und
Brown, 2005) Eine K147Q Substitutidtbnnte zur Folgehaben dassim Zuge eier
selektiven BindungwardasendogeneSubstratbinden kann die Bindungsaffinitat des
Wirkstoffesallerdings stark verringert ig$Wyand und Brown, 2005 B. graminisbzw.
M. graminicolawird der Zugang des Wirkstoffemur aktiven Siée des Enzymsind
somit die Bindung an die Bindetascleul3erdem von derY136F bzw. Y137F
Substitution beeinflusstl@mb et al.,, 1999; Mullinset al., 2011) Laut dencyp5%
Modellierungsstudien von Mullmet al. (2011) anM. graminicola vermindert ein
Phenylalanin an der Position 137 zwar @#initdt von Triadimenol, hat aber nur
geringfugig Einfluss auf ander®MIs was auf Wechselwirkungen zwischen

funktionellen Gruppen zurtickzufuhren isEine wmséatzliche Mutation S524T in
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M. graminicola verstérkt die Auswirkungn der Y137F Mutationund fuhrt so zu
weiterer SensitivitdverminderunggegenubeiDMIs(Coolset al., 2011).

Die Modellierung des P. pachyrhizCYP51zeigt, dass keine der in der vorliegenden
Arbeit charakterisierten Mutationen direkte Bindungen niiMIs eingehen so dass
Konformationsanderungen des CYP51 wid modifizierter Zugang derDMIs zur
Bindetasche als Resistenzmechanismus angesehen werdesembi®mdog zu Y136F

in U. necatorund B. graminisbzw.Y137F irM graminicola(Délyeet al., 1998;Lambet

al.,, 1999; Mullinset al, 2011),liegen die Mutationen F120L und Y131FiH der
Bindetasche bzw.ragen in die Tasche (siehel.3.5 Modellierung des CYB1).
Dockingstudienmit den Wirkstoffen Cyprocomzol, Epoxiconazol, Metconazol und
Tebuconazolveisen darauf hindass die Abstéande zwischen den einzelnen Wirkstoffen
und den Mutationen F120L und Y131F/H unterschiedlich grof3 BiedVeranderung
von Tyrosin zu Phenylalanin oder Histidim der Positiorl37 hat zur Folge, dass sich
die Polaritat andert uncufgrund der GrofRe der AminosauremenigerPlatz bendtigt
wird (HydroxyphenyRest (Tyrosin) versus Pheiast (Phenylalanin) bzw. Imidazol
Rest (Histidin)) Obwohl durch den Austausch von Tyrosin afurPhenylalanin das
Volumen innerhalb der Bindetasche iM. graminicola vergroRert wird, liegt
Phenylalanin naher arbMI als Tyrosin (Mullingt al, 2011).Da in Sy o RS OKSF
fSFFa {SyairidrgiiN netdngepitd SVIdiObeizeWikk@g y | 1 2 f
erzielt (siehe dazu Abbildung 29), scheinen die Konformations und
Polaritatséinderungen durchdie Mutation Y131F/Him Vergleich zu den anderen
Wirkstoffen diegeringsten Folgen fur die Bindung von Epoxiconaasdhaben

En Alignment mit bekanntenkonserviertenSubstrat ErkennungsstellefSRE bis
SRSB, Leroux und Walker, 20104sst darauf schlieRen, dass die Aminosaure 131
innerhalb der SRE liegt (siehe AnhangC und bestatigt somit dass die Mutation
Y131F/H einen Einfluss auf die Bindung des WirkstoffesDhatAminosaure an der
Position 120 liegtwie die Aminosére an der Position 131 in der SRSDem
vorliegendenP. pachyrhizModell nach, kann die Mutation F120L keine spezifischen
Wechselwirkungen zuwlen in der vorliegenden Arbeit berksichtigten Wirkstoffen
ausbilden.In welcher Form sichiel Mutation F120lauf die Konformation des CYP51

auswirkt ist derzeit unbekannt.
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Die Mutationen K142R, 1145F und 1475T liegen nicht in der Bindetasche des Substrats,
sondern am oder in der Nahe des Ham (sidl®5Modellierung desCYB1). Da Lysin

an der Position 142 direkt an das Ham bindet, hat eine Substitution durch Arginin eine
direkte Auswirkung auf die Lage des Ham. Wird die Position des Ham verandert,
verlagert sichauchdie Bindetasche, was dazu fihren kdnntiass die Wirkstoffeine
veringerte Bindungsaffinitat habe®ie Aminosaure an der Position 145 kann-dan
Waals Wechselwirkungen mit dem H&am eingehd&er GroRenunterschied von
Isoleucin und Phenylalanin (Amosaure 145) hatdaher vermutlich ahnliche
Auswirkungerwie der Austausch K142f&ir Folge. Da die Aminosaure an der Position
475 nicht direkt an das Ham bindet oder Wechselwirkungen ausubt, ist die Auswirkung
der Mutation 1475T dadurch zu erklaren, daskreébnin einen Einfluss auf die
benachbarte Aminosaure Cystein ausilblfildung39). Das C474 ist direkt am Eisen

lon im Ham gebunden. Da im Vergleich mit anderena@igmen der Bereich um das
Cystein sehr stark konserviert ist (sieAahangC Aoyamaet al., 1996; Leroux und
Walker, 201}, ist davon auszugehen, dass es eine sigmfe Rolle in der Funktion
des CYP54pielt Mutationen in dem Bereich um das Hdmnmdende Cystein sind iG.
albicansbekannt (G464S, G465S, R467K), allerdingsastAdsmal der einzelnen
Mutationen nochunbekannt (Marichagt al., 1999).

Der Effektder oben genannten Substitutionen wirchlaand derUnterschiedevon
P.pachyrhiziin der Sensitivitdtgegeniiber dergetestetenDMIsin Abbildung28 und
Abbildung29 verdeutlicht Die Wirkstoffe unterscheiden sich zwar in ihrer Wirksamkeit
hinsichtlich der Anzahl der Isolate mit gWerten x 10 ppm, dennochist allen
Wirkstoffen gemeinsam die Verteilungr Mutationen. Die Isolate ohne Mutatiamd

ohne cyp5tUberexpressiornaben jeweils die geringsten ERWerte. Isolate, die die
[145F Mutation tragenweisenhodhere Ely-Werte auf, wobei dieseim Vergleich zu
Isolaten mit anderen Mutationen die geringséalaptationgegeniber DM besitzen

Die ERy-Werte waren stetskleinerals die hochste appliziertd/irkstoffkonzentration

bei den anderen Mutationenlagen die EBR-Werte z. T. Uber der hochsten
Konzentration Nur zwei von achtisolaten mit 1145F Mutation zeigen gleichzeitig eine
cyp5tUberexpression, wobei die Koinzidenz nicht mit hoherenseBTerten
gleichzusetzen ist. Gleiches gilt fir die Mutationen F120L + Y131H und K142R + Y131F:

eine Kombination von Mutationen mit Uberexpressiaihift nicht automatisch zu
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starkererAdaptationgegeniber den getesteten DMIsisbesondere Isolate mit F120L

+ Y131H Mutation weisen eine grof3e Spannweite mit geringeth hohen EB-
Werten gegenuber Cyproconazol, Epoxiconazol und TebuconazoDesif\Weieren
besteht keine Korrelation zwischen den Haplotypen und der Héhe der Uberexpression
(Abbildung30). Die Spannweite decyp5tExpression der Haplotypen nhtutationen

liegt innerhalb der Spannweitder WTFHaplotypen. Aufgrund dessen lasst sich
schlieBen, dass Punktmutationen im Zielgen sowie Uberexpression des Zielgens
unabhangige Resistenzmechanismen sind und beide Mechanismen z. T. additiv die
Sensitivitatgerschiebungen derP. pachyrhizilsolate gegeniiber DMIs bewirken.
Auffallig war dennoch, dasa der vorliegenden Arbeit die Kombination von F120L +
Y131H immer in Verbindung mit Uberexpressi@s cyp5lauftrat. Im Gegensatz dazu
wurde 1475T + Y131F behrdichen EBEy-Werten wie F120L + Y131hie mit einer
erhohten cyp5tExpression gefunden.Unterschiedliche Resistenzmechanismen
gegenuber DMiinnerhalb eines Pathogens sind weit verbreitet und u. &. igraminis
ssp.,C.albicans M. fijiensis P. triticina, M. graminicolabeschrieben (Sanglaret al,

1998; Wyand undrown, 2005; (@sGutiérrezet al., 2009; Stammleet al., 2009;
Leroux und Walker, 2010Erst kirzlich wurderM. graminicolalsolate mit einem
neuen Phenotypen gefunden, die ebergatineKombinationvon Uberexpression des
cyp51lund Punktmutationeraufweisen(Coolset al., 2012).

Unabhangig von der Uberexpression agp51wurde in der vorliegenden Arbeit ein
weiteres Phdnomen beobachtetvahrend die Mutationen F120t Y131H in der DNA

zu 33% auftraten, war der Anteil der Mutationen in der cDNA be®10ffenbar
besteht eine selektive bzw. starkere Expression des mutierten Allels gegeniber dem
WT-Allel. Eine erhohte Expression des mutierten Allels ist auch bei deratMuoen
K142R + Y131F zu finden, allerdings fallt diese n%t d2utlich geringer aus (Anteil in

der DNA: 336 mutiertes Allel). Bei den Mutationen 1145F bzw. 1475T + Y131F scheint
es keine Selektion zu geben, da diese sowohl in der DéNA&uah in der cBA in einer
ahnlichen Haufigkeit zu finden sind (DNA: %0 cDNA: 6% bzw. 6®6). Den
Beobachtungen nach spielt bei der Anpassung Yonpachyrhizigegentuber DMIs
neben Punktmutationen und Uberexpression ein weiterer, nicht naher analysierter
Mechanismuseine Rolle, der zu einer selektiven Expression eines mutierten Allels

fuhrt. Die selektive Expression des mutierten Allels hat eine synergistische Wirkung zur
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Folge,die es in einer Uberexpression des WIkels nicht gabe, und resultiert daher in
Vorteilenbei Selektionsdruckn dem dipoiden Humanpathoger€. albicangthrt ein
SequenzPolymorphismus in einemMDRL Promotor Allel zu einer verstarkten
Expression des MDR1 Promotors und somit zu einer verringerten Sensitivitat
gegenuber Wirkstoffeinflissen (@mual und Kumamoto, 2011Eenauso kdnnte die
F120Lund die K142RMutationen in P. pachyrhizeine starkere Expression degp51
bewirken.

Die Analyseder Uberexpression desyp51von P. pachyrhizisolaten nach einem
aRSUGFOKSR tSFFa {SyaaidilA @adiBressdbshdssizagkn Y A {
descyp5]) zeigte, dass die Uberexpression nicht durch Wirkstoffeinfluss induziert wird.
StabileUberexpression desyp51wurde in verschiedenen Pathogengastgestellt, u. a.

in Penicillium digitatumV. inaequalisC. albicansund P. triticina(Hamamotoet al.,
2000; Schnabel und Jones, 2001; Durdehl, 2008; Stammleet al, 2009). Der
Einfluss der Uberexpression degp5lauf die Sensitivitat gegeniiber DMI im Feld ist
derzeit wenig erforscht (Lamdt al., 1999;Stinabelund Jones, 200; Cools und Fraaije,
2008). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht analysiert, welcher Mechanismus die
Uberexpression verursacht (z. B. Ingmren in der Promotorregion, Hochregulation
von Transkriptionsfaktoren)Gegebenenfalls konie der gleiche Mechanismus fur die
selektive Expression mutierter Allele verantwortlich seldie Uberexpression auf
Proteinebene (z. B. Quantitat der Proteine, erhdhte Aktivitat) wurde nicht untersucht,
da dies aul3erhalb des Fokuses dieser Arbeit gewagan. Die Analysen in anderen
Studien weisen darauf hin, dass eine GenuUberexpression mit der Enzymaktivitat
korreliert Del Carratoreet al., 1992). Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit deuten
darauf hin, dass die Uberexpression deg51in P. pachymizi per senur eine
untergeordnete Rolle spielikkeine Korrelation zwischen der Hohe der Expression und
der H6he der Efg-Werte), in Kombination mit Punktmutationen jedocuditive oder
synergistische Effekte bewirldllerdings kdnnen nicht alle erhéhtdt-Werte durch
Uberexpression und Mutation erklart werden. Das Vorhandensein zusétzlicher
Resistenzmechanismen ist daher sehr wahrscheinlich.

Unterschiediche Sensitivitdten vorP. pachyhizi gegeniber DMIs wurdean allen
brasilianischen Standorten, von denen Isolate getestet wurden, gefu@iebildung

15). Dabei stammen sensitive und adaptierte Isolate z. T. vom gleicheh Bed
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geographisch&/erteilungder Mutationen und Expression degp51von P. pachyhizi
Isolaten (Abbildung 31) Il&sst zudem darauf schlieBen, dass sich die
Resistenzmechanismen unabhéngig voneinander an verschiedenen Standorten
entwickelt haben.Die Tatsache, dass die Kombination der Mutationen Y131F und
K142R inP. pachyrhizi mit einer Ausnahme ausschlie3lich Benador Cardo
gefunden wurde, lasst verschiedenste Spekulationen zu. Der Probenahmezeitpunkt in
Senador Canedo (Fruhjahr 2009) lag zwischen dem der anderen und spielt daher keine
Rolle. Die Isolate stammen bis auf ein Isolat von einer Pidibglicherweisehandelt

es sich daher um eine seltene Mutation, die zuféllig in der gezogenen Probe héufig
auftaucht. Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass Isolate mit der K142R Mutation
einen Fitnessvorteil gegenuber laten mit anderen Mutationen habemnd daher

eine Anpasung an ein warmeres Klima igloch virulenteP. pachyrhizBtamme im
Nordosten und Zentralnorden wurden bereits vigarinoriet al. (2005 beobachtet

Der Lebenszyklus vdn. pachyrhizist stark reduziert; im Feld wurden zwar sowohl
Uredosporen als aucfeleutosporen gefunden, allerdings ist die Bedeutung von
Teleutosporen bislang unbekannt, da eine Keimung im Bislder nicht beobachtet
wurde (Saksirirat und Hoppe, 1991; Ogrb al, 1992). Dem derzeitigen Stand der
Literatur nach, ist die Vermehrung véh pachyrhizim Feld rein klonal ohne sexuelle
Rekombination. In einem Evolutionsversuch @&ahizophyllum communzeigte sich

eine schnelle Anpassungsfahigkeit von dikgéischem Mycel an MimaltMedium, die

auf Genaustausch und somatische Rekombinaten beiden Zellkerne sowie eines
heterozygoten Vorteils beruhte (Clark und Anderson, 2004). Aufgrund dessen ist
anzunehmen, dass der Hauptmechanismus fir die genetische Variation in den
dikaryotischen Uredosporen voR. pachyrhiziebenfalls durch Genaustach und
somatische Rekombination der beiden haploiden Zellkerne bewirkt wird. Im Gegensatz
zum Genaustausch in diploiden Zellkernen, koénnen in Dikaryonten neue
Allelkombinationen innerhalb eines Kerns entstehen (Anderson und Kohn, 2007). Da
die DNAReparaurmechanismen in den haploiden Kernen der Dikaryonten
eingeschréankt sind, ist die Mutationsrate je Kern gréf3er als bei diploiden Kernen, was
zu einer schnelleren Anpassung und grol3eren Anzahl an Phenotypen flhren kann

(Anderson und Kohn, 2007). Dies kdmulie Variationen imcyp51des Hausstammes,
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sowie die schnelle Adaptation von P.pachyhizi gegeniber DMIs innerhalb eines

Jahrzehntsind die hohen EEy-Werte erklaren.

5.2.2.2 Kopienzahl degyp51

Bei den Analysen der Sequenzen und der PyrosequenzierungypBsfiel auf, dass
bestimmte Mutationen nicht nur in Kombinationen miteinander auftreten, sondern
dass sie sicin ihren prozentualen Anteilen unterscheid¢siehe4.3.3 Untersuchung
der lIsolate auf PunktmutationgnIn der DNA liegen die Anteile der Mutationen
entweder bei 336 oder bei 506, wahrend die relativen Haufigkeiten in der cDNA
variieren Dies sprichdafir, dass mehr als eingyp51Kopie imP. pachyrhizGenom
vorhanden ist. In anderen Pathogenen wispergillus fumigatu®der Fusariumsp.
wurden zwei bzw. drasyp5tKopien(cyp51Acyp51Bozw.cyp51¢gefunden (Mellado

et al, 2001;Yinet al, 2009. Im Gegensatz zu ddh pachyrhizcyp5tKopienin der
vorliegenden Arbeijtdie bis auf einzelne Aminosauren identisch sgidichensich die
cyp57A und cyp51Bin A.fumigatusnur in 63% ihrer SequenaNarrilow et al., 2010).

In anderen Organismen wurde gezeigt, dass unterschiedliclyp5tKopgen
verschiedene Funktionen erfullel©YPB1A in A.fumigatus ist fur die Aktivitat des
Enyzms zusténdigdas fur das Wachstum bendtigt wirdwahrend CYB1B eine
unabhéangige, alternative Funktion besitzt, die bisher ungeklart ist (Warebwal.,
2010).In Arabidopsis thalianaind zweicyp5tKopien bekannt, die zwar in P2 der
Sequenz Gemeinsamkeiten aufweisen, allerdirggsnur dasCYB1A2 Gen fur die
Funktion zustandig, wahrendYB1ALlein nicht funktionellesexprimiertes Pseudogen
darstellt (Kimet al., 2005; Lepesheva und Waterman, ZR0n der Ratte sindlie
beidencyp51Genezu 95% identisch, alledings handelt es sich bei einer der beiden
Kopien um ein nicht funktionelles 2 3 Sy | yYrgzésSidrtesRseudoged (engl.

a LINE OS&aSR Aiydndz&t 228 3908 .(Chiarakteristisch fiir prozessierte
Pseudogene ist, dass sie keine Intronsequenzen beinhatarke Sequenzhomologien
zum funktionellen Gen dweisenund das Vorhandensein eines PolyBghwanzes am
3'-Ende (Vanin, 1985). Alle in devorliegenden Arbeit sequenziertenyp51 PCR
ProdukteausP.pachyrhiziDNA Template, zeigten Introns der gleichen Gré3e und an

der gleichen Posititon. Daher kann ausgeschlossen werden, ptagsssiertecyp51
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Pseudogene fir dieoben genanntenBeobachtungenverantwortlich sind Nicht
prozessierte Pseudogene entstehauafgrund vonGenduplikatioen durch fehlerhaftes
Crossingpver warend der DNA Replikation und sind durch anschlieRende Mutationen
nicht mehr funktional (Seret al, 2010).Je mehr Zeitseit der Entstehung des
Pseudogens vergangen ist, desto starker weicht die Sequenz vom urspinglichen Gen
ab (Zhang, 2(®).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Anteil der Mutationen im
P.pachyrhizi cyp5je nach Isolat bzw. Mutatiom der NA hoéher ist als in der DNA
d.h. entweder werden nicht alle Kopien exprimiert oder der Haplotyp mit der Mutation
wird starker exprimiert.Falls nicht allecyp5tKopien exprimiert werdenkénnten
nicht-prozessierte(relativ junge)Pseudogene eine Rolleisfen, wahrend funktionale
Genduplikation involviert sein kénnte, wenn alle Kopien exprimiert werdem
Grundlage fur Nachfolgeuntersuchungen (Ursachen der unterdtien
Mutationshaufigkeiten in der DNA) ist die Eruierung der cyp5kKopienzahl im
P.pachyrhizi Wildtyp. Um die Kopienzahl degyp51in P.pachyrhizizu ermitteln,
wurden verschiedene Methodenverwendet Mit Hilfe des DNAWValkings wurde
zunachst untersucht, olbyp5tKopien direkt hintereinander geschaltet sind bzw. ob
sich die Sequenstromaufwarts des 5'-Endes untersdheidet. Die hinzugewonnene
Sequenz von343bp ergab allerdings keine zusatzlichen Informationen, da die
Sequenzen identisch waremiese Sequenzekonnten allerdingsdazu verwendet
werden, um den Promotor desyp51zu iderifizieren und zuséatzliche Informationen
zur (Ubef) Expression zu erhalten. Rudigitatum und V. inaequaliskonnte gezeigt
werden, dass Inserts in decyp51 Promoterregion die Sensitivitat gegentber
Wirkstoffen beeinflussenHamamotoet al., 2000;Schnabel und Jones, 2001n der
vorliegenden Arbeit wurden die Promotoren nicht untersucht.

Eine weitere Methode zur Untersuchung deyp5tKopienzahl irP. pachyrhizstellte

die Verwendung der gPCR ddpabei sollte tberprift werden, ob dipct-Werte
zwischencyp5lund den einzelnen Referenzgenen einen gleichen relativen Wert fur
die cyp5tKopienzahl wiedergeben. Von den Geradatin, " -tubulinund GAPDHst von

den Uberexpressionsmessungef.3.2 Expressionsmessungen degp5) bekannt,
dass sie die gleiche Expression hgbam die Anzahl der Kopien dieser drei Gene im
P.pachyrhiziGenom ebenfalls identisch ist, ist nicht bekanbaSDHbhSDHand SDHd
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die SDHb,SDHc und SDHd Untereinheiten d8sccinatDehydrogenase Komplex
kodieren, wurdeangenommendass sie in dagleichen Kopienzahl vorkommeim der
vorliegenden Arbeit zeigten mittels qPCR weder die Gadim, " -tubulin und GAPDH
noch SDHb SDHaund SDHdgleichenct-Werte und unterscheiden sich daher in ihrer
Kopienzahl. Die vorhergegangenen Hypothesen konnten dakder bestétigt noch
zusatzliche Informationen Uber dayp5EtKopienzahl gewonnen werden

Klonierte cyp51 EinSporerPCRProdukte (statt eier Template DNA wurde eine
P.pachyrhizi Spore direkt ins PCBefald gegeben) des Hausstammes wurden
sequenziert und verglichen (Daten nicht gezei@abei wurden je E#sporenrPCR
Produkt zweicyp51 Haplotypengefunden (Anzahl der sequenzierten Klone A03.
Mittels Sequenzvergleich von kloniertegp51PCRProdukten der Einzelsporenisolate
ER und ES3sollte Uberpruft werden, ob sich diese Beobachtung auch in grél3erer
Menge bestatigtund ob sich durch das Verhaltnis von Haplotypen die Kopienzahl
ableiten lasst Je ESsolat wurden jeweils zwei vorherrschende Haplotyp&A(G-C
und T-GA-T), sowie mehrere Haplotypenn geringerer Anzahlgefunden. Das
Verhéltnis vonG-A-G-C und T-G-A-T betrug beilES2 1:2 und bei ES33was darauf
schlieBen lasst, dassnindestens drei (E®) bzw. vier (ES) cyp5kKopien in

P. pachyrhizi vorhanden sind Dieser Ruckschluss gilt nur, wenn beide Zellkerne
identische cyp5tKopien aufweisen.Ob und wvelche Bedeutung id anderen
Haplotypenhaben, konnte nicht geklart werden.

Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung und Sequenzierungygéd deuten auf drei
oder mehr Kopien j&lukleushin, ein eindeutiger Beweis sollte durch die Durchflhrung
eines Southern Blst erbracht werden Als Positivkontrolle wrden zum einen
unmarkierte PCRrodukte der Sonden verwendet, um zu Uberprifen, ob der Transfer
der DNA funktioniert hat, und zum anderen ein DoppelverdauBaitHI undEcdrV,
durch den der erfolgreiche Verdawemonstriert werden kann. Bei allen
Positivkontrollen ist die Fragmentlange bekannt, bei €ier Signaku erwartenist. Der
Verdau mit den EnzymeKbd, Pst und Bgll stellte eine zusatzliche Kontrolle der
Hybridisierung dar, da die Schnittstellen innaith der Sonden liegemnd damit
zuséatzliche Banden erwartet werden konntedie Schnittstellen sind iAbbildung35
dargestellt. Wahrend die Sonde 2 durétst in zweietwa gleich gro3e Fragmente

geteilt wird, liegen die Schnittstellen vadgll undXbd nahe des 3Endes der Sonde.
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Die Signale iR\bbildung36 sind zwar schwach, dennoch sind vier Banden durch die
Hybridisierung mit der Sonde 2 nach Verdau ®#l ersichtlich, wahrend in den
SpurenEcdl, EcdrV, BanHI, Bgll und Xbd nur zwei Banden vorhanden sind. Die
Hybridisierung mit der Sonde 1 fuhrtefgrund derunterschiedlicherFragmentlange
durch den Verdau miBgll und Xbd zu keinen bzw. nusehr schwacha Banden
(Abbildung37). Die Ursachéafir liegt in denunterschedlichen Fragmentlangen bzw.
dem sehr kurzen Fragment nach dem Verd8@bp Xbd bzw. 3%p Bgll versus
441bp bzw. 43&p), an demdie Sonde 1 nur sehr schledhgbridisierenkann.

Der Abbildung36 und Abbildung37, sowie mehrera in der vorliegenden Arbeit nicht
dargestellten Southern Blots naghbesitzt P. pachyrhizzwei cyp5tKopien, wobei
angenommen wird, dass es sich dabei um zwei Kopien pro Nukleus halmlelt.
Widerspruch dazu stehen die Mutationsanalysen durch PyrosequenzieduBg (
Expressionsmessungen degp5]), bei denenMutationsanteile von 336 gefunden
wurden, was fur drei Gekopien spricht Die daneben gefundeneMutationsanteile
von 50% schlieBen eine Kopienzahl von drei nicht @vsei Faktoren kénnen diese
abweichenda Kopienzahlerder Pyrosequenzierung und des Southern Béstdaren.
Erstens, konnte es sich um Messfehtmi der Pyrosequenzierung handeln und die
Werte entsprechen in Wahrheit Z& d. h. eine von insgesamt vier Kopien (zwei pro
Kern) zeigt die MutationKonsequentexeise misste es sich bei den &) Werten
dann éenfalls um Messfehler handeln, was zu Wertem ca. 4046 fihren wirdedie

in dem Fall keinen Sinn machen wirdé&a bei jedem Lauf eine Verdinnungsreihe
mitgefihrt wurde, kdnnen Messfehler ausgeschlossen werden.

Auffallig bei den Ergebnissen der Pyrosequenzierung ist, dass in zwei Haplotypen
(F12Q. + Y131H und K142R + Y131F) Mutationsanteile vén&8taten, wahrend die
anderen Haplotypen (1475T + Y131F und 1145F) n% B@ftraen. Daher ist als zweite
Ursache firdie widersprtchlicha Ergebnisse zwischen der Pyrosequenzierung und
dem Southern Blot denkbadass der sensitiveVT (Hausstamm und Taiwanstamm)
zwar zwei cyp5l-Kopien besitz dahingegendie Kopienzahl in DNMddaptierten
Isolaten durch Amplifikation veréandert sein kanBemnah wird die Hypothese
aufgestellt dass Isolate, die 3@ Mutation in der DNA aufweisen im Vergleich zu
denen mit 50% Mutation bzw. denWT, eine zusétzlicheyp5tKopie besitzenwobei

diese zusatzliche Kopidas WT-Allel tragt Veranschaulicht wird diesVermutung in
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Abbildung40: Sowohl der Wildtyp (A) als auatie Haplotypen 1475T + Y13akd 1145F

(B) besitzerzweicyp5tKopien, wahred Haplotypen mit F120L + Y131H und K142R +
Y131F Mutationer{C) drei Kopien aufweisen, bei denen das Wilddlpl redundant

ist. Die Verdopplung des \WAlllelskonnte auf3erdemmit der selektiven Epression des
mutierten Allelskorrelieren wasdie hohen Mutationsanteile in der cDNAer F120L +
Y131H und K142R + Y131F Haplotygeataren wirde Die Epression der mutierten
cyp5tKopie ist beim F120L + Y131H Haplotypen starker (durchschnittlicher
Mutationsanteil in der cDNA liegt b8l %)als beim K142R + YIIB Haplotyper{72 %)

Die selektiveExpression des mutierteten Allels scheint daher einem zusatzlichen
Regulationsmechanismusi unterliegen, denicht (nur)auf der Verdopplung des WT
Allels beruht.

A“ B“ C

O Wildtyp cyp51 A Mutationim cyp51

Abbildung40: Schematische Darstellung daypothetischencyp5l-Kopienzahin P.pachyrhizi

Der DMI-sensitive Wildtyp besitzt je Kern zweyp5tKopien ohne Mutation (A). Isolate, die %0
Mutationen aufweisen (1475T + Y131F, 1145F), haben eyt Wildtyp-Kopien swie zwei mutierte
Kopien (B). Im Gegensatz dazu, sind die Wiltgpien in C (F120L + Y131H und K142R + Y131F
Haplotypen) dupliziert, was zu 38 Mutationen fiihrt. Wahrend A und B normal exprimiert sind, ist C
Uberexprimiert.

Eine Genamplifikationals Anpassung gegenuber Wirkstoffest z. Bin C. glabrata
beobachtetwordenund ist auch als Resistenzmechanismus in Tumorzellen gegentber
Zytostatika bekannfVolmet al.,, 1991;Marichalet al., 1997 Masaneket al., 1997. Da
duplizierte Gene mit idemschen Funktionen in der Regel mit erhdhtem
Energieverbrauch verbunden sind (zusatzliche Transkription und Tanslation), sind sie
nur dann fur den Organismus vorteilhaft, wenn ein Bedarf an erhéhtem Genprodukt
gegeben ist (Zhang, 2003, Saral., 2010) Im Fall vorC. glabratathrten Subkulturen

in wirkstofffreiem Medium zu einem graduellem Verlust des zusatzlichen Chromosoms
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und zur Wiederherstellung der Sensitivitat (Marictealal,, 1997).Auch fur murine
Leukdmie Zelllinien wurde der Verlust der arplerten Gene bei Kultivierung ohne
Zytostatika berichtet (Volmet al, 1991). In der vorliegenden Arbeit wurden
P.pachyrhizi Isolate ohne Selektionsdruckauf unbehandelten Sojabohnenblatter
gehalten.Es ist anzunehmen, dass swlhrend der Haltung die Sensitivitat gegentber
DMIs nicht verandert hatund der Sensitivitatsverlust stabil jdda nicht alle Isolate

3t SAOKTI SAGAT 3SGESaisSt ¢SNRSy (2yyiaSy dzyR
(d. h. ca. ein Jahr nach InkulturnaB)moch Isolate identifiziert wurden, die geringere
DMI-Sensitivitaten aufwiesen. Aul3erdem wurdeuch in spateren Versuchemit
einer anderen Fragestellunaul3erhalb der vorliegenden Arbeithit den gleichen
Isolaten &hnliche BfgWerte produziert.

Mit Ausnahme der Isolate 49 und 54 weisen Uberexprimierende Isolate entweder
keine Mutationen (n = 7in der DNA aubder entsprechen den Haplotypen F120L +
Y131H oder K142R + Y13t 33% Mutation (n = 16). Im Gegensatz dazu tragen die
meisten DMladaptierten, nicht Uberexprimierende Isolate 50% 1475T + Y131F oder
[145FMutation (n = 11) in der DNA; nur jeweils drei Isolated ohne Mutation bzw.

mit 33 % Mutation. Daraus lasst sich schliel3en, dessZusammenhang zwischelem
Anteil der Mutationbzw. denHaplotypenund der cyp5tUberexpressiorbesteht Der
oben beschriebenen Hypothese nach, geht die Uberexpression in den meisten Fallen
einher mit dercyp5tKopienzahl. Demnach auf3ert sich die Verdopplung desANETs
einerseits in einer selektiven Expression des mutierten Allels und andererseits in der
Uberexpression desyp51 Dennoch gehdren die Isolate mit F120L + Y131H bzw.
K142R + Y131F Haplotypen mizh den am starksten adaptierten Isolaten gegentber
den in der vorliegenden Arbeit getesteten DMIs, was ggf. daran liegen konntedidass
WT-Kopie dexyp51statt der mutiertenverdoppelt wird In dem diploiden Organismus

C. albicanguihren Mutationen zwnterschiedlichen Resistenzfaktoren, je nachdem ob
ein oder beide cyp5tAllele betroffen sind, wobei die Resistenzfaktoren bei
Mutationen in zwei Allelen héher ausfallen (Sanglard et al., 1998).

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbést das Fazitzu ziehen dass die
Adaptation von P. pachyrhizigegeniber DMIs durch verschiedene Mechanismen
verursacht wird. Dabei spielen sowohl Mutationen bzw. Kombinationen von

Mutationen eine Rolle als auchdie Expressiomlescyp5], die sich in einer selektiven
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Expession einer mutierten Kopie als auch in eitilserexpressiorper sg auRert Es
wird vermutet, dass die Uberexpression zumindest zum Teil auf Genverdopplung
beruht. Dabei wird nicht ausgeschlossen, dass andere Faktoren, die zur Uberexpression

fuhren, auftreten kénnen.

5.3 Ausblick

Wie bereits in mehreren verschiedenen Organismen gezeagtien ist spielen auch

bei P.pachyrhizieine Kombinationverschiedene Resistenzmechanismen gegeniber
DMis eine Rolle. In der vorliegenden Arbeitirde ein Zusammenhangwischen einer
geringeren Sensitivitdt gegenibeDMIs und dem Auftreten verschiedener
(miteinanderkombinierter) Punktmutationen imcyp51sowie der Uberexpression des
cyp51lersichtlich.Weitere Indizien dafukénnten mit Hilfe von Transformationen und
Expessiondes P. pachyrhizi cyp5fnit verschiedenen Mutationen, eventuell auat
einem anderen Organisms (z. B.Saccaromyces cerevis)aeerbracht werden
(vergleiche dazu Studien von Coolst al (2011) anM. graminicolg. Weitere
Resistenzmechanismen (wie z. B. der Einfluss von Efflux Transportern) wurden in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht, kénnten allerdingsch eine zusatzliche Rolle
spielen

Die Ergebnisse zur Untersuchung agp5tKopienzahl lassen vermutedass eine
Genduplikation fur die erhohteyp5XExpression in einigen Isolaten verantwortlich ist.
Um dies zu bestatigen, misste ein Southern Blot mit adaptierten Isolaten, die sich in
ihrem Mutationsanteil in der DNA sowie in der Expression unterschedignhgefihrt
werden Geeignet waren dazu beispielsweise Isolag&ifigfiigig an DMIs adaptiert,
33% F120L + Y131H Mutation, Uberexpressioncgips]), Isolat 9 (stark adaptiert, 3%
K142R + Y131F, Uberexpression) und Isolat 24 (medium adaptiéft)18BF, keine
Uberexpression)Bei einer Southern Blot Analyse des Isolates 34 (stark adaptie¥t, 33
F120L + Y131H, keine Uberexpression) lieRe sich auBerdem im Vergleich zum Isolat 9
feststellen, ob dieyp5tKopienzahl einen Einfluss auf die Expressein h

Die Expression desyp51 wurde nur auf mRNA Ebene untersucht. Da dies nicht

zwangsweise auch zu erhohten Proteinleveln und Enzymaktivitaten flihren muss,
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konnte dies in weiterfihrenden Arbeiten analysiert werden. Im Zuge dessen kdnnten
in Northern und Wéstern Blots untersucht werden, wievietgyp5XKopien exprimiert
werdenund wie starkNeben der Genduplikation deyp51kénnten desWeiterendie
Promotorregion bzw. die Transkriptionsfaktoremes cyp51 als Ursache fur die
Uberexpressiorruiert werden.Durch das DNA Walking.8.4.1DNA Walkingwurden
mehrere TATA Sequenzen stromaufwarts deEridles gefunden. Diese kdnnten den
Anfangspunkt des Promotors darstellen. Beim Sequenzvergleich von sensitiven und
adaptierten (Uberexprimieenden) P. pachyrhizilsolaten kdénnten mdglicherweise
Unterschiede gefunden werden, die mit einer Verschiebung D#&tl-Sensitivitat
korrelieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Vielschichtigkeit der Resistenzmechanismen von
P. pachyrhizgegeniber DM gezeigt werden. Aufgrund der Schnelligkeit, in der sich
verschiedene Mechanismen zuAdaptation ausgebildet haben, sollte bei der
Bekampfung vorP. pachyrhizinsbesondere darauf geachtet werden, dass sich das
Pathogen nicht im Sojabohnenfeld etablietazu ist frihzeitiges Monitoring ebenso
wichtig wie praventive Fungizidbehandlungen. Um das FortschreiterAdaptation
gegenuber DM zu verhindern, sollten Fungizide mit unterschiedlichen
Wirkmechanismern Kombination oder alternierenderwendet. Derzi¢ ist der Einsatz

von DMk in Kombinatim mit Qols verbreitet. Die Entwicklung von newme
Carboxamiden konnte derefektionsdruck auf diese Fungizidklasse verringern und die
Lage entspannen.

Aufgrund der genetischen Struktur (Intron nach der Aminoséure $#@l Resistenzen
gegeniuberQolsunwahrscheinlich. ZuErkennung undBeobachtungder Bildungbzw.
Ausbreitungvon alternativen Resistenzmechanismen wie zMgilti Drug Resistence
(MDR) Isolaten ist ein Monitoring dennoch sinnvoll. Au3erdem sind die Ausbildungen
der F129L und G137R Mutationen moéglich, was zu Verschiebungen in der Sensitivitat
gegeniber Qol fuhren kdnnte. Von anderen Phytopathogenen ist algsdiekannt,

dass die Bekdmpfung trotz dieser beiden Mutationen mit normalen

Feldaufwandmengen moglich ist.
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Anhang

9 Anhang

AnhangA: Ergebnisse der Pyrosequenzierung agp51in der DNA alleiP. pachyhizilsolate.

Bis auf wenige Ausnahmen liegen die Werte bei 33 % bzw. 50 % Mutation. Die Mutationen treten
jeweils in den gleichen Kombinationawf wie in 4.3.3Untersuchung der Isolate auf Punktmutationen
beschrieben. Die Nachweisgrenze des Pyrosequenzierens liegt bei 10 %, die empirisch ermittelte
Nachweisgenauigkeit bei 5 %.

% % % % % %

F120L Y131H Y131F K142R 1145F 1475T

1 15/09 Santo Antonio de Posse&sP 2 2 2 0 .
""""""" 5 15/09 Santo Antonio de Posse /S 2 2 2 0 ? °
3 16/09 Chapadao do Ceu/GO 33 32 0 1 t 3
L ChapadaodoCeu/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 >
7 17/09 Londrina / PR t 1 o o 1 3
8 18/09 Senador Canedo / GO 2 2 2 0 3 >
""""""" 9 19/09 Senador Canedo / GO 2 0 S 36 ! >
10 19/09 Senador Canedo/GO 34 36 0 0 o 3
e 19/09 Senador Canedo /GO 4 0 52 0 1 49
12 19/09 Senador Canedo/ GO 2 0 34 36 1 8
13 19/09 Senador Canedo/GO 33 33 0 1 L4
14 19/09 Senador Canedo /GO 4 2 1 0 0 >
16 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 32 31 1 4
17 19/09 Senador Canedo /GO 33 34 0 0 ! 4
AAAAAAA 19 19/09 Senador Canedo/ GO~ 2 0 55 0 0
20 19/09 Senador Canedo / GO 3 0 53 0 0 52
o1 19/09 Senador Canedo /GO~ 2 5 3 0 3 >
22 19/09 Senador Canedo /GO 4 2 0 0 el °
23 19/09 Senador Canedo /GO~ 1 0 &2 8 0 >
24 19/09 Senador Canedo /GO~ 3 2 3 0 el ¢
25 19/09 Senador Canedo / GO 1 0 35 29 0 4
26 19/09 Senador Canedo /GO 4 0 55 1 3 I
o7 19/09 Senador Canedo / GO 1 0 35 0 1 o4
28 19/09 Senador Canedo / GO 0 0 51 2 0 52
29 AAAAAAAAA 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 58 0 3 51
VVVVVVVVVV 30 19/09 Senador Canedo / GO 4 0 33 0 2 2
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% % % % % %

F120L Y131H Y131F K142R I1145F 1475T

31 19/09 Senador Canedo /GO 3 0 35 = 2 3
VVVVVVVVVV 32 19/09 Senador Canedo / GO 2 0 33 32 2 6
VVVVVVVVVV 33 19/09 Senador Canedo/ GO 4 0 52 0 ! 46

o 21/09 Rio Verde / GO c 0 QRN ' ¢
VVVVVVVVVV o8 21009 Rio Verde GO . ° 4 3
VVVVVVVVVV 50 21/09 Rio Verdd GO . ° ° 2 ¢
VVVVVVVVVV 0 21000 Rio Verdd GO e ° 2 2 S
VVVVVVVVVV S 21000 Rio Verdd GO s ° ° 1 4
VVVVVVVVVV 8 21009 Rio Verdd GO 2 0 B ° B
VVVVVVVVVV O 2100 Rio Verdd GO e ° ¢ ! 4
__________ 4 1 o Rio Verdd GO 5 0 30 0 1 33
VVVVVVVVVV P 21000 Rio Verdé GO S ‘'R ° 'S
VVVVVVVVVV B 21000 Rio Verdé GO 2 & 3 0 3 4
VVVVVVVVVV i 21000 Rio Verdd GO 2 ‘' °

45 23/09 Santo Antoniode Poss&P 4 3 2 0 43 5
__________ 4 6 23109 Santo Antonio de Posse /S 3 3 1 0 46 5
VVVVVVVVVV e 23/09 Santo Antonio de Posse /S 1 3 1 0 .
VVVVVVVVVV 48 23/09 Santo Antonio de Posse /S 34 33 0 2 ! >
VVVVVVVVVV 4 9 23/09 Santo Antonio de Posse /S 3 1 2 0 el 5
VVVVVVVVVV 50 23/09 Santo Antonio de Pos¢eSP 1 2 1 0 50 4

M 05/09 Rio Verde / GO 2 4 0 45
AAAAAAAAAA 0 05009 Rio Verde / GO 2 3 10 2 4
.......... 54 05/09 Rio Verde / GO 2 2 2 0 47 5
e o509 Rio Verde / GO 3 2 3 0 4 5
VVVVVVVVVV S50 05/09 Rio Verde / GO 4 2 0 0 2 4
AAAAAAAAAA 57 [ Rio Verde / GO 3 12 1 0 4
AAAAAAAAAA S0 05009 Rio Verde / GO 2 3 3 0 3 4
__________ - 05/09 Rio Verde / GO 2 3 1 0 1 S
60 05/09 Rio Verde / GO 2 2 1 1 0 5

62 18/09 Senador Canedo / GO 4 0 33 . 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 SenadoCanedo/GO 1 0 33 34 2 5
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% % % % % %
F120L Y131H Y131F K142R 1145F 1475T

18/09 Senador Canedo / GO 0 0 43 1 0 45
18/09 Senador Canedo / GO 27 25 0 0 2 4
17/09 Londrina / PR 32 34 0 0 2 6
17/09 Londrina/ PR 31 30 0 0 1 6
17/09 Londrina/ PR 32 32 0 1 1 6
17/09 Londrina/ PR 4 2 1 0 2 5
17/09 Londrina/ PR 32 29 0 0 2 4
17/09 Londrina/ PR 30 32 0 0 1 5
29/09 Itaara / RS 2 3 0 0 47 5
29/09 Itaara / RS 3 1 2 1 48 4
29/09 ltaara / RS 2 3 2 0 2 6
29/09 ltaara / RS 4 3 2 0 0 5
35/09 Dourados / MS 1 2 2 1 2 5
01/10 Santo Antonio de Posse /S 1 0 52 0 0 49
01/10 Santo Antonio de Posse /S 2 0 52 2 0 47
01/10 Santo Antonio de Posse /S 34 32 0 0 1 4
01/10 Santo Antonio de Posse /S 5 0 57 0 2 50
05/10 Campinas / SP 0 52 0 0 0 4
05/10 Campinas / SP 3 0 14 0 1 14
05/10 Campinas / SP 4 0 22 0 2 22
05/10 Campinas / SP 5 0 39 0 1 38
05/10 Campinas / SP 4 0 21 0 0 22
03/10 Campinas / SP 3 3 2 0 2 5
03/10 Campinas / SP 30 36 0 0 2 4
03/10 Campinas / SP 23 29 0 0 3 5
03/10 Campinas / SP 4 3 1 0 24 4
03/10 Campinas / SP 5 7 0 0 3 4




Anhang

AnhangB: Ausschnitt desClustalW Alignmerdg der cyp5tSequenzierung deES2 Klone bzw. ES3

Klone

Einige SNPs sind in den Sequenzen vorhanden, wobei sich die grof3te Variation auf die Nukleotide an den
Positionen 589, 689, 1161, 1326 beschramikleotide, die sich vom Consensus unterscheiden sind in

Rot dargestellt. Falls dem Consensus kein eindesitigakleotid zugeordnet werden kann, sind die
Nukleotide in den einzelnen Sequenzen in Blau dargestellt. Die Balkenfeeb®atibbder Nummerierung

gibt den Grad der Homologie wider: Rot kennzeichnet starke Homologien, wahrend Blau die geringsten
Homologienmarkieren.
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ESZorts.
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