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Molekulare Mykologie am Karlsruher Institut far

Technologie (KIT)

REINHARD FiscHER, JORG KAMPER, PETER Nick & NATALIA REQUENA

Kurzfassung

Am Karlsruher Institut fir Technologie (KIT), das aus
der Zusammenfigung der Universitat Karlsruhe mit dem
Helmholtz-geférderten Forschungszentrum 2008 ent-
standen ist, untersuchen vier Arbeitsgruppen ein breites
Spektrum an pathogenen, symbiontischen und saproben
Pilzen mit molekularbiologischen Methoden. Prof. Rein-
HARD FiscHER und Mitarbeiter arbeiten an Wachstumsme-
chanismen und Lichtperzeption bei Aspergillus (Emericel-
la) nidulans und Mechanismen der Mykotoxinproduktion
bei Alternaria alternata als Beispiele saprober Schimmel-
pilze. Prof. Jora Kimper und Mitarbeiter bearbeiten den
Pilz des Maisbeulenbrandes als Modell fiir phytopatho-
logische Interaktionen. Prof. NataLIA REQUENA spezialisiert
sich auf zellulére Interaktionen zwischen arbuskularen
Mykorrhiza-Pilzen und ihren Wirtspflanzen. Prof. PeTer
Nick versucht, den wertvollen Rebsorten Resistenzgene
aus Wildarten einzubauen, um den benétigten Fungi-
zideinsatz so stark wie méglich zu reduzieren.

Abstract

Molecular mycology at the Karlsruhe Institute

of Technology (KIT)

At the Karlsruhe Institute of Technology (KIT) that
has arisen from the combination of the Universitat
Karlsruhe and the Forschungszentrum supported by
Helmholtz in 2008, four working groups are studying
members of all groups of fungi, saprobes, symbionts
and pathogens, at the molecular level. Prof. REINHARD
FiscHEr and coworkers work on growth mechanisms
and light perception in Aspergillus (Emericella) nidu-
lans, and mechanisms of mycotoxin production by Al-
ternaria alternata as examples of saprobic molds. Prof.
Jora KAmper and coworkers study Ustilago maydis as
a model of phytopathogenic interactions. Prof. NataLia
Reaquena spezializes on cellular interactions between
arbuscular mycorrhizal fungi and their host. Prof. PETer
Nick attempts to insert resistance genes of wild grape
species into valuable grape cultivars, in order to mini-
mize the application of fungicides.
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1 Geschichte der Mikrobiologie und
Mykologie am KIT

Das Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT) wurde
offiziell im Jahre 2008 mit dem Zusammenschluss
der Universitat Karlsruhe und dem Helmholiz-
geférderten Forschungszentrum Karlsruhe ge-
grindet. Dieser Zusammenschluss war Teil eines
Zukunftskonzeptes des Standortes Karlsruhe im
Rahmen der von der Deutschen Forschungsge-
meinschaft initiierten Exzellenzinitiative. Das KIT
wurde als eine von zunéchst drei Eliteuniversi-
taten in Deutschland ausgezeichnet.

Die Mikrobiologie und Mykologie hat eine lange
Tradition an der Universitdt Karlsruhe, die 1825
zundchst als polytechnische Schule gegrindet
wurde und sich fortan stetig vergréBerte. Um die
Jahrhundertwende gab es bereits eine Zoologie
und eine Botanik. 1891 wurde Lubwic KLEIN zum
Professor fiir Botanik ernannt, der sich sehr fir
GroBpilze interessierte und 1912 Mitgriinder der
Deutschen Gesellschaft fur Pilzkunde war. Einer
der Pioniere der Mykologie und Mikrobiologie in
Karlsruhe war WALTER MiguLa, der sich 1890 in Bo-
tanik habilitierte und bis 1904 Professor war. Er
beschrieb die wichtige Bakteriengattung Pseudo-
monas. Im Jahre 1956 wurde Hans KUHLWEIN als
Professor fur Botanik berufen. Er arbeitete nicht
nur mit Myxobakterien, sondern auch mit holzzer-
stérenden Pilzen, wie z.B. dem Hausschwamm.
Im Jahre 1967 wurde die Universitat neu struk-
turiert, Professor WaLTER ZumrT wurde 1982 als
Mikrobiologe berufen und die Mikrobiologie 2004
durch Professor ReINHARD FiscHeR verstérkt. Wah-
rend sich Herr Zuwrr mit Bakterien beschéaftigte,
die am Umsatz von Stickstoffverbindungen im Bo-
den beteiligt sind, ist das Forschungsgebiet von
Herrn FiscHer die molekulare Mykologie. Im Jahre
2005 kam die Abteilung Pflanzen-Mikroben-Inter-
aktionen, zunéchst als Heisenberggruppe, heute
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als gleichwertige Abteilung Molekulare Phytopa-
thologie, dazu. Das Team wurde durch die Abtei-
lung Genetik, in der das Mais-Pathogen Ustilago
maydis untersucht wird, im Jahre 2008 weiter
verstarkt. Die botanische Abteilung Molekulare
Zellbiologie beschéftigt sich in einigen Projekten
ebenfalls mit phytopathogenen Pilzen. So hat sich
aus einem Botanikprofessor, der sich vor mehr als
100 Jahren fir Pilze interessierte, heute eine For-
schungslandschaft mit mehr als 60 Mitarbeitern,
bestehend aus mehreren Professuren, vielen
Doktoranden und Masterstudenten entwickelt.

2 Saprobe Schimmelpilze — von der
Grundlagenforschung zur Anwendung
(Leiter der Arbeitsgruppe:

Prof. Dr. REINHARD FiscHER, seit 2004 am KIT)

Ewiges Spitzenwachstum - die

Wuchsform filamentéser Pilze

Eine faszinierende Eigenschaft filamentdser
Pilze ist das fadige Wachstum. Die Pilzfaden
kénnen prinzipiell unendlich weit wachsen, so
dass pilzliche Individuen viele km? einnehmen
kénnen und die gréBten Organismen der Erde
darstellen. Das Wachstum ist auf die Spitze der
Hyphen beschrankt und erfordert die kontinuier-
liche Fusion von sekretorischen Vesikeln mit der
Membran. Dadurch werden Enzyme, die fir die
Zellwandbiosynthese benétigt werden, ausge-
schieden. AuBerdem wird durch die Fusion der
Membranvesikel die Cytoplasmamembran stan-
dig vergréBert. Durch den intrazellularen Druck
wird die Hyphe schlieBlich vorne verlangert.
Eine spannende Frage betrifft die Markierung
der Hyphenspitze als Wachstumszone. Warum
wéchst eine Pilzzelle nur an der Spitze? Diesem
Ph&nomen geht die Arbeitsgruppe von Professor
FiscHer nach. Sie hat Proteine entdeckt, die an
der wachsenden Hyphenspitze lokalisiert und fir
eine Ausrichtung des Aktincytoskeletts verant-
wortlich sind. Fehlt eine dieser Komponenten,
wachsen die Pilzhyphen nicht mehr gerade, son-
dern in Maandern (Tafel 1, Abb.1).

Pilze ,,sehen* rotes und blaues Licht

Betrachtet man die Fruchtkdrper vieler Pilze in
unseren Waldern, ist gleich offensichtlich, dass
es sich um sessile Lebewesen handelt, die sich
nicht durch aktive Bewegung verbreiten kdnnen.
Dennoch sind es gerade diese Fruchtkérper, die
durch Bildung von Abermillionen mikroskopisch
kleiner Sporen und mit Hilfe von Wind und Was-

ser die Verbreitung der Organismen gewahrlei-
sten. Da es sich um komplexe Strukturen han-
delt, erfordert die Bildung der Fruchtkérper und
der Sporen eine regelrechte Umprogrammie-
rung der Pilzzellen. Klar, dass der Startschuss
zur Bildung der Fruchtkoérper genauestens ge-
steuert werden muss. Jeder Pilzsammler weil3,
dass viele Arten vor allem bei feuchtem Wetter
zu finden sind. Ein weiterer wichtiger Parameter
ist die Erkennung der Bodenoberflache. Pilzhy-
phen leben vor allem im Boden, im Verborgenen.
Die Bildung der Fruchtkérper hat aber nur an der
Bodenoberflache einen Sinn. Eine Ausnahme
bilden Truffeln, die ihre Fruchtkdérper unterirdisch
bilden und zu ihrer Verbreitung auf Tierfra3 ange-
wiesen sind. Licht zeigt dem Pilz, ob er im Boden
oder auf der Oberflache wachst. Deshalb ist es
nicht verwunderlich, dass Pilze in der Evolution
ein ausgekligeltes Lichtwahrnehmungssystem
entwickelt haben. Sie besitzen mehrere Photo-
rezeptoren, die blaues, rotes oder griines Licht
wahrnehmen kdénnen.

Die Gruppe von Professor FiscHer untersucht
die Lichtwahrnehmung im Modellorganismus
Aspergillus (Emericella) nidulans und hat kurz-
lich Blaulicht- und Rotlichtrezeptoren entdeckt,
die sogar miteinander interagieren. Der Rot-
lichtrezeptor ist Phytochrom, der zentrale Licht-
regulator auch in Pflanzen. Die Entdeckung von
Phytochrom in Pilzen erdffnet ganz neue Még-
lichkeiten, die Funktion des Rezepters zu verste-
hen (Tafel 2, Abb. 2).

Gift oder Medikament — Untersuchung

des pilzlichen Sekundarmetabolismus

Pilze zeichnen sich durch einen duBerst mannig-
faltigen Sekundarmetabolismus aus. Produkte
dieses Sekundédrmetabolismus umfassen sowohl
fir den Menschen niitzliche Substanzen wie auch
krebserregende oder lebensgefahrliche Mole-
kile. Zu den nitzlichen Substanzen zéhlen viele
unserer Antibiotika oder andere Medikamente,
wahrend z.B. das Gift des Knollenblatterpilzes
auBerst gefahrlich ist und oft zu Todesfallen fihrt.
Schimmelpilze bilden meist keine akut toxischen
Verbindungen, sondern viele Stoffe mit karzino-
genem oder teratogenem Potenzial. Dazu z&h-
len Aflatoxin, Ochratoxin oder auch Alternariol.
Deshalb werden unsere Lebensmittel hinsicht-
lich des Toxingehaltes kontrolliert, bevor sie zum
Verzehr freigegeben werden. Wahrend die Bil-
dung, aber auch die toxikologische Wirkung von
Aflatoxin recht gut untersucht ist, ist das Wissen
Uber Alternariol noch sehr beschrankt. Alternariol
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wird z.B. von der Sammelart Alternaria alternata,
einem haufigen Schimmelpilz auf Lebensmitteln,
gebildet (Tafel 3, Abb. 3).

Die Gruppe von Professor FiscHEr untersucht die
Genetik der Alternariolbildung, um den Biosyn-
theseweg sowie die Regulation der Expression
der Gene zu verstehen. Die Untersuchungen
kénnten zu verbesserten Anweisungen zur Ernte
und/oder Lagerung von Lebensmitteln beitragen,
um die Alternariolbildung in Lebensmitteln zu
minimieren. Daneben versucht die Gruppe, auch
neue Sekundarmetabolite zu identifizieren und
deren toxikologisches Potenzial sowie eine még-
liche pharmakologische Wirkung zu prifen.

Vom ,,Regenschirm® der Pilze zur
Beschichtung technischer Oberflachen

Vor nunmehr 20 Jahren wurde in einem an totem
Holz wachsenden Pilz, Schizophyllum commu-
ne, ein kleines, wasserabweisendes und in her-
kémmlichen Lésemitteln unlésliches Protein, das
als Hydrophobin bezeichnet wurde, entdeckt.
Dieses Protein wurde danach in vielen Pilzen
gefunden und es zeigte sich, dass eine ganze
Reihe verwandter Proteine diese Funktion er-
fullen. In Aspergillus nidulans gibt es insgesamt
sechs Hydrophobine. Eines davon bildet eine
filamentartige Struktur auf der Oberflaiche der
asexuellen Konidien. Viele dieser Filamente (sog.
Rodlets) liegen dicht an dicht nebeneinander und
fuhren zu einem strohballenartigen Aussehen
der Oberflache, wenn sie im Rasterelektronen-
mikroskop oder mit einem Rasterkraftmikroskop
sichtbar wird. Das Protein macht die Sporen-
oberflache hydrophob und widerstandsfahig. Vor
kurzem ist es Kollegen der BASF SE gelungen,
eines der A. nidulans Hydrophobine biotechno-
logisch herzustellen (www.hydrophobin.basf.
com). Es wird unter dem Namen H-Star Protein
vertrieben. Die Moglichkeit der groBtechnischen
Gewinnung eréffnet viele neue Wege der Anwen-
dung dieses interessanten Proteins. Die Arbeits-
gruppe von Professor FiscHeEr versucht, andere
Proteine, Peptide oder funktionelle Gruppen mit
Hydrophobin zu fusionieren, um Oberflachen zu
funktionalisieren. Die Anwendungen reichen von
der Beschichtung von Knochenimplantaten bis
zur Nanotechnologie (Tafel 3, Abb. 4).
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3 Der phytopathogene Pilz Ustilago maydis

(Leiter der Arbeitsgruppe:
Prof. Dr. Jora KAmPER, seit 2007 am KIT)

Ustilago maydis ist der Erreger der Beulen-
brandkrankheit bei Mais. Der Pilz gehért zu einer
groBen Gruppe von Pflanzenschadlingen, den
Brandpilzen.

Ustilago maydis hat sich in den letzten Jahr-
zehnten zu einem der fihrenden Modellsysteme
fur pflanzenpathogene Pilze entwickelt. Der Pilz
ist hoch spezialisiert auf Mais. U. maydis durch-
lauft einen komplexen Lebenszyklus auf der
Oberflache und im Gewebe der Maispflanze. In
der ,saprotrophen Phase“ wachst der Maisbrand
auBerhalb der Pflanze; einzelne Zellen des
Pilzes, Sporidien genannt, teilen sich durch Ab-
sprossen neuer Zellen, dhnlich wie die Backerhe-
fe Saccharomyces cerevisiae. Die Sporidien sind
haploid, d.h. sie besitzen nur einen Satz ihrer
Chromosomen. Die Sporidien sind nicht in der
Lage, Maispflanzen zu infizieren. Wenn jedoch
zwei unterschiedliche Sporidien miteinander
verschmelzen, wird die typische fadenférmige
Struktur filamentdser Pilze, die Hyphe, gebildet.
Jede Zelle der Hyphe hat nun zwei Kerne, die
den Kernen der fusionierten Sporidien entspre-
chen. Diese sogenannten dikaryotischen Hyphen
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sind in der Lage, die Pflanze zu infizieren (Ta-
fel 4, Abb. 5¢) und sind fir die weitere Entwick-
lung auf lebendes Pflanzengewebe angewiesen
(biotrophe Phase). Die Pflanzeninfektion flhrt
zur Bildung von Tumoren (Tafel 4, Abb. 5a), in de-
nen sich der Pilz massenhaft vermehrt (Tafel 4,
Abb.5 s1, d2). Gegen Ende der Infektion sind die-
se Tumore mit Millionen dunkel geférbter Brand-
sporen geflllt; erst in den Sporen verschmelzen
die beiden Kerne des Dikaryons; die Kerne ha-
ben nun einen doppelten Chromosomensatz
(diploid). Unter geeigneten Bedingungen keimen
die Brandsporen aus, es kommt zur Meiose und
wieder zur Bildung haploider Sporidien.

Ustilago maydis als Modellsystem

Im Gegensatz zu den meisten biotrophen Pilzpa-
rasiten, die auBerhalb ihrer Wirtspflanzen nicht
kultiviert werden kénnen, kénnen zumindest die
Sporidien von U. maydis leicht auf kiinstlichen
Nahrbdden vermehrt werden. Die Pilzzellen sind
sehr gut zugénglich fir genetische und mole-
kularbiologische Untersuchungen. Es ist leicht
moglich, gezielt bestimmte Gene zu zerstoren,
zu veradndern oder unter definierten Bedin-
gungen an- und abzuschalten. Zellbiologische
Untersuchungen werden durch eine Vielzahl
fluoreszierender Proteine (wie das Griin Fluo-
reszierende Protein, GFP) erleichtert, was die
Untersuchung von Proteinen und Prozessen in
der lebenden Zelle ermdglicht. Fluoreszieren-
de Proteine erleichtern auch die Beobachtung
des Pilzwachstums innerhalb der Pflanze, wo-
durch beispielsweise die Auswirkungen von be-
stimmten Genveranderungen auf die pathogene
Entwicklung untersucht werden koénnen (Tafel 4,
Abb. 5¢c, d1, d2).

Genetische Kontrolle der Pathogenitét

Eine bemerkenswerte Eigenschaft von U. may-
dis, aber auch aller anderen Brandpilze ist,
dass der Pilz erst nach Verschmelzung zweier
Sporidien pathogen wird. Dieser Prozess wird
genetisch durch die beiden Kreuzungstyp-Loci
kontrolliert; die Zellen fusionieren nur, wenn sie
sowohl verschiedene Allele (Zustandsformen)
des a- als auch des b-Kreuzungstyp-Locus be-
sitzen. Jedes der mindestens 19 verschiedenen
b-Allele kodiert fur zwei verschiedene Transkrip-
tionsfaktoren, bE und bW genannt, die als Schal-
ter fir Gene funktionieren. Wahrend der a-Locus
die Anndherung der Zellen und die Zellfusion
steuert, hat der b-Kreuzungstyp-Locus die Rol-
le eines zentralen Schalters fur die pathogene

Entwicklung. Tragen die Zellen beide verschie-
denen Allele des b-Locus (z.B. b7 und b2), wird
das pathogene Programm angeschaltet; haben
die Zellen die gleichen Allele (b7 und b17), kann
der Pilz die Pflanze nicht infizieren. Die Zellfusion
kann im Labor auf aktivkohlehaltigen Festmedien
erfolgen; die Bildung der Hyphen ist makrosko-
pisch an der watteartigen Oberflache der Kolonie
erkennbar (Tafel 5, Abb. 5c).

Was versteckt sich nun hinter diesen verschie-
denen Allelen? Wenn die bE und bW Proteine
von verschiedenen Allelen abstammen, lagern
sich die Proteine aneinander und bilden ein He-
terodimer, das DNA bindet und eine Vielzahl von
Genen an- oder abschaltet; bE- und bW-Proteine
des gleichen Allels kénnen dies nicht.

Unser Hauptinteresse liegt in der Aufklarung der
Mechanismen, die bei U. maydis zur Etablierung
der pathogenen Phase fihren. Um den Eintritt
in die pathogene Phase gezielt untersuchen zu
kénnen, haben wir die Pilzzellen genetisch so
manipuliert, dass das aktive bE1/bW2 Hetero-
dimer kontrolliert gebildet wird, wodurch die pa-
thogene Entwicklung beginnt. Die Verfligbarkeit
solcher Stamme hat erstmals einen breit ange-
legten genetischen Zugang zur ldentifizierung
von Prozessen, die die pathogene Entwicklung
steuern, erméglicht. So wissen wir genau, wel-
che Gene direkt durch bE1/bW2 reguliert wer-
den. Unter diesen sogenannten Klasse-1-Ge-
nen befinden sich wiederum Regulatoren, die
weitere Gene (Klasse-2-Gene) regulieren, die
erneut Regulatoren regulieren; wir haben also
ein sehr komplexes Netzwerk unterhalb des zen-
tralen Pathogenitatsschalters bE1/bW2 (Tafel 5,
Abb. 6). Uber dieses Netzwerk findet eine Sig-
nalintegration statt, iber welche die Zellteilung
(Entwicklung) und die Adaptation der Hyphe in
der Pflanze koordiniert wird. Verschiedene der
von uns identifizierten Regulatoren sind fir die
pathogene Entwicklung absolut notwendig. Ne-
ben dem bE/bW Heterodimer ist Rbf1 der zen-
trale Transkriptionsfaktor, der fur die Regulation
der meisten bE/bW regulierten Gene notwendig
ist. Einer der Rbf1-abhangigen Transkriptions-
faktoren ist Biz1; Biz1 wiederum koordiniert die
Expression wahrend der friihen Infektionsphase
auf der Pflanzenoberflache. Interessanterweise
haben alle diese Regulatoren auch Einfluss auf
die Zellteilung. Das aktive bE/bW Heterodimer
verhindert nach der Zellfusion der Sporidien
eine weitere Teilung der Zellkerne. Dieser Zell-
zyklus-Arrest wird erst aufgehoben, wenn die
Zellen eine Pflanze infizieren. Aber wie kommt
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es zu diesem koordinierten Start der Zellteilung?
Wir konnten zeigen, dass dafur das clp7- Gen
notwendig ist, eines der wenigen direkt vom b-
Kreuzungs-Locus regulierten Klasse-1-Gene.
Das Clp1 Protein wird genau zum Zeitpunkt der
Pflanzenpenetration gebildet und lagert sich
dann an das bW und das Rbf1 Protein an, wo-
durch deren Funktion verédndert und der Zellzy-
klus-Block aufgehoben wird.

Sezernierte Proteine und Pflanzenabwehr
Verschiedene der von uns identifizierten regu-
latorischen Proteine koordinieren die Bildung
von Proteinen, die fir die Infektion der Pflanze
absolut notwendig sind. Diese sogenannten Ef-
fektoren werden von den Pilzzellen sezerniert
und unterdriicken zum Beispiel Abwehrreakti-
onen der Pflanzenzellen, die zum Abtdten der
Pilzzellen fiihren wirden. Wir denken aber auch,
dass U. maydis Effektoren verwendet, um den
Metabolismus seiner Wirtspflanze so umzupro-
grammieren, dass sie ihn mit Zuckern und Stick-
stoffquellen versorgt. Unsere Ergebnisse haben
bereits gezeigt, dass das von U. maydis infizierte
Blattgewebe kaum photosynthetisch aktiv ist.
Stattdessen werden Zucker aus anderen Gewe-
ben zur Infektionsstelle transportiert. Es zeichnet
sich generell ab, dass sich U. maydis wéhrend
der Pathogenese spezifisch an verschiedene
Zelltypen bzw. Gewebe adaptieren muss, was
eine zeitliche und gewebespezifische Expression
von bestimmten Effektoren voraussetzt.

Wir haben insgesamt vier Effektoren identifiziert,
die fir die Proliferation des Pilzes in der Pflanze
essentiell sind. Infektion mit den entsprechenden
Mutanten-Stdmmen fihrt zu verschiedenen
Abwehrreaktionen (Produktion von reaktiven
Sauerstoffmolekilen, Zellulosebarrieren) und
Stresssymptomen der Pflanze, die in Wildtyp-In-
fektionen mit U. maydis nicht beobachtet werden.
Fur zwei der Effektoren konnten wir den Transfer
aus der Pilzhyphe in den Zellkern der Wirtspflan-
ze nachweisen. Wir gehen davon aus, dass U.
maydis mit diesen Effektoren direkt in die Genre-
gulation der Pflanze eingreift und so die Abwehr-
reaktionen gezielt unterdrickt.

Stofftransport wéhrend der pathogenen
Entwicklung

Ein weiterer Schwerpunkt unserer Forschung
ist die Stoffaufnahme wahrend der biotrophen
Wachstumsphase. Wir haben zwei Zucker-
Transporter identifiziert, deren Ausschalten zu
einer drastischen Reduktion der Pflanzeninfek-

tion fuhrt. Der Haupttransportucker in Pflanzen
ist das Disaccharid Saccharose (Rohrzucker).
Bislang ist man davon ausgegangen, dass Pilze
die Saccharose mit dem Enzym Invertase in
die Monosaccharide Glucose (Traubenzucker)
und Fructose (Fruchtzucker) spalten und dann
diese Monosaccharide mit Hexosetransportern
aufnehmen. Wir konnten nun zeigen, dass einer
der von uns identifizierten Transporter, Srt1, die
Saccharose ohne diesen Umweg direkt in die
Pilzzellen transportiert. Freie Glucose ist ndm-
lich fur die Pflanze ein Signal, dass ein Eindring-
ling ihre Saccharose abbaut, was zum Anschal-
ten der Pflanzenabwehr fihrt. Und genau das
scheint U. maydis durch die direkte Aufnahme
zu umgehen.
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4 Unterirdische Symbionten -
die arbuskuldre Mycorrhiza
(Leiterin: Prof. Dr. NATALIA REQUENA,
seit 2005 am KIT)

Die arbuskulare Mykorrhiza (AM) —

ein biologischer Diinger

Die in der Natur allgegenwértige arbuskulére
Mykorrhiza-Symbiose (von altgriechisch mykeés -
Pilz sowie rhiza - Wurzel) ist eine Gemeinschaft
von Pflanzen und Pilzen zu beiderseitigem Nut-
zen. Hierbei dringt der Pilz in die Wurzel ein und
vergrdBert durch sein ausgedehntes Hyphen-
netzwerk den der Wurzel zugénglichen Bereich
im Boden um ein Vielfaches. Somit versorgen die
Mykorrhiza-Pilze ihren Pflanzenwirt mit essenti-
ellen mineralischen Né&hrstoffen wie beispiels-
weise Phosphat oder Stickstoff, die sie aus der
Erde aufnehmen. Die Pflanze gewinnt dadurch
an Vitalitdt, was sich in einem verbesserten
Wachstum &uBert. Zuséatzlich sind kolonisier-
te Pflanzen resistenter gegenlber schadlichen
Pilzen und Bakterien sowie ungunstigen Bedin-
gungen wie Trockenheit, Salz- oder Schwerme-
tallbelastung der Boéden. Im Gegenzug erhélt
der Pilz von der Pflanze Kohlenhydrate aus
deren Photosynthese und kann somit wachsen
und sich fortpflanzen. Tatséchlich werden bis zu
20 % des durch Photosynthese erzeugten Zu-
ckers von der Pflanze an den pilzlichen Partner
abgegeben (Tafel 6, Abb. 7).

Wie Pflanzen und AM-Pilze ,,Handel“
betreiben

Eine Besonderheit der AM-Symbiose ist der ge-
genseitige Nahrstoffaustausch. Die vom Pilzpart-
ner aufgenommenen mineralischen Nahrstoffe
teilt er mit der Pflanze und unterstitzt dadurch
das Pflanzenwachstum. Als Gegenleistung er-
hélt der Pilz von der Pflanze Kohlenhydrate flr
sein eigenes Wachstum. Beide profitieren somit
von ihrer Lebensgemeinschaft. Dreh- und Angel-
punkt des Nahrstoffaustauschs sind die Arbus-
keln. Hier findet auf zellularer Ebene der Né&hr-
stoffhandel statt.

In der Arbeitsgruppe von Professor REQUENA wer-
den zwei Aspekte dieses Nahrstoffaustauschs
genauer untersucht: Zum einen der Transport
von Stickstoff Uber den AM-Pilz zur Pflanze,
zum anderen der Transport von Kohlenhydraten
der Pflanze zum Pilz. Die Forscher konzentrie-
ren sich dabei auf die Charakterisierung von
pflanzlichen und pilzlichen Proteinen, (ber die

die Néhrstoffaufnahme erfolgt. So konnten sie
vor kurzem ein Protein des Pilzes identifizieren,
den Monosaccharidtransporter 2 (MST2), Uber
das der Pilz Zucker von der Pflanze aufnimmt.
Ein weiteres Transportprotein, welches derzeit
detailliert untersucht wird, ist ein pflanzlicher
Ammoniumtransporter (AMT2.2). Dieser wird in
der Symbiose aktiviert und dient der Aufnahme
der vom Pilz gelieferten Stickstoffverbindungen
(Tafel 6, Abb. 8).

Anklopfen oder Tiir eintreten? Arbuskulare
Mykorrhiza-Pilze beherrschen beides

Da Mpykorrhiza-Pilze Gemeinsamkeiten mit
schadlichen Pilzen teilen, ist es fir die Pflanze
essentiell, zwischen Freund und Feind unter-
scheiden zu kdénnen. Diese Erkennung erfolgt
durch eine Art Riechen, die Kommunikation
durch organische Molekule. Neben der Identifi-
zierung pilzlicher Signalstoffe beschéftigt sich
Prof. ReEquena auch mit den molekularen Mecha-
nismen, die das Wachstum des Pilzes innerhalb
der Wurzel ermdéglichen.

Sprich, Freund, und tritt ein

In Folge der Perzeption pilzlicher Signalstoffe pro-
duziert die Pflanze bestimmte Proteine als Fol-
ge einer erhdhten Aktivitdt der entsprechenden
Gene. Solche Gene werden in der Arbeitsgruppe
von Prof. Requena identifiziert und in ihrer Funk-
tion beschrieben. So konnte sie nachweisen,
dass ein steroid-bindendes Protein (MSBP1,
membrangebundenes steroid-bindendes Prote-
in) nach der Erkennung des Pilzes aktiviert wird
und die Aufnahme des Pilzes in die Pflanzenzel-
le férdert. Die Forscher vermuten, dass dies mit
einer regulatorischen Rolle des Proteins auf den
Sterolmetabolismus im Zusammenhang steht.
Sterole sind wichtige Komponenten der zelluldren
Membranen. Da der Pilz beim Wachstum inner-
halb der Wurzelzelle von Membranen der Pflan-
zenzelle umgeben ist, ist eine erhdhte Membran-
synthese in diesem Stadium unabdingbar. Das
identifizierte Protein kénnte somit der SchllUssel
zu einer gesteigerten Sterolsynthese und somit
auch zu einer vermehrten Produktion der not-
wendigen Membranen sein (Tafel 7, Abb. 9).

Und bist du nicht willig, so brauch’ich
Gewalt

Doch der friedliche Schein trigt. Wahrend die
Pflanze ihrerseits die Aufnahme des Pilzes for-
dert, besitzt sie doch ein Immunsystem, das das
Chitin in der Zellwand des Eindringlings erkennt.



FiscHER et al.: Molekulare Mykologie am KIT

Zu ihrer Verteidigung antworten Pflanzen nun
normalerweise mit verschiedenen, fir die Pilze
tédlichen Reaktionen. Die Forscher um NaTALIA
Reauena konnten jedoch zeigen, dass sich ar-
buskulare Mykorrhiza-Pilze &hnlicher Tricks wie
pathogene Organismen bedienen, um das Im-
munsystem der Pflanze zu umgehen. Tatséach-
lich sezernieren die Pilze Proteine, sogenannte
Effektoren, die in die Pflanzenzelle eindringen
und dort die Induktion einer Verteidigungs-
antwort unterwandern. Im Zellkern der Pflanze
bindet ein solcher von der Gruppe identifizierter
Effektor, SP7 (sezerniertes Protein 7), einen
Transkriptions-Faktor (ERF19), der die Aktivi-
tat von Abwehr-Genen beeinflusst. Durch die
Interaktion wird die Transkription der Verteidi-
gungs-Gene verhindert und der Pilz kann unge-
hindert innerhalb der Wurzel wachsen (Tafel 7,
Abb. 10).
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5 Reinen Wein einschenken trotz Pilzattacke
— geht das?
(Leiter: Prof. Dr. PETER Nick, seit 2003 am KIT)

Worum geht es bei unserer Forschung?

Etwa 70 % der in Europa notwendigen Kosten fur
Fungizide gehen auf das Konto des Weinbaus.
Die Weinrebe ist sehr anfallig gegen viele Krank-
heitserreger wie zum Beispiel den Falschen
Mehltau (Plasmopara viticola), den Echten Mehl-
tau (Erysiphe necator) und, seit einigen Jahren
zunehmend problematisch, die Schwarzfaule
(Guignardia bidwellii). Der Aufwand fir che-
mischen Pflanzenschutz ist daher erheblich.
Gibt es keine Alternativen? In Nordamerika hat
sich der Falsche Mehltau gemeinsam mit wilden
Weinarten entwickelt, die offenbar gut mit die-
sem Erreger ,zurechtkommen®. Die Evolution hat
dieses Problem also schon geldst — kdnnte man
nicht die natirliche Artenvielfalt wilder Weinarten
nutzen, um neue Strategien zum Schutz unserer
anfélligen Rebsorten zu entwickeln? Genau dies
wird in der Arbeitsgruppe von Professor Nick in
einer langjéhrigen Kooperation mit dem Staatli-
chen Weinbauinstitut in Freiburg ausgelotet.

Zuriick zu den Wurzeln — Wein,

Wissenschaft und Revolution...

Offen gestanden ist der Ansatz der Forschergrup-
pe gar nicht so neu, sondern knipft an einer span-
nenden Geschichte an, die in Karlsruhe begonnen
hat: FriEDRICH HECKER, der badische Revolutionar
von 1848, emigrierte nach dem Scheitern seiner
politischen Visionen (iber die Schweiz in die USA.
Dort wandte er sich dem wissenschaftlichen Wein-
bau zu. Vor allem die Reblaus, die den Weinbau
hierzulande komplett verwistete, beschéftigte ihn.
In einem langjahrigen Briefwechsel Uberzeugte
er ApoLpH BLANKENHORN, der in Karlsruhe 1868 mit
eigenen Mitteln ein ,Oenologisches Institut* ge-
grindet hatte, ,Amerikanerreben® einzusetzen,
um den Weinbau vor der Reblaus und den neu
eingeschleppten Pilzkrankheiten zu schitzen. Aus
dieser Idee entstand nicht nur das erste Staatliche
Weinbauinstitut in Freiburg, sondern eine lange
Tradition, in der man mit zlichterischen Mitteln so-
genannte pilzresistente Reben (PiWis) erzeugte,
die auch ohne Fungizideinsatz dem Pilzbefall zu
trotzen vermdgen. Gerade wurden wieder sechs
PiWi-Sorten im Beisein von Landwirtschaftsmi-
nister Bonpe zugelassen — PiWi-Sorten sind das
Kernelement des immer populérer werdenden éko-
logischen Weinbaus. Anmerkung am Rande: Ein
Ableger der vor wenigen Jahren in einem tberwu-
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cherten Pavillon in Blankenhorns Weingut im Kai-
serstuhl wieder entdeckten Heckerrebe ist inzwi-
schen im Botanischen Garten des KIT zu sehen.

Wie gehen wir vor?

Grundlage der Untersuchungen ist eine umfang-
reiche Sammlung von Wildreben aus aller Welt,
die im Botanischen Garten aufgebaut wurde und
die inzwischen fast alle Arten der Gattung Vitis
(Weinreben) umfasst. Zunachst einmal soll ver-
standen werden, wie sich Wildreben gegen die-
se Pilzkrankheiten zur Wehr setzen. Dabei wur-
de festgestellt, dass unsere anféllige Kulturrebe
durchaus ahnliche Abwehrreaktionen zeigt wie
resistente Wildarten aus Nordamerika und Asien.
Sie reagiert jedoch zu spat, so dass der Erreger
schon nicht mehr zu besiegen ist. Die resistenten
Wildarten sind also offenbar schneller alarmiert
und kénnen ihre Abwehr schneller mobilisieren.
Wenn wir wussten, wie sie den Erreger wahr-
nehmen, kdnnten wir daraus eine Art ,Impfung®
entwickeln, um auch bei unserer Kulturrebe die
Abwehrreaktionen zu beschleunigen.

Wenn man etwas bekdmpfen will, dann muss man
es erst einmal sehr gut kennen lernen. Daher wird
der Lebenslauf des Falschen Mehltaus sehr ge-
nau untersucht. Dies ist nicht ganz einfach, da sich
das meiste im Innern des Blattes abspielt, so dass
modernste mikroskopische Verfahren eingesetzt
werden miissen, um den Pilz sichtbar zu machen.
Bei diesen Untersuchungen wurde eine Art ,che-
mischer Dialog“ entdeckt, mit dem der Erreger die
Weinpflanze Uberlistet und in die Blétter eindringt.
Wenn es gelénge, die ,Worte* dieses ,Dialogs” zu
verstehen, kénnte der ,chemische Dialog® so be-
einflusst werden, dass es zu ,Missverstandnissen”
kommt und der Falsche Mehltau so lange behindert
wird, bis die Kulturrebe ihre Abwehr mobilisiert hat.

Was ist dabei herausgekommen?

Vor allem fur den Falschen Mehltau wurden in-
zwischen sehr genaue Einblicke in die einzelnen
Schritte des Befalls gewonnen. Die Daten wurden
in ein Vorhersageprogramm des Weinbauinstituts
Freiburg eingegeben und helfen nun den Winzern
dabei, den besten Zeitpunkt fir die Spritzung zu
bestimmen und so die Menge an Fungiziden zu
vermindern — es dauert nédmlich nur knappe 15
Minuten, bis die geschliipften Sporen die Spalt-
6ffnungen der Pflanze gefunden haben und dann
im Innern des Blattes verschwinden, wo ihnen
Fungizide recht wenig anhaben kénnen.

In evolutionsbiologischen Untersuchungen kam
es zu einer Uberraschung: Auf chinesischen

Wildreben finden die Sporen die Spaltéffnungen
nicht mehr und kénnen nicht in das Blatt eindrin-
gen. Sie versuchen dann, auf der Oberflache zu
wachsen, gehen aber nach wenigen Tagen ein.
Offenbar werden sie durch den ,Mundgeruch der
Pflanze” zu den Spaltéffnungen gelenkt. In Zu-
sammenarbeit mit Prof. BoLano vom Max-Planck-
Institut fir Chemische Okologie in Jena konnte
mithilfe hochempfindlicher ,chemischer Nasen®
(Gaschromatographie in Verbindung mit zweidi-
mensionaler Massenspektrometrie) der ,Mund-
geruch® identifziert werden — ein kleiner Aldehyd
namens Nonanal. Dieser ensteht bei der Bildung
von Spaltéffnungen, weil an dieser Stelle die
Cuticula, eine luftdichte Schicht auf der Blatto-
berflache, abgebaut wird, um den Gasaustausch
fir die Photosynthese méglich zu machen. Bei
den chinesischen Wildreben scheint Nonanal
auch noch an anderen Stellen zu entstehen, was
die Sporen ,verwirrt“. Als Probe aufs Exempel
wurden die hochanfélligen Blétter des ,Muller-
Thurgau’ mit Nonanal parfimiert und siehe da
— die Blatter waren nun auf einmal gegen den
Falschen Mehltau gefeit (Tafel 8, Abb. 11).

Mehr oder weniger zuféllig entdeckten wir im Rah-
men eines Erhaltungsprojekis des Botanischen
Gartens, dass einige Sippen der fast ausgestor-
benen Europaischen Wildrebe (Vitis vinifera silve-
stris), der Stamm-Mutter unserer Weinrebe, eben-
falls Gber diesen ,Trick“ verfligen. Gemeinsam
mit dem Julius-Kuhn-Institut in Siebeldingen wird
nun versucht, diesen ,Trick“ lber Kreuzung in den
,WeiBburgunder* einzubringen. Da das Erbgut der
Weinrebe inzwischen vollstandig sequenziert ist,
gibt es zahllose Marker, mit denen man schon
in den S&mlingen dieser Kreuzung vorhersagen
kann, welche Eigenschaften sie als ausgewach-
sene Pflanzen haben werden (die Technik ist
dieselbe, wie man sie beispielsweise beim Vater-
schaftstest einsetzt). Durch solche molekularbiolo-
gischen ,Vaterschaftstests” muss man nicht mehr
viele Jahre warten, bis die Reben ausgewachsen
sind, sondern kann viel Zeit einsparen. Das ist
auch notwendig — die Natur schlaft namlich nicht.
Schon gibt es die ersten Stdimme des Falschen
Mehltaus, die auf PiWis wachsen kdénnen.
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Actin cable

Abbildung 1. So genannte Zellendmarkerproteine bestimmen die Wachstumsrichtung von Schimmelpilzen. a) Ko-
lonie von Aspergillus (Emericella) nidulans und einer Mutante, in der ein Zellendmarker fehlt (rechte Kolonie).
Obwohl das Wachstum der Kolonie nicht beeintrachtigt ist (Durchmesser ca. 1 cm nach zwei Tagen), wachsen die
Hyphen der Mutante (unten rechts) in Kurven. Die Hyphen haben in beiden Féllen einen Durchmesser von ca. 3 ym.
b) Lebende A. nidulans-Hyphenspitze im Fluoreszenzmikroskop. TeaR und TeaA wurden mit fluoreszierenden Pro-
teinen markiert, so dass man sie in der lebenden Zelle beobachten kann. ¢) Schema einer Hyphenspitze und der
Anordnung der Zellendmarkerproteine, die als farbige Kugeln dargestellt sind. Mikrotubuli (MT) transportieren die
Proteine wie z.B. TeaA zur Spitze, wo sie in der Membran verankert werden und die Bildung des Aktincytoskeletts
ermdglichen. Die Aktinkabel dienen dem Transport der sekretorischen Vesikel. Bilder aus Konzack et al. (2005),
FiscHER et al. (2008) und TakesHITA et al. (2008).
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Abbildung 2. Lichtwahrnehmung bei Aspergillus nidulans. A. nidulans passt sich nicht nur physiologisch an die unter-
schiedlichen Bedingungen an, sondern auch morphologisch. Im Dunkeln bilden Fruchtkérper (Cleistothecien) sexuelle
Sporen, die sogenannten Ascosporen. Im Licht wird ein anderes Entwicklungsprogramm initiiert, die asexuelle Spo-
renbildung. Die Sporentréger (Konidiophoren) bilden tausende von vegetativen Sporen (Konidien), die der schnellen
Verbreitung dienen. Die Ascosporen hingegen sind Dauerformen, mit denen A. nidulans jahrzehntelang tGberdauern
kann, bevor die Sporen unter glinstigen Bedingungen wieder auskeimen. Das Bild wurde entnommen aus RobRrIGUEZ-
Rowmero et al. (2010).

Abbildung 4. Hydrophobine sind den Konidien von Aspergillus nidulans aufgelagert. a) Rasterelektronenmikrosko-
pisches Bild eines Sporentrégers. b) VergréBerte rasterkraftmikroskopische Aufnahme der Konidienoberflache. Die
strohballenartige Anordnung der wenige Nanometer dicken Hydrophobinfilamente ist erkennbar.
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Abbildung 3. Alternaria alternata und die Bildung von Alternariol. a) Zwei Beispiele von befallenen Lebensmitteln. b)
A. alternata bildet eine Vielzahl von Toxinen und anderen Sekundarmetaboliten. Beispiele sind Alternariol, Alternariol-
Methylether (engl. alternariol-methyl ether) und Altertoxin I. Die Formeln sind in Teil b dargestellt. Die Toxine kénnen ex-
trahiert und in Dlinnschichtchromatographie aufgetrennt werden. Viele Verbindungen fluoreszieren und kdénnen leicht
in UV-Licht visualisiert werden. A. alternata wurde im Dunkeln unter WeiB3-, Blau- und Rotlichtbedingungen kultiviert,
bevor die Toxine extrahiert wurden. Je drei Kulturen wurden untersucht. Unter Blau- und WeiBlichtbedingungen kommt
es zu einer Steigerung der Alternariolbildung. Die Bilder von Tomate (MicHeLLE GRABOwsKY, University of Minnesota)
und Md&hren wurden hier entnommen: http://www.extension.umn.edu/gardeninfo/diagnostics/vegetable/tomato/fruit-
spots.html; http://ogb.lk-tirol.at/index.php?id=280&topld=105.
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Abbildung 5. Ustilago maydis. a) Mit U. maydis infizierter Maiskolben. Einzelne Maiskdrner sind stark vergréBert und
mit schwarzen Sporen geflllt. b) Fusion von U. maydis-Sporidien auf Aktivkohle-haltigen Agar-Platten. Die beiden
U. maydis-Stamme FB1 (a1b7) und FB2 (a2b2) wurden entweder alleine oder in Kombination auf die Medienplatten
getropft. Nur wenn sich die beiden Kreuzungstyp-Loci unterscheiden, kommt es zu Zellfusion und Bildung des Fila-
ments, was an der weif3 erscheinenden Koloniefarbe ersichtlich ist. c) Infektionsstruktur von U. maydis. Eine markierte
Hyphe, die das ,Grin Fluoreszierende Protein“ (GFP) exprimiert, bildet auf der Pflanzenoberflache eine Verdickung
(Appressorium) und penetriert die Kutikula der Pflanzenzelle (Pfeil). d1), d2) Wachstum von U. maydis-Hyphen im
Pflanzengewebe. Hyphen sind durch Expression von GFP sichtbar gemacht. Die Pflanzenzellen erscheinen lila.
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Abbildung 7. Pilzhyphen innerhalb der Wurzel. a) Der Pilz dringt in die Wurzel ein und wéchst dort zunéchst zwischen
den Zellen. Die Ubersichtsaufnahme einer Wurzelspitze zeigt die massive und intensive Interaktion der Wurzel mit dem
Pilz. b) Ausschnitt vom Wurzelkortex. In den Zellen bildet der Pilz durch vielfache Verzweigung die bAumchenartigen
Arbuskeln. Hier werden die Néhrstoffe in der Symbiose ausgetauscht. Die Pilzhyphen sind mit Tinte angeférbt. Mess-
balken 100 pm.

H,0 & Mineralische
Nihrstoffe (Phosphor,
Stickstoff, Schwefel)

Abbildung 8. Austausch von Nahrstoffen in der AM-Symbiose. a) Der Pilz nimmt mineralische N&hrstoffe im Boden
auf und transportiert sie zur Pflanze. Dafir erhélt der Pilz Zucker aus der Photosynthese der Pflanze. b) Schema der
Lokalisation des pflanzlichen Ammoniumtransporters AMT2.2 und des pilzlichen Zuckertransporters MST2 in einer
arbuskelhaltigen Pflanzenzelle. Verandert nach HeLser et al. (2011).
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Pflanzliche Membran
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Rilzhyphen Wourzelzellen

Abbildung 9. Die Aktivierung des Gens MSBP1 fordert das intrazellulare Wachstum des Pilzes. a) Das Gen MSBP1
wird nach Perzeption pilzlicher Signale aktiviert. Die Genaktivitat ist mit Hilfe des ,Grin Fluoreszierenden Proteins”
(GFP) nachweisbar. b) Intrazellulére Strukturen des Pilzes sind von pflanzlichen Membranen umgeben. MSBP1 fordert
die Bildung von Sterolen, die fiir die Synthese der Membranen benétigt werden. Die Wurzel ist ca. 1 mm im Durchmes-
ser. Verandert nach Kukn et al. (2010).

b Filzhyphe

Abbildung 10. Das Effektor-Protein SP7 manipuliert das Immunsystem der Pflanze. a) Mikroskopisches Bild einer Wur-
zel, die mit Magnaporthe grisea (durch GFP-Expression griin visualisiert) infiziert ist. Dieser Pilz wurde gentechnisch
so veréndert, dass er das Mykorrhizaprotein SP7 produziert. Das rot-markierte Protein-SP7 wird vom Pilz sezerniert
und dringt in die Pflanzenzelle ein. Dort ist es im Zellkern lokalisiert. b) Modell der SP7 Funktion. Das Chitin der pilz-
lichen Zellwand wird von Rezeptoren der Pflanzenzelle erkannt und fiihrt zur Aktivierung von Abwehr-Genen durch
den Transkriptionsfaktor ERF19. Der Effektor SP7 wird vom Pilz sezerniert und dringt in den Zellkern der Pflanze ein.
Dort interagiert er mit ERF19 und unterdriickt die Aktivierung einer Immunantwort der Pflanze. Abbildung verandert
nach KroppHoLz et al. (2011).
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