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Kurzfassung

Der Wurzelendophyt Piriformospora indica wurde 1997 in der indischen Halbwiste Thar
entdeckt. In entsprechenden Untersuchungen konnten Dbei verschiedenen Pflanzenarten
wachstumsfordernde Eigenschaften dieses Endophyten beobachtet werden, die in vieler Hinsicht
den arbuskularen Mykorrhiza-Pilzen &hnlich sind. Im Gegensatz zu den Mykorrhiza-Pilzen l&sst
sich dieser Pilz axenisch kultivieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wechselwirkungen
von P. indica mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana und der Kulturpflanze Solanum
lycopersicum  (Tomate) der Sorte  Moneymaker in  Zusammenhang mit dem
Wurzelgallennematoden Meloidogyne incognita zu untersuchen und direkte oder systemische
Wirkungen des Pilzes auf diesen Schadorganismus zu charakterisieren.

Die Besiedelung von Pflanzenwurzeln mit P. indica fiihrte bei Arabidopsis unter
Langtagbedingungen zu einer signifikanten Forderung des Pflanzenwachstums. Der Effekt fuhrte
zu einer friheren Bildung der Schoten, einer erhdhten Schotenanzahl und einer Ertragsteigerung.
Die Besiedlung von Tomatenwurzeln unter Langtagbedingung durch den Pilz hatte eine
signifikante Reduktion der Bildung von Wurzelgallen durch M. incognita zur Folge. Die
Untersuchungen bei Arabidopsis bestatigten diesen Befund und ergaben weiter, dass es sich hier
um einen systemischen Effekt handeln muss. In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass
auch Kulturfiltrat des Pilzes Effekte hinsichtlich der Férderung des Wachstums wie auch einer

Reduktion des Nematodenbefalls an Tomatenwurzeln zeigt.



Abstract

Piriformospora indica, an endophytic fungus has been isolated in 1997 in Thar Desert in India.
Subsequently, a growth promoting effect of this endophytic fungus, which is similar to that of
mycorrhizal fungi, could be observed in various plant species. But compared to mycorrhizal fungi,
it is possible to cultivate this fungus axenically. The objective of the present work was to
determine the interactions of the fungus with Arabidopsis thaliana and tomato cf. Moneymaker
also in combination with the root-knot nematode Meloidogyne incognita both directly and
systemicly. The colonization of roots with P. indica under long-day conditions led to significant
plant growth promotion. The effect on A. thaliana demonstrated an earlier development of siliques,
an increased number of siliques and an increase in yield. The existence of a systemic plant
resistance against M. incognita in Arabidopsis plants colonized by the fungus could be confirmed.
Further evidence was provided on the effect of fungus culture filtrate to induce growth promotion

in tomato plants and to interfere with nematode infection in tomato roots.



1. Einleitung

1.1 Maoglichkeiten zur Bekampfung von Nematoden durch Einsatz
antagonistischer Mikroorganismen

Wegen der Abhéngigkeit der Menschen von einer erfolgreichen Ernte konnten Pflanzenschédlinge
schlimmstenfalls Hungersnéte und Massenvergiftungen auslésen. Die intensive Nutzung der
Ackerflache in der modernen Landwirtschaft und im Gartenbau fiihrt hdufig zum Einsatz von
chemischen  Pflanzenschutzmitteln zur  Bekampfung von  Pflanzenschadlingen und
Pflanzenpathogenen wie Nematoden. Die Anwendung von Nematiziden bietet allerdings nur eine
kurzfristige Losung und zeigt keine nachhaltige Wirkung auf die Nematoden. AuRerdem fiihrt sie
zu einer starken Belastung von Wasser und Boden und ist damit 6kologisch nicht vorteilhaft.
Daher hat die Palette zugelassener Nematizide aus 6kologischen und toxikologischen Grinden
drastisch abgenommen (ANONYM, 1997). Schlieflich fuhrt die haufige Anwendung von
Nematiziden auch zur Bildung von resistenten Schadlingspopulationen.

Das Prinzip des biologischen Pflanzenschutzes besteht darin, durch eine gezielte Forderung oder
Ausbringung von Antagonisten bzw. Nutzorganismen Schaderreger zu unterdriicken (KERRY,
1990).

Seit mehr als 100 Jahren arbeitet man mit pilzlichen Antagonisten gegen phytopathogene
Nematoden. Dazu gehdren auch nematodenfangende Pilze der Gattung Arthrobotrys. Trotz dieser
relativ langen Forschungszeit ist jedoch ein groRerer praktischer Erfolg noch nicht erreicht,

insbesondere wegen der unzureichenden Wirkung und der geringen Wirkungssicherheit.

1.2. Die Lebensweise von Endophyten

Endophyten sind Pilze oder Bakterien, die ihr gesamtes Leben oder wenigstens einen Teil ihres
Lebenszyklus in einer Pflanze verbringen. Dabei kdnnen sie das Gewebe der Pflanze intra- oder
interzellulér besiedeln. Ebenso kann die Besiedlung lokal oder systemisch sein und je nach Ort der

Besiedlung unterschiedliche Effekte bei der Pflanze hervorrufen.



Typischerweise verursachen die Endophyten keine Krankheitssymptome bei der Pflanze; ist diese
jedoch geschwécht, d.h. unter Stressbedingungen, kénnen Infektionen auftreten. Haufiger sind
jedoch die fur die Pflanze positiven Effekte, die ein Endophyt bewirken kann. Dazu gehoren
Wachstumsforderung, Widerstandsfahigkeit gegen Umwelteinflisse und der Schutz vor

Phytopathogenen und FraRfeinden.

1.2.1 Bekampfung durch pilzliche Endophyten

Pilzliche Endophyten und andere Pilze wie Trichoderma harzianum, T. koningii und Gliochladium
virens zeigten sich effektiv bei der Bekdmpfung von Meloidogyne javanica (PARVEEN et al., 1993).
Nach ZUCKERMAN et al. (1994) verminderte ein Isolat von Aspergillus niger (PD-42) die Intensitét
der Vergallung durch M. incognita an Tomate und Paprika sowohl im Gewdachshaus als auch im
Freiland. Weiterhin reduzierte dieses Isolat die Populationen von Rotylenchulus reniformis im
Freiland. Als Nematizidkomponente der Kulturfiltrate von Aspergillus niger sind Zitronenséure (3-
Carboxy-3-hydroxy-pentan-1,5-disdure), Oxalsdure (Ethandisdure) und nicht n&her bestimmte
Molekule, die ein Molekulargewicht von mehr als 8000 haben, genannt (ZUCKERMAN et al., 1994).
Die Aktivitat und Wirksamkeit antagonistischer Pilze wird durch N&hrstoffangebot, Temperatur,
Licht und Feuchtigkeit beeinflusst (BELDER & JANSEN, 1994).

Endophytische Pilze gehen eine sehr enge Beziehung mit der Pflanze ein. Diese Art der Symbiose
hat Auswirkungen auf die Pathogenese verschiedener Wirt-Parasit-Interaktionen, die sich in einer
Forderung oder Hemmung manifestiert. HALLMANN (1994) testete endophytische Pilze wie
Fusarium oxysporum, Chaetomium funicola und Colletotrichum coccodes gegen M. incognita an
Tomate. 20% der gepruften Isolate reduzierten die Gallenbildung um bis zu 50%. Die beste
Wirkung wurde durch Fusarium oxysporum Isolat 162 erreicht.

Durch Vorinokulation der Kulturpflanze mit arbuskuldren Mykorrhizapilzen (AM) konnte eine
nachhaltige Einschrankung der Nematodenpopulation erzielt werden (KRISHNA-PRASAD, 1991;
OsMmAN et al.,, 1991). SIKORA (1978) berichtete (ber eine Verlangsamung der Meloidogyne-
Entwicklung durch Einsatz von Mykorrhizapilzen an Tomate. Weiterhin konnten SURESH et al.
(1985) eine Unterdrickung der Gallenbildung sowie eine Reduzierung der Riesenzellen
beobachten. SALEH & SIKORA (1984) konnten durch Einsatz von Mykorrhiza Glomus fasciculatum

eine beachtliche Befallsreduzierung von Meloidogyne incognita erreichen. COOPER & GRANDISON



(1987) erzielten eine deutliche Verminderung der Nematodenanzahl durch Zugabe von AM zu
Meloidogyne hapla-empfindlichen Tomatensorten. Nach AHMED & ALSYED (1991) reduzierte
Glomus macrocarpus die Gallenanzahl von M. incognita bei Kuherbse (Vigna sinensis).

Als Wirkungsmechanismen von AM werden die bessere Nahrstoffaufnahme der behandelten
Pflanzen, insbesondere von Phosphor (AHMED & ALSYED, 1991) und Verdnderungen der
Wurzelexsudate, die weniger anlockend auf Nematoden wirken, diskutiert (AHMED & ALSYED,
1991). Weiterhin konnte DUGASSA-GUBBENA (1995) eine hohere Phytohormonproduktion bei
behandelten Pflanzen als bei unbehandelten Pflanzen nachweisen. Neuerdings wird auch eine
mogliche Induzierung von Resistenz bzw. Verminderung der Pradisposition der Kulturpflanze
gegen Krankheitserreger diskutiert (COOPER & GRANDISON, 1987). Allerdings ist ihr Einsatz im
groBen Malistab wegen Schwierigkeiten bei der Massenvermehrung und durch teilweise hohe

Wirtsspezifitat eingeschrankt.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion mit und die Auswirkungen des Wurzelendophyten
P. indica auf die Pflanzen Arabidopsis thaliana und Tomate (Solanum lycopersicum c.f. -
Moneymaker) zu charakterisieren. Es sollten zundchst die Auswirkungen auf das Wachstum, die
Entwicklung und den Ertrag dieser Pflanzen untersucht werden. Der Einfluss von P. indica auf die
Interaktion der Pflanze mit dem Erreger des Wurzelgallennematoden M. incognita in sowohl
systemischer und als auch direkter Beziehung vom Schad- und Nutzorganismus stellte einen
weiteren Untersuchungsschwerpunkt dar. Die Funktion vom Pilzkulturfiltrat in dieser Interaktion

wurde in einem weiteren Versuch untersucht.



2 Organismen

2.1 Piriformospora indica

Piriformospora indica wurde 1997 in der indischen Thar-Halbwiste entdeckt. Aufgrund der
charakteristischen birnenférmigen Form seiner Chlamydosporen bekam er seinen Namen. Durch
rDNA Sequenzierungen wurde er der Formgattung Rhizoctonia aus der Gruppe der
Hymenomyceten (Basidiomycota) (VERMA et al., 1998) und vor kurzem einer neu definierten
Ordnung, den Sebacinales, zugeordnet (WEiss et al., 2004). Diese Gruppe beinhaltet Organismen,
welche mit Pflanzen einer breiten Vielfalt an Mykorrhiza-Symbiosen wie Ektomykorrhiza,
orchidoide Mykorrhiza oder ericoide Mykorrhiza bilden.

Piriformospora indica besiedelt Wurzeln von Pflanzen aus den verschiedensten phylogenetischen
Gruppen (VARMA et al., 1999). Durch inter- und intrazellul&dres Hyphenwachstum breitet er sich in
der Wurzel aus und ist sowohl in der Rhizodermis, als auch dem &uReren Kortex der Wurzel zu
finden. Chlamydosporen werden sowohl innerhalb des Wurzelgewebes, als auch extern in der
Umgebung der Wurzel gebildet (VARMA et al., 1998). Die Hyphen sind mit 0,7-3,5um
Durchmesser sehr viel dinner als die der AM-Pilze. In Interaktionen von P. indica mit
verschiedenen Dactylorhiza spp. konnte die Ausbildung einer funktionellen Orchideenmykorrhiza
festgestellt werden (BLECHERT et al., 1998). Andererseits zeigte P. indica in der Interaktion mit
Mais- und Medicago truncatula auch nekrotrophen Charakter (RHoDY, 1999; FRANKEN et al.,
2000).

Der am deutlichsten hervortretende und bisher meist beschriebene Effekt ist der Einfluss des
Wourzelendopyhten auf das Wachstum der Pflanzen. Dieser wachstumsférdernde Effekt wurde
bereits in vielen dikotylen Pflanzen wie Tabak, Petersilie, Pappel (VARMA et al., 1999) und
M. truncatula, als Modellpflanze innerhalb der Leguminosen (ACHATz, 2002), beschrieben. Aber
auch bei der monokotylen Pflanze Zea mays oder in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana, die
keine AM-Entwicklung zul&sst, konnte dieser Effekt beobachtet werden (VARMA et al., 1999;
PESKAN-BERGHOFER et al., 2004). Die Wachstumseffekte sind nicht nur auf junge Pflanzen
beschrankt, sondern haben einen positiven Einfluss auf den spéteren Ertrag. In entsprechenden

Untersuchungen wurden unter Freilandbedingungen unterschiedliche Gerstenkultivare in
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Mitscherlichgefalen kultiviert, um die Entwicklung der Pflanzen wie auch verschiedene
Ertragsparameter zu analysieren. P. indica besiedelte Pflanzen wiesen einen um bis zu 11%
erhohten Kornertrag auf, der sich vor allem auf eine héhere Ahrenanzahl zuriickfiihren l4sst
(WALLER et al., 2005).

Welche Mechanismen hinter den wachstumsfordernden Effekten des Pilzes liegen ist bisher noch
nicht geklart. Ein negativer Effekt wurde das erste Mal 2005 durch Kaldorf et al. (KALDORF et al.,
2005) beschrieben. In Abhéngigkeit von den Kulturbedingungen, d.h. bei Ammonium als
Stickstoffquelle im Medium des Pilzes, zeigten Pappelblétter auf Kulturmedium bei Anwesenheit
von P. indica Nekrosen. In Untersuchungen mit Wurzel- und Blattpathogenen zeigten sich starke
bioprotektive Effekte von P. indica. Die erhdhte Resistenz gegeniiber dem Gerstenmehltau
Blumeria graminis f. sp. hordei dient dabei als Ausgangspunkt fur die Untersuchung der zugrunde
liegenden Mechanismen der Resistenzinduktion. Das Potential des Pilzes an Resistenzinduktion
gegen nekrotrophischen Pilz Fusarium culmorum und auch induzierte Toleranz gegen Salz-Stress
in der Gerste wurden auch bewiesen (WALLER et al., 2005).

Aufgrund seiner Herkunft, der Verwandtschaft und den Einflissen, die P. indica durch seine
Besiedelung auf die Pflanzen ausubt, wurde er in seiner Funktion h&ufig mit arbuskuléren
Mykorrhizapilzen verglichen (VARMA et al., 1999; SINGH et al., 2000; VARMA et al., 2000a). So
konnte die Erhéhung der Transkriptmenge der Nitratreduktase in Wurzeln und Spross besiedelter
A. thaliana Pflanzen ein Hinweis fiir die Unterstuitzung der Stickstoffzufuhr darstellen (SHERAMETI
etal., 2005).

Die  Moglichkeit zur axenischen  Kultur und die damit verbundenen guten
Untersuchungsbedingungen im Gegensatz zu den obligat biotrophen arbuskuléren
Mykorrhizapilzen machen P. indica sehr interessant fiir die Grundlagenforschung aber auch fir

praktische Anwendung.

2.2 Meloidogyne incognita (Schaden, Bedeutung und
Lebensweise)

Wurzelgallennematoden wurden zum ersten Mal von BERKELEY (1855) an Gewachshausgurken

beschrieben. Wurzelgallennematoden sind obligate, sedentdare Wurzelparasiten. Global gesehen
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sind Meloidogyne spp. die weltweit verbreitetste und wirtschaftlich bedeutendste Gruppe
pflanzenparasitarer Nematoden, gefolgt von den Gattungen Pratylenchus und Heterodera (SASSER,
1977). Im WeltmaRstab wird der wirtschaftliche Schaden durch Nematoden auf 10% geschéatzt
(SasseRr, 1971). Auf stark verseuchten Feldern treten nicht selten Ertragsverluste von ber 50%
auf, in Einzelféllen ist Totalverlust moglich (DECKER & FRITZSCHE, 1991). Weiterhin kénnen
Nematoden den Anbau von bestimmten Dauerkulturen auf stark verseuchten Flachen verhindern.
Bis heute sind etwa 80 verschiedene Arten der Gattung Meloidogyne bekannt (STURHAN,1995).
Die Nematoden schéadigen die Pflanzen durch mechanische Verletzungen, Entzug von Wasser und
Né&hrstoffen und somit durch Verlangsamung ertragsbildender Prozesse. Mit M. incognita
befallene  Pflanzen zeigen an oberirdischen  Pflanzenteilen  Wachstumsdepressionen,
Welkeerscheinungen - insbesondere wahrend der heillen Stunden des Tages - und Gelbfarbungen
der Blatter. Stark befallene Pflanzen konnen eingehen. Wie der Name Wurzelgallennematoden
(root-knot nematodes) besagt, verursacht M. incognita Gallen (knots) an den Wurzeln anfélliger
Pflanzen. Darlber hinaus bieten von dieser Nematodenart verursachten Schaden anderen
bodenbirtigen Krankheitserregern Eintrittséffnungen. Nicht selten bilden Nematoden mit
Krankheitserregern aus der Gruppe der Bakterien und Pilze Krankheitskomplexe (TAYLOR, 1990),
d.h. es kommt zu synergistischen Schadigungen der Kulturpflanzen, die bis zur Aufhebung einer
vorhandenen Resistenz der Pflanze gegen bestimmte Erreger fuhren kénnen. So kann die Art
M. incognita z. B. in synergistischer Assoziation mit anderen Nematoden wie Rotylenchus
reniformis in Tomatenwurzeln (KHAN et al., 1985) auftreten.

M. incognita vermehrt sich parthenogenetisch. In der Regel werden Mannchen nur bei schlechten
Nahrungs- (TRIANTAPHYLLOU, 1960) oder ungunstigen Klimabedingungen gebildet (LAUGHLIN et
al., 1969). Die Temperatur ist ein wichtiger Faktor fiir die Embryoentwicklung und das Schltpfen
von allen Meloidogyne Arten (HUANG & PEREIRA 1994).

M. incognita Individuen besitzen keine Uberdauerungsform wie die meisten Pilze und Bakterien.
Trotzdem konnen die Eier bis zu zwei Jahre im Boden (berlebensfahig bleiben (HASSAN et al.,
1993). Wurzelgallennematoden haben mehrere Generationen innerhalb einer Vegetationsperiode,
weshalb sie eine hohe Populationsdynamik aufweisen. Ihre Vermehrung wird von Umweltfaktoren
wie Feuchtigkeit, Temperatur und Wirtspflanzenart beeinfluBt (ABRANTES & SANTOS, 1990). Die
Temperatur steuert z. B. die Populationsdynamik dieser Nematoden durch Beeinflussung der

Entwicklung der Eier (GOODELL & FERRIS, 1989), der Aktivitdt des 2. Larvenstadiums (J2) im
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Boden und des Eindringens in die Wurzel (GOODELL & FERRIS, 1989). Weiterhin wird das
Wachstum, die Entwicklung und die Vermehrung der Larven durch die Temperatur reguliert, auch

nachdem sie sich in den Wurzeln niedergelassen haben (ROBERTS, 1987).

2.3 Arabidopsis thaliana

Das einjéhrige, zur Familie der Brassicaceae zahlende Wildkraut Arabidopsis thaliana ist
besonders geeignet fur klassische und molekular-genetische Studien. Mit der Identifizierung und
Charakterisierung von Genen dieser Modellpflanze sollen neue Kenntnisse Uber verschiedenste
Stoffwechselprozesse,  morphologische ~ Merkmale,  Anpassungen  an  verschiedene
Umweltbedingungen, Genregulations- und DNA-Reparaturprozesse und Abwehrreaktionen
gegenuber Krankheitserregern in héheren Pflanzen gewonnen werden.

Arabidopsis ist fast ausschliel3lich autogam, so dass reine Linien leicht hergestellt werden kénnen.
Das aus nur 5 Chromosomen bestehende kleine Genom hat einen geringen Anteil an repetitiven
Sequenzen. Von grolRer Wichtigkeit fur genetische Studien sind aber auch die hohe
Reproduktionsrate (bis zu 10.000 Samen pro Pflanze), das schnelle Reifen der Samen (Samenreife
nach 4 - 6 Wochen) und der geringe Platzbedarf. Verschiedene in vitro und in planta
Transformationsmethoden fur Arabidopsis sind etabliert. Flr die Erzeugung von Mutanten zur
gezielten Untersuchung bestimmter Phanotypen werden sowohl die physikalische und chemische
Mutagenese als auch die Insertionsmutagnese und der Einsatz von Transposonsystemen
angewendet.

Seit 1996 wurde im Rahmen der ‘Arabidopsis Genome Initiative’ (AGI) an der ersten
Entschlisselung des gesamten Genoms einer hoheren Pflanze gearbeitet. Die vollstdndige
Sequenzierung des Genoms von A. thaliana wurde im Dezember 2000 als Ergebnis der
Kooperationsarbeit von Uber 40 Laboratorien in Europa, den USA und Japan erfolgreich
abgeschlossen. Insgesamt konnten 25.498 Gene identifiziert werden, die Proteine aus 11.000
Proteinfamilien codieren. Der Anteil an Duplikationen einzelner Gene oder gréfierer Segmente ist
mit ca. 60 % sehr groR im Vergleich zum Genom von Drosophila melanogaster und
Caenorhabditis elegans, zwei weiteren vollstandig sequenzierten, eukaryotischen Genomen. Da

diese Modellpflanze sich sehr gut als Wirtspflanze flir beide zu untersuchenden Organismen
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eignet, sowohl fiir P. indica als auch M. incognita, wurde in dieser Arbeit Okotyp Columbia
verwendet.

2.4 Tomate

Die Tomate steht heute unter den Nahrungsmittelpflanzen der Erde sowohl im Hinblick auf die
Produktion als auch auf die Anbauflache etwa an 10. Stelle (KrRug, 1991). Die Sorte Moneymaker,
wurde in den Versuchen dieser Arbeit verwendet.
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3 Material und Methoden

3.1 Kultivierung von Arabidopsis thaliana

Die Arabidopsis Samen wurden fur die Versuche in der Petrischale nach der
Oberflachesterilisation (durch 10 min. Eintauchen in 5% Calciumhypochlorid Ca(OCIl), gefolgt
von 70% Ethanol fur 5 Min. und dreimal in sterilem, destiliertem Wasser) auf die Petrischalen,

befullt mit Knop Medium, ausgelegt.

3.2 Kultivierung von Tomate

Die Samen wurden vor der Aussaat in NaOCI-Lésung mit 2% aktivem Chlor 5 Minuten sterilisiert
und anschliefend dreimal mit dem sterilen, destillierten Wasser gewaschen. Danach wurden die
Samen in géartnerischem Erdsubstrat in Topfen, auf dem Kulturmedium oder in Petrischalen mit

MS-Medium (Murashige & Skoog) ausgesét.

3.3 Kultivierung von Piriformospora indica

Der Pilz, P. indica, kann auf einer breiten Strecke der synthetischen einfachen und komplizierten
Mittel mit Saccharose oder Glukose als Carbonenergiequelle axenisch gewachsen werden.
Massenbearbeitung des Pilzes kann auf vereinfachter Suppekultur leicht erzielt werden. Das
Wachstum wird gut zwischen 25-35°C und pH 5.8 erreicht. Es wurden hierflir verschiedene

Versuche unterschiedliche Nahrmedien als Stammkultur fir P. indica herangezogen:

e Flussiges Malz-Extrakt Medium:
In diesem Medium waéchst der Pilz sehr schnell und Uppig. Dazu wird ein Sttick vom Pilzmyzel aus
dem festen PDA-Medium (Potato Dextrose Agar) ausgestochen und durch eine vorher

abgeflammte Nadel ins vorher autoklaviertes flissiges Malz-Medium tberimpft. Das Medium ist
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in einem Erlenmeyer und wird mit einem Watte-Stopfenverschlossen und im 28 C° Schrank auf
einem Schiittler, eingestellt auf 200 rpm, inkubiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde von der in diesem Medium gewachsenen Myzelmasse (14 Tagen
nach der Uberimpfung) das Inokulumsmaterial zur Inokulation vom Erdsubstrat fiir GefaRversuche

verwendet.

o Flussiges Aspergillus nidulans-Medium:
Dieses Medium besteht aus drei Losungen, die getrennt vorbreitet und nach der pH-Bestimmung
(der pH-Wert wird nur fur die erste Lésung bestimmt) und Autoklavierung zur Anwendung

zusamengemischt werden:

Ldsung A:

e NaNO3 6.00 g

o KH2PO4 1.529

e KCI 1.52¢

e Destilliertes Wasser 500.00ml

(pH auf 6.5 mit 1N NaOH)

Ldsung B:

e MgSO4 x 7 H20 0.52g

e FeSO4 x7 H20 trace

e ZnSO4 x TH20 trace

o Destilliertes Wasser 250.00ml
Losung C:

e Glucose 10.00g

o Destilliertes Wasser 200.00ml

Die Ausgangsmenge vom Pilz, um dieses Medium herzustellen, wurde wieder aus festem PDA-
Medium aufgebracht. Es dauert etwa eine Woche, bis der Pilz im Medium anwachst und sich

durch Myzelien ausbereitet.
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In diesem Medium wurde in der Arbeit der Vorrat fir Kulturfiltratversuche angefertigt.

e Festes 0.2 Knop Medium:
Fur Untersuchung der systemischen Funktion des Pilzes gegen den Wurzelgallennematoden

M. incognita in A. thaliana Pflanzen wurde dieses Medium verwendet. Die Zutaten beinhalten:

e Glukose 20g

e B5 Vitamine 1ml

e Daishin-Agar 79

e Stammlosung 1 (KNO3 MgSO,4 x 7H,0) 2ml

e Stammlésung 2 (Ca(NO3) x 4 H,0) 2ml

e Stammlosung 3 (KH,PO,) 2ml

e Stammlosung 4 (FeNaEDTA) 0.4ml

e Stammlésung 5 (H3BO3, MnCl,, CuSQO4 x 5 H,0,
ZnSO,4 x 7TH20, CoCl; x 6 H,0, H,M00O,, NaCl)  0.2ml

Der pH-Wert wird auf 6.4 mit 1IN KOH reguliert. Auf dem Medium wéchst der Pilz hauchdinn
und produziert zahlreiche Chlamydosporen. Bei der Herstellung von Sporensuspension vom
gewachsenen Pilz auf diesem Medium wurden viele Chlamydosporen entdeckt. Im Original ist
dieses Medium mit Saccharose herzustellen jedoch in dieser Arbeit wurde stattdessen Glukose

verwendet, weil der Pilz besser darauf wéchst.

e PDA Medium
Auf Potato-Dextrose-Agar wuchs der Pilz sehr intensiv und Uppig. Daher wurde es fur die
Stammkultur verwendet. Zur Inokulation der Pflanzen in Petrischalen und auch als
Ausgangsmaterial zur Herstellung von flissigen Medien wurden von diesem Medium Pilzstiicke
ausgestochen. Die Inkubation der Agarplatten erfolgte fur die Kultivierung bei 28°C.
Flussigkulturen wurden mit aus den bewachsenen Agarplatten ausgestanzten Agarblocken

angefertigt und bei 28°C auf einem Horizontalschuttler bei ca. 200 rpm inkubiert.
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3.4 Kultur von Nematoden

Die Vermehrung von M. incognita erfolgte an Gurkenwurzel auf B5-N&hrmedium in Petrischalen.
Um diese als Stammkultur vorzubereiten, wurden zuerst die Samen von Gurken nach
Oberflachesterilisation auf Wasser-Agar ausgelegt. Zur Keimung der Samen wurden die
Petrischalen in einer Dunkelkammer gelagert. Nach 4 Tagen wurden die Wurzeln abgeschnitten
und dabei auch die Samenschélchen entfernt und die Wurzeln in weiterer Folge auf mit B5

Medium gegossenen Petrischalen umgesetzt. Dieses Medium beinhaltet:

B5 Medium besteht aus (100 ml):

e B5-Salze 0,318¢
e Glukose 29

e MES Monohydrate (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) 0,05g
e Daishin Agar 0,79

(pH-Wert auf 5,7 mit 1IN KOH)

Sobald die Wurzeln auf den B5-Petrischalen gentigend gewachsen waren (nach 4-5 Tagen),
wurden sie mit Infektionslarven M. incognita (J2) inokuliert. Die Inokulation der Nematoden
erfolgte durch das Abzapfen so genannter Schlupftrichter. Durch das Abzapfen werden die Larven
in ein steriles Blockschalchen entleert und fir 5 Minuten liegenlassen. Danach wurde das
Uberschussige Wasser abpipettiert. Die Larven wurden fir finf Minuten mit einer
Sterilisationslosung gemischt. Danach wurde die Losung wieder mit einer Pipette abgesaugt und
auf dieser Weise die Larven zwei Mal mit dem destillierten Wasser gewaschen. Danach wurden
die sauberen Larven mit Gelrite vermischt und gleichméssig auf die Wurzel verteilt. Gelrite wird
verwendet, um eine gleichmaRige Verteilung der Larven zu gewahrleisten. Das Gemisch von
Gelrite und Larven wurde auf Petrischalen mit Gurkenwurzeln in Form von kleinen Tropfchen
pipettiert und anschlieend wurden die Petrischalen in einem dunklen Schrank aufbewahrt, weil
die Larven im Dunkel leichter in die Wurzel eindringen kénnen.

Eine Woche nach der Inokulation bildeten die Larven Gallen auf den Wurzeln und nach einem
Monat schlieich Eiersdcke aus. Die Eiersdcke waren in Form von kleinen runden und

braunfarbigen Punkten auf den den Wurzelgallen zu finden. Fir weitere Inokulationen wurden sie
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durch eine abgeflammte Nadel in einen sterilen Schlupftrichter (bertragen. Der Schlupftrichter
wurde anschlieRend mit destilliertem Wasser geftillt. Dabei musste mdglichst die Bildung von

Luftblasen vermieden werden. Im Trichter schlipften dann die Larven aus den Eiersacken.

3.5 Wirkung von Pilz-Kulturfiltrat auf das Wachstum von Tomate

Dieses Experiment wurde durchgefuhrt, um die F&higkeit von Pilz-Kulturfiltrat beziglich des
eventuellen Wachtumsférderungspotentials auf die Pflanzen festzustellen. Der Versuch wurde mit
Tomate (Moneymaker) durchgefuhrt. Vorsterilisierte Tomatensamen keimten auf Wasser-Agar
und danach wurden die Keimlinge auf MS-Medium umgesetzt. Der Versuch wurde auf zwei MS-
Medien durchgefiihrt: MS-Medium mit Saccharose und MS-Medium mit Glukose. Die Pflanzen
wurden 14 Tage nach der Aussaat in den nachfolgend beschriebenen Varianten behandelt. Bis

diesem Zeitpunkt wurden sie im Klimaraum aufbewabhrt.

1) H,O

2) Medium (Aspergillus nidulans-Medium ohne Pilz)
3) Autoklaviertes Pilzkulturfiltrat

4) Kulturfiltrat

Die Pflanzen wurden 14 Tage nach Behandlung geerntet. Die Kriterien zur Auswertung waren:
e Biomasse (frisch und trocken)
e Anzahl von Wurzelspitzen

o Wurzelldnge

3.5.1 Herstellung von Kulturfiltrat

Das Material fur den Kulturfiltrat-Versuch wurde aus flissigem Aspergillus nidulans-Medium
extrahiert. Die Ausgangsmenge vom Pilzmaterial zur Herstellung der Ldsung, aus der das
Inokulum fir Kulturfiltrat genommen wurde, waren drei Stiicke von Pilzhyphen aus PDA
Medium. Sie wurden in eine Erlenmeyerkolbe mit Aspergillus nidulans-Medium tberfihrt und bei

28°C auf einem Schiittler, eingestellt auf 200 rpm, 7 Tage inkubiert. Danach wurde das Pilz-
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Kulturfiltrat mit Hilfe eines Sterilfilters von Myzel und Sporen gereinigt. Anschliefend wurden
jeweils 100 pl von allen Varianten auf Pflanzenwurzel pipettiert wobei die ganze Wurzel damit

abgedeckt wurde.

3.6 Wirkung von Pilz-Kulturfiltrat auf die Gallenbildung der
Nematoden in Tomatenwurzeln

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um die Auswirkung von Pilz-Kulturfiltrat auf Gallenbildung
von M. incognita in Tomatenwurzeln zu untersuchen. Die Samen (Moneymaker) wurden zur
Keimung auf Wasser-Agar ausgelegt. Nach 7 Tagen wurden sie auf MS-Medium umgesetzt.
3 Tage danach (sobald die Pflanzen 10 Tage alt waren) wurde die Halfte von ihnen mit
Kulturfiltrat inokuliert und die andere Halfte als Kontrolle ohne Inokulation mit Kulturfiltrat
aufbewahrt.

In Abstand von 4 Tagen wurden die Pflanzen mit den Nematoden inokuliert und nach 12 Tagen
zur Auswertung geerntet. Bei der Auswertung wurde Biomasse (Frisch- und Trockengewicht)

sowie Gallenzahl pro Gramm Wurzel gemessen.

3.7 Wirkung der P. indica-Besiedelung auf das Wachstum und
die Ertragsparameter von Arabidopsis thaliana auch in der
Interaktion mit M. incognita

Zur Untersuchung der Auswirkung der Pflanzenbesiedlung durch den Pilz und auch in
Anwesenheit von M. incognita wurde in dieser Arbeit die Modellpflanze A. thaliana verwendet.
Hierzu wurden folgende Merkmale ber(icksichtigt:
Biomasse, Schotenproduktion und Samenproduktion.

Dafur wurden die Samen in Substrat zur Keimung gebracht. Nach 7 Tagen wurden die
Jungpflanzen einzeln in kleine Tépfe (Durchmesser 6.5 cm) umgesetzt. Gleich beim Umsetzen der
Pflanzen in einzelne Topfe wurde das autoklavierte Substrat (3 Erde : 1 Sand) mit dem Pilzmyzel
aus der Flussigkultur vermischt. Die Pilzmyzelmasse wurde dem flussigen Malz-Medium
entnommen, zwei Mal mit destilliertem Wasser gewaschen und abgetupft.Das Substrat wurde
entsprechend der Behandlung entweder mit 1g Pilzmyzel pro 100g Substrat oder mit 3g Pilzmyzel

pro 100g Substrat vermischt. Dabei wurde versucht das Inokulum mdglichst gleichméaRig im
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Substrat zu verteilen. Zwei Wochen nach dem Pickieren wurden sie mit den Nematoden inokuliert.
Innerhalb der Wachstumsperiode wurden die Pflanzen unter Langtagsbedingungen bei 22°C/18°C
Tag/Nacht Zyklus, 60% relativer Luftfeuchte und einer Lichtperiode von 16h mit 30 kLux
kultiviert.

Kontrollpflanzen wurden in gleichem Substrat, jedoch ohne Pilzinokulum, angezogen. In den
Varianten, die auch mit Nematoden inokuliert wurden, wurde die Inokulation zwei Wochen nach
Pilzinokulation vorgenommen. Die Inokulation wurde durch Pipettieren von 50 Larven pro Pflanze

in die Erde dicht neben den Wurzeln ausgefuhrt.

Die behandelten Varianten waren:
1) Kontrolle (Pflanze ohne Behandlung)
2) Pflanze + M. incognita
3) Pflanze + (1%) Pilzinokulum
4) Pflanze + (3%) Pilzinokulum
5) Pflanze + (1%) Pilzinokulum + M. incognita
6) Pflanze + (3%) Pilzinokulum + M. incognita

Bestimmung der Ertragsparameter
Zur Auswertung des Ertrags der besiedelten bzw. nichtbesiedelten Pflanzen wurden 3 Parameter
untersucht. Nach Abreife der Pflanzen wurden die Anzahl der Samen pro 20 Schoten, die
Biomasse des Sprosses (Frisch- und Trockengewicht) bestimmt. Nach der Ernte wurden die

Pflanzen 3 Tage in den Trockenschrank gestellt und danach wurde die Trockenmasse bestimmt.

3.8 Wirkung der P. indica-Besiedlung auf die Gallenbildung von
M. incognita

Fir die Untersuchung der Auswirkung der Besiedlung durch P. indica auf die Gallenentwicklung
der Nematoden in der Wurzel wurden Tomatenpflanzen verwendet, die sich besser fir
Wurzeluntersuchungen eignen.

Die Tomatewurzeln sind leichter von der Erde auszuspllen so dass weniger Wurzelmasse

verlorengeht. Die Infektion der Wurzel durch den Pilz wurde nach der Farbung im

21



Durchlichtsmikroskop nachgewiesen (Abb. 2-12). Die Keimlinge wurden nach einer Woche in
einzelne Topfe umgesetzt. Das Substrat (3 Erde : 1 Sand), mit dem die Topfe gefullt wurden,
wurde in der oben beschriebenen Weise fur die entsprechenden Varianten mit Pilzmyzel gemischt.
Nach 10 Tagen erfolgte die Inokulation mit Nematoden. Die Pflanzen wurden unter
Langtagsbedingungen  (siehe  oben)  kultiviert.  Auswertungskritierien ~ waren  die

Biomasseproduktion (Frischgewicht) einschliellich der Gallenanzahl pro Gramm Wurzel.

3.9 Untersuchung systemischer Effekte in der Pflanze-Pilz-
Nematoden-Interaktion

Zur Untersuchung der systemischen Wirkung von P. indica auf den Befall von M. incognita in der
Pflanze mussen das Pathogen und der Nutzorganismus raumlich getrennt auf die Pflanze wirken.
Aus diesem Grund wurden Petrischalen mit 3 Kammern verwendet, damit die mit Nematoden
inokulierten Wurzeln nicht mit den mit dem Pilz infizierten Wurzeln in Kontakt kommen (Abb.4-
1-2). Die Arabidopsis Samen wurden zuerst nach der Oberflachesterilisation auf Knop-Medium
angesat. Nach 4 Tagen wurden die Wurzelspitzen abgeschnitten mit einem Skalpel, um die
Bildung von Seitenwurzeln auszulésen. Die Pflanzchen wurden nach 6 Tagen vorsichtig und
moglichst ohne Wurzelverletzung auf die dreigeteilte Petrischale, gefullt mit Knop-Medium,
ubertragen, wobei die Wurzeln mdglichst gleichmaRig auf beide Seiten aufgeteilt wurden. Die
Pflanzen wurden nach 14 Tagen mit 50 Infektionslarven von M. incognita inokuliert. Die

Inokulation mit Pilz wurde zu 3 Zeitpunkten durchgefiihrt:

1) 3 Tage vor der Nematoden-Inokulation (-3) Variante
2) Zugleich mit der Nematoden-Inokulation (0) Variante
3) 3 Tage nach der Nematoden-Inokulation (+3) Variante

4) Kontrollpflanzen, deren Wurzel nur auf einer Seite mit den Nematoden

inokuliert werden.

Die Pilzinokulation erfolgte mit einem Stiick Myzel (Durchmesser 1cm), ausgestanzt aus PDA-

Medium etwa 1cm entfernt von der Wurzel. Die Petrischalen wurden danach noch 14 Tagen im
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Klimaraum aufbewahrt. Sie wurden nach Inokulation mit Nematoden etwa 24 Stunden im Dunkel
gelagert.

14 Tage nach der Nematoden-Inokulation wurden die produzierten Gallen pro 10 Wurzelspitze
ausgezahlt. Deswegen wurde jedesmal bei der Nematodeninokulution die Anzahl von
Wurzelspitzen in Nematodenkammer gezahlt. Der Versuch wurde 3 Mal unter den gleichen

Bedingungen wiederholt.

3.10 Mikroskopische Untersuchung der Wurzelbesiedelung
durch P. indica durch Farbungen pilzlicher Strukturen in
den Wurzeln

Fur die Anfarbung wurden die Wurzeln in 10% (w/v) KOH im Wasserbad bei 90°C 5 min
inkubiert, danach mit Wasser gewaschen und anschlieRend in 1%ige HCI-L6sung Uberflhrt. Darin
wurden die Wurzel bei Raumtemperatur fur 15 min inkubiert. Nach dem Ansduern der Wurzel
wurden diese in Cottenblue-Férbeldsung uberfihrt und durch erneutes Erhitzen im Wasserbad
erfolgte der Farbeprozess. Die Wurzeln wurden danach mit Wasser gewaschen und darin bis zur
mikroskopischen Betrachtung gelagert. Die Besiedelung der gefarbten Wurzeln wurde mittels
Lichtmikroskopie (Inverses Mikroskop, Axiovert 200M, Zeiss) tberpruft. Zur Erkennung der sehr
dinnen Hyphenstrukturen und der birnenférmigen Chlamidosporen des Pilzes wurden die
Wurzelstlicke von unterschiedlichen Bereichen prépariert. Nach der Farbung der Wurzeln wurden

sie auf Objekttrager aufgelegt und mikroskopisch untersucht.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der Besiedlung von Arabidopsis thaliana mit
dem pilzlichen Wurzelendophyten P. indica auf Wurzel und Spross und der Einfluss des Pilzes auf
den Befall des Wurzelgallennematoden M. incognita untersucht.

Der Ergebnisteil gliedert sich in funf Kapitel. Im ersten Teil wird die Besiedelung der Arabidopsis
Wurzeln durch den Pilz und deren systemischer Einfluss auf M. incognita Befall untersucht. Im
zweiten Teil werden die Auswirkungen von Kulturfiltrat des Pilzes auf das Wachstum, die
Entwicklung und die Biomasseproduktion der Tomate charakterisiert.

Im dritten Kapitel steht der Einfluss von Kulturfiltrat auf die Gallenprodukton durch den Befall
von M. incognita und in der Interaktion mit den Nematoden im Vordergrund. Das vierte Kapitel
beschéftigt sich mit dem Einfluss des Pilzes auf die Ertragskomponente von A. thaliana auch in
der Interaktion mit den Nematoden. Schliellich das letzte Kapitel beleuchtet den Einfluss des
Wurzelendophyten auf den Nematodenbefall durch die Untersuchung der gebildeten Gallen in

Tomate-Topfen.
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4.1 Mikroskopischer Nachweis von der Wurzelbesiedlung durch
P. indica

A

Abb. 4-1: Wurzel von Tomate (Moneymaker) nach der Inokulation mit dem Wurzelendophyten Piriformospora
indica. Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen von nichtbesiedelten (A) bzw. besiedelten (B) Tomatenwurzeln
im Durchlicht. Zu erkennen sind die mit Cottenblue angeféarbten intrazelluldren Chlamydosporen des Pilzes in
besiedelten Pflanzenwurzeln. Pfeil: Chlamydosporen.

4.2 Systemischer Einfluss von P. indica auf Gallenbildung von
Nematoden in Petrischalen

Eine signifikante Abnahme in der Gallenzahl wurde in der Variante (-3) festgestellt, in der die

Pflanzen 3 Tage vor der Nematoden-Inokulation das Pilz-Inokulum bekommen haben, im
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Vergleich zu der Kontrolle, die nicht mit dem Pilz behandelt wurde. Bei den anderen zwei
Varianten, die entweder zugleich mit den Nematoden oder 3 Tage nach der Nematodeninokulation
mit P. indica inokuliert wurden, zeigte sich zwar eine Reduktion der Gallenproduktion im
Vergleich zu der Kontrolle, aber ohne statistisch signifikanten Unterschied (Abb. 4-2-1).

Zu den oftmals deutlich sichtbaren Unterschieden in der GroRRe der Pflanzen zeigte sich hier aber
keine deutliche Erhohung der Pflanzengrépe zwischen behandelten Varianten und der Kontrolle
mit P. indica und es wurden visuell keine Wachstumsunterschiede verzeichnet (siehe die Abb.
4.2.2).

12
T [ Kontrolle
BZZ Variante -3
10 - Variante 0
a EBEA Variante +3
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Gallenzahl/10 WS
(@)}

M\ g
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Abb. 4-2-1: Auswirkung der Behandlung mit P. indica auf die Gallenentwicklung von M. incognita in
A. thaliana-Pflanzen. Kontrolle: nematodeninfizierte, nicht mit P. indica behandelte Pflanzen, Variante -3:
Behandlung mit P. indica 3 Tage vor Nematodeninokulation, Variante 0: zum selben Zeitpunkt mit Pilz und
Nematoden inokulierte Wurzeln und Variante (+3): Behandlung mit P. indica 3 Tage nach der Nematodeninokulation
(a, b, ab- signifikante Unterschiede bei P<0,05).
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C

Abb. 4-2-2: Systemische Reaktion der mit P. indica besiedelten Arabidopsiswurzeln gegeniiber nicht-besiedelten
Kontrollpflanzen nach dem M. incognita-Befall. Fotos von A.thaliana-Pflanzen in drei-kammerige Petrischalen, die
auf einer Seite in 3 Zeitpunkten mit dem Pilz und auf anderer Seite mit Nematoden inokuliert wurden. A (0), B (-3)
und C (+3) Varianten.

4.3 Einfluss von Kulturfiltrat auf das Pflanzenwachstum bei
Tomate

In diesem Teil der Arbeit wurde es untersucht, ob sich neben dem wachstumsférdernden Effekt des
Pilzes auch das Kulturfiltrat des Pilzes auf das Wachstum, die Wurzelentwicklung und die
Verzweigung auswirkt.

Im Falle von MS-Medium mit Saccharose haben alle Parameter bei der Auswertung zwar steigend
zugenommen (Kulturfiltrat und das autoklavierte Filtrat mit der Kontrolle (H,0) und dem Medium
verglichen) aber die Unterschiede sind nicht Uberall signifikant. Der Zuwachs der Frisch- und
Trockengewichtswerte bei der Behandlung mit dem Kulturfiltrat ist im Vergleich mit der

Behandlung mit Wasser und mit Medium statistisch signifikant. Bei der Wurzellange erreicht die
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Kulturfiltratbehandlung eine signifikante Differenz nur gegeniiber den wasserbehandelten
Pflanzen. Im Gegensatz dazu zeigt sich ein deutlicher Anstieg in allen ausgewerteten
Wachstumsparametern zwischen den mit dem Wasser und mit dem Medium behandelten Pflanzen
gegenliber der mit Kulturfiltrat behandelten Variante, wenn das Kulturmedium, auf dem die
Pflanzen angeziichtet wurden, Glukose beinhaltete. Es lassen sich auch dabei signifikante
Unterschiede zwischen den mit autoklaviertem Kulturfiltrat behandelten Pflanzen und den
Kontrollpflanzen bezliglich der Biomasseproduktion (Frisch- und Trockengewicht) und
Wurzellédnge erkennen. Nur in der Wurzelverzweigung wurde keine erhebliche Zunahme zwischen
den oben genannten Behandlungen beobachtet (Abb 4-3-2).

In keinem von beiden Medien wurde eine deutliche Zunahme der Wachstumskriterien beobachtet,
wenn die mit reinem Medium (ohne Pilzmyzel) behandelten Pflanzen mit den mit Wasser
behandelten Kontrollpflanzen verglichen wurden (Abb 4-3-2, Abb. 4-3-3).

Abb. 4-3-1: Einfluss von P. indica-Kulturfiltrat auf das Wachstum von Tomatenpflanzen. Die Petrischalen auf
der linken Seite zeigen 10 Tage Pflanzen nach der Behandlung mit dem Kulturfiltrat und die Petrischalen auf der
rechten Seite stellen wasser-behandelte Pflanzen dar.
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Abb. 4-3-2: Die Auswirkung des Kulturfiltrats des Pilzes auf Wurzelsystem der Tomate: (A), in dieser Graphik
wurde die mit H,O behandelte Variante als Kontrolle betrachtet. Die Zunahme der Wurzelspitzenanzahl auf
Né&hrmedium mit Gluckose ist statistisch signifikant. In (B) ist die Wurzellange von Tomatenpflanzen, behandelt mit
Kulturfiltrat und autoklaviertem Kulturfiltrat auf MS Medium mit Glukose, singnifikant hoher als im Falle von
Kontrollpflanzen. Auf dem Ms Medium mit Saccharose ist nur die Auswirkung des Kulturtfiltrats in dieser Hinsicht

statistisch signifikant [LSD(0,05)].
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Abb. 4-2-3: Die Auswirkung von P. indica-Kulturfiltrat auf die Biomasse-Produktion in Tomate
(Moneymaker): Auf dem MS-Medium mit Glukose erreicht die Frisch- und Trockengewicht der Pflanzen bei
Behandlungen mit dem Kulturfiltrat und dem autoklavierten Kulturfiltrat die hochsten Werte, die sich bei der
statistischen Analyse signifikant herausgestellten. Auf dem Medium mit Saccharose ist die signifikante Erhdhung
diesbeziiglich nur bei Behandlung mit dem Kulturfiltrat sichtbar. Zwischen dem Medium und der Behandlung mit
Wasser ist kein Unterschied zu sehen [LSD(0,05)].

4.4 Einfluss von Kulturfiltrat des Pilzes auf die Gallenbildung der
Nematoden bei Tomate

In diesem Teil der Arbeit wurde der Enfluss von P indica-Kulturfiltrat auf den Befall von
M. incognita charakterisiert. Es wurde die Reduktion der produzierten Wurzelgallen durch den
Einfluss von Kulturfiltrat auf die Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen, die nicht mit
P. indica Kulturfiltrat behandelt wurden, festgestellt. Diese Abnahme an Gallenentwicklung hat
sich allerdings nicht im Rahmen dieser Arbeit als signifikant herausgestellt.

Gleiche Tendenzen ergaben sich auch fur die Sprossgewicht (frisch und trocken). Die waren

allerdings sehr geringfligig und nicht signifikant.
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Abb-4.4: Vergleich des Effektes von P. indica-Kulturfiltrat auf Gallenbildung von M. incognita an Tomate.
Angegeben ist die gemittelte Gallenanzahl pro g Wurzel. Behandlung mit dem Kulturfiltrat (1) und Kontrolle (2).

4.5 Einfluss vom P. indica auf die Ertrags- und
Wachstumsparameter bei A. thaliana in Topfversuchen

Die Besiedelung der Wurzeln mit P. indica zeigt unterschiedliche Auswirkungen auf die Pflanzen,
von denen der Einfluss auf das Wachstum die deutlichste und am haufigsten beschriebene ist
(Sahay & Varma, 1999; Varma et al., 1999; Varma et al., 2000a; Peskan-Berghofer et al., 2004;
Kaldorf et al., 2005). In diesem Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss der Besiedelung des Pilzes in
denWurzeln von A. thaliana auf das Wachstum und den Ertrag der Pflanzen untersucht. Nebenbei
wurden die Auswirkungen vom Pilz auf diese Parameter in der Pflanze in der Interaktion mit dem

Wurzelgallennematoden M. incognita untersucht.

e Frischgewicht:
Die Besiedelung der Wurzeln von P. indica hatte einen positiven Effekt auf das Wachstum der
gesamten Pflanze zur Folge. Die besiedelten Pflanzen waren insgesamt groRer und zeigten einen
kraftigeren Spross, mehrere Bléatter, breitere Blattspreiten, sowie ein starkeres Wurzelwachstum
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und mehr Produktion an Schoten. Zudem war die Schotenentwicklung in den mit P. indica
besiedelten Pflanzen beschleunigt.

Die Frischgewichte aller Varianten, die von P. indica besiedelt sind, zeigen auf einem deutlichen
Niveau und statistisch betrachtet unabhangig von der Menge des Inokulums gleichermalien
anwachsende Werte, verglichen mit den Pflanzen, mit denen keine Pilzbehandlung durchgefiihrt
wurde und den Pflanzen, die mit den Nematoden inokuliert wurden. Dagegen zeigen in diesem
Experiment die unbehandelten (Col) und die mit den Nematoden behandelten Pflanzen keinen
erheblichen Unterschied bezlglich des Frischgewichts zueinander.

Die hochste Menge am produzierten Frischgewicht zeigen die mit 3% Pilzinokulum besiedelten
Pflanzen. Die mit 1% Pilzmyzel behandelten Pflanzen nehmen die zweite Stelle bezlglich
Frischgewichtproduktion ein und die geringste Menge tritt auf, als die Pflanzen von Nematoden
befallen waren und keiner Behandlung mit dem Pilz unterzogen wurden. In den von Nematoden
befallenen Varianten, die mit P .indica behandelt wurden, scheint es, dass der betrachtliche
negative Einfluss auf das Wachstum und das Frischgewicht der Pflanzen hervorgerufen durch den
Befall von den Wurzelgallennematoden, aufgrund der aufhebenden Funktion von P. indica
gelindert wird.
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Abb. 4-5-1: A. thaliana nach Besiedelung mit P. indica. Behandelte Pflanzen jeweils oben eine Woche und unten
zwei Wochen nach der Behandlung mit P. indica zeigen gegeniiber den Kontrollen deutliche Unterschiede in
Blattbreite (jungste Blatter) (A) und Sprosslange (B).Von rechts nach links: Kontrolle, (1%) Pilzinokulum, (3%)
Pilzinokulum.
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Abb.4-5-2: Einfluss der Besiedlung mit P. indica auf das Frischgewicht von Arabidopsis thaliana auch in der
Interaktion mit M.incognita. Dargestellt sind die Mittelwerte der Frischgewichte und deren Standardfehler.
Signifikante Unterschiede zeigen sich zwischen allen mit 3% Inokulum behandelten und nicht-behandelten Pflanzen
(P<0,05). Die mit 1% Pilzinokulum infizierten Pflanzen zeigen jedoch keine statistisch signifikante Zunahme an
Frischgewicht.

Trockengewicht

Ahnliche signifikante Unterschiede zeigen sich auch bei dem Trockengewicht-Kriterium, jedoch
weist die Behandlung mit (1%) Inokulum diesbeziiglich mehr Effekt im Vergleich zu (3%)
Variante auf. Es wurde weiterhin keine Stérung in der Produktion der Trockenmasse durch die

Nematodeninfektion registriert, wenn die Pflanzen durch den Pilz besiedelt sind.
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Abb. 4-5-3: Einfluss der Besiedlung von P. indica auf das Trockengewicht von Arabidopsis thaliana auch in der
Interaktion mit Wurzelgallennematoden M. incognita. Dargestellt sind die Mittelwerte der Trockengewichte und
deren Standardfehler. Die signifikante Zunahme des Trockengewichtes von den mit (1%) Pilzinokulum behandelten zu
nicht behandelten (Col) und den von M. incognita befallenen (Col+Mig) Pflanzen ist gezeigt (P<0,05).

e Samenproduktion

Bezuglich der Samenproduktion hat die Variante mit (1%) Inokulum die hdchste Leistung
erbracht, wéhrend sie beim Frischgewicht interessanterweise in den Varianten mit (3%) Pilz zu
finden ist. An zweiter Stelle zeigt sich die Variante (Col+3% Pilz). Im Gegensatz zu den anderen
ausgewerteten Parametern (Frisch- und Trockengewicht) zeigen hier die durch Nematoden
befallenen und nicht befallenen Pilzvarianten einen deutlichen Unterschied zueinander. Die
Besiedlung der Pflanzen durch (1%) Pilzmyzel verhélt sich dem Nematodenbefall gegeniiber
ausgleichend, wahrend dieser Effekt nicht bei (3%) Pilzinokulum zu verzeichnen ist. Bei diesem
ist zwar die Erh6hung an Samenentwicklung im Vergleich zu der Variante (Col+Mig) zu sehen,
doch ist sie nicht signifikant. Die geringste Anzahl an Samen weist die Variante (Col+Mig) auf.
Unerwartet ist die geringe Samenmenge bei der Variante Col+Mig+3 % Pilz im Vergleich zu der
unbehandelten Variante (Col), obwohl sie beim Frischgewicht im Vergleich zur unbehandelten
Variante (Col) deutlich hthere Werte aufweist.
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Abb. 4-5-4: Die Auswirkung von P. indica auf die Samenproduktion von A. thaliana auch in Wechselwirkung
mit Wurzelgallennematoden M. incognita. Samenproduktion wurde in behandelten Varianten durch (1%) und (3%)
Pilzinokulum zu den unbehandelten (Col) und mit M. incognita inokulierten (Col+Mig) Pflanzen statistisch signifikant
erhoht (P<0,05). Der Anteil von (3%) Pilzinokulum zu Verringerung des betréchlichen Effekts von den Nematoden
bezuglich der Samenentwicklung ist jedoch nicht groB.

4.6 Direkter Einfluss des Pilzes auf die Gallenbildung bei Tomate
im Topfversuch

Zur Untersuchung der Frage, ob sich bei neben dem wachstumsfordernden Effekt des Pilzes auch
ein Einfluss auf die Entwicklung der Wurzelgallen beobachten lasst, wurde ein GefaRexperiment
unter Langtagbedingungen durchgefuhrt. Die Wahl der Versuchspflanze basierte auf der
Uberlegung, dass die Besiedelung der Tomate mit P. indica ihre Nahrstoffaufnahme verbessern

kdnnte und, dass sich Tomatenwurzel fir die Untersuchungen gut eignen wirden.
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Der Einfluss des Pilzes zeigte sich in beiden Parametern, besonders jedoch bei der
Gallenentwicklung pro (g) Wurzel, als sehr deutlich. In Abb. (4-6-1) ist die relative Anzahl der
gebildeten Gallen der Pilzvarianten im Vergleich zu der nicht mit dem Pilz infizierten Kontrolle
dargestellt. Diese Graphik zeigt, dass die verringerte Gallenbildung in den Wurzeln sowohl in der
Variante mit (1%) Pilz als auch in der Variante (3%) im Vergleich zu der Kontrolle (Col+Mig) auf

dem positiven Einfluss des Pilzes zurilickzufiihren ist.
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Abb. 4-6-1: Befallreduktion von M. incognita in den von P. indica besiedelten Tomatenpflanzen (P<0,01). Die
Anzahl der gebildeten Gallen wurde durch die Pilzinfektion in Varianten: MM+MIG+1% Pilz und MM+MIG+3%Pilz
im Vergleich zu der Kontrolle signifikant reduziert.

Ahnlich wie bei Arabidopsis tragt das (3%) Pilzinokulum mehr als (1%) zur
Frischgewichtentwicklung bei. Bei Tomate jedoch, rein visuell gesehen, zeigen die durch (3%) P.
indica besiedelten Pflanzen eine deutlich starkere VergrofRerung der Wuchshéhe im Vergleich mit
den mit (1%) inokulierten Pflanzen. Die Sprosslange wurde als doppelt so groR wie bei den durch
(1%) besiedelten Pflanzen bemessen, aber die Erh6hung der Frischgewicht ist nicht statistisch

absicherbar. Es wird vermutet, dass der Pilz mehr Raum und dadurch mehr Néhrstoffnachschub fur

37



die Offenbarung seiner wachstumsforderten Effekte braucht als die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Gefépe zur Verfugung stellten.

Aus den Werten erkennt man, dass sich die Behandlung mit (3%) Pilz, sowohl in Zusammenhang
mit  Nematodeninokulation (MM+Mig+Pilz3%) als auch ohne Nematodeninokulation
(MM+Pilz3%) im Vergleich zu den entsprechenden Varianten mit (1%) Pilzinokulum starker
fordernd auf die Biomasse-Produktion auswirkt. Die durch Wurzelendophyten besiedelten
Pflanzen zeigen in jedem Fall im Vergleich zu den unbehandelten (MM) und durch Nematoden

befallenen (MM+Mig) Pflanzen ein deutlich verbessertes Wachstum.
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Abb. 4-6-2: Einfluss der Besiedlung von P. indica auf das Frischgewicht von Tomate (Moneymaker) auch in der
Interaktion mit M. incognita. Dargestellt ist der positive Einfluss des Pilzes auf das Frischgewicht in
Tomatenpflanzen in Vergleich zu der Kontrolle und den durch Nematoden inokulierten Pflanzen.
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Abb. 4-6-3: Vergleich der Wachstumsunterschiede durch den Einfluss von P. indica in Tomatenpflanzen. In (A)
ist das Potenzial von P. indica, hohere Sprosslange zu schaffen, dargestellt. VVon rechts nach links sind die Varianen
(MM), (MM+1%Pilz), (MM+3%Pilz) zu sehen. In (B) sind die Unterschiede in der Wuchshdhe in Varianten (von
rechts nach links), MM+Mig, MM+Mig+1%Pilz, MM+Mig+3%Pilz, gezeigt. Alle Pflanzen wurden 21 Tage nach der
Pilzbehandlung und 14 Tage nach der Inokulation mit Nematoden fotografiert.
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5 Diskussion

Einflisse von Mikroorganismen, die mit Pflanzen interagieren, kdnnen sehr unterschiedlich sein.
Das Spektrum reicht von parasitéren bis zu mutualistischen Interaktionstypen und ist damit breit
und &uBerst vielféltig. In der Rhizosphére sind die Pflanzen vielen dieser Mikroorganismen
ausgesetzt. Pilze, die in enger Assoziation mit Pflanzen leben, kdnnen eine betrachtliche
Bandbreite von Wirkungen auf diese haben. Sie konnen in Abhéngigkeit der betreffenden
Interaktionspartner und zusétzlicher biotischer und abiotischer Faktoren von schédlich bis niitzlich
reichen. Die verschiedenen Mykorrhiza-Typen sind gut untersuchte Beispiele symbiontischer
Wechselwirkungen solcher Pilze. Sie sind von groRer Bedeutung fur die Mobilisierung von
Néahrstoffen aus dem Boden und deren Bereitstellung fur die Wirtspflanze. Dies erfolgt mittels der
in der Umgebung der Pflanze lbergreifenden Pilzhyphen, die wesentlich feiner als Wurzelhaare
sind und daher eine grolRere Oberflache besitzen.

Endophytische Pilze sind ein weiteres Beispiel einer potentiell symbiontischen Interaktion. Hierbei
leben die Pilze ohne offenkundige Symptome zu verursachen vollstdndig im Inneren des
Pflanzengewebes. Sie vermitteln ihrer Wirtspflanze erhéhte Vitalitdt und erhalten von dieser im
Gegenzug Nahrstoffe und einen sicheren Lebensraum. Die Besiedlung einer Pflanze mit
endophytischen Pilzen kann eine tiefgreifende Anderung des physiologischen Zustands der Pflanze
bewirken, welcher sich unter anderem in einer verdnderten Interaktion mit Schaderregern
ausdruckt.

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem direkten und systemischen Einfluss des
Wurzelendophyten Piriformospora indica auf Arabidopsis thaliana und Tomate in der Interaktion

mit dem pflanzenparasitaren Nematoden Meloidogyne incognita.
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5.1 Einfluss von P. indica auf das Wachstum und
Ertragsmerkmale an A. thaliana und Tomate

Die deutlichste Auswirkung von P. indica zeigte sich bisher in einem verstarkten Wachstum der
von ihm besiedelten Pflanzenarten (SHAHAY & VARMA, 1999; VARMA et al., 1999; PESKAN-
BERGHOFER et al., 2004). In der Literatur werden vor allem drei Grinde fir eine
Wachstumsforderung von Wurzelendophyten auf ihren Wirt diskutiert: (i) verbesserte
Néahrstoffversorgung der Pflanze durch die Mikroorganismen (,,Biodunger-Wirkung®), (ii) ein
Eingriff in den Hormonhaushalt der Pflanzen (,,Bioregulator-Wirkung*), oder (iii) der Schutz vor
biotischem als auch abiotischem Stress (,,Bioprotektor-Wirkung*) (GlANINAZZI et al., 1995;
BLOEMBERG & LUGTENBERG, 2001).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte dieser Einfluss auf das Wachstum der untersuchten
Pflanzen festgestellt werden. Es wurde wunabhdngig wvon der Inokulummenge des
Wurzelendophyten (Myzelzusatz 3% oder 1%) eine Anderung des Pflanzenwachstums beobachtet.
Statistisch signifikante waren diese Anderungen, als die Pflanzen mit 3% Pilzmyzel behandelt
wurden. Selbst eine Infektion mit Wurzelgallennematoden, M. incognita, fihrte dank der
Besiedlung der Pflanzen durch P. indica zu keiner Wachstumsbeeintrachtigung

In Tomatenpflanzen wirkte sich die Behandlung mit P. indica ebenfalls wachstumsférdernd und
schadensvermindernd aus. Besonders die mit 3% Pilzmyzel behandelten Pflanzen zeigen enorme
Wuchshéhe verglichen mit Kontrollpflanzen, die nicht mit dem Pilz behandelt sind (Abb. 4-6-3).
In diesem Experiment weisen die sowohl mit M. incognita als auch mit P. indica befallenen
Pflanzen beinahe doppelt so viel Sprossgewicht auf als die nematodeninfizierten Pflanzen, die
nicht mit dem Pilz inokuliert waren.

In der vorliegenden Arbeit wurde immer das Pilzmyzel als Inokulum benutzt. Es wurde aber schon
fuhrer gezeigt, dass die positiven Wachstumseffekte des Pilzes unabhangig davon sind, ob die
Inokulation mit Myzel oder auch Sporen durchgefirt wird (WALLER et al., 2005).

Es wurde in anderen Experimenten von einer Kompensation der von M. incognita verursachten
Verluste mit Hilfe des wachstumsférdernden Effekts anderer pilzlichen Endophyten und auch
Mykohrriza-Pilze berichtet. So untersuchten TALAVERA et al. (2001) die Auswirkung von Glomus
mosseae, einem Mykorrhiza-Pilz, gegen M. incognita in Tomate und stellten fest, das bei einer
gleichzeitigen Inokulation von M. incognita und Mykorrhiza-Pilz kein kompensierender Effekt

auftrat. Wenn die Pflanzen dagegen 3 Wochen nach der Behandlung der Pflanzen mit Glomus
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mosseae mit den Nematoden inokuliert wurden, zeigte das Sprossgewicht 24% Erhoéhung im
Vergleich zu den Pflanzen, die nur mit Nematoden inokuliert wurden. In dieser Arbeit wurde
zwischen der Pilz-Inokulation und der Nematoden-Inokulation ein Zeitraum von 2 Wochen
eingeraumt.

In einem GefaRexperiment von VARMA et al. (1998) haben sich das Sprossgewicht und
Wurzelgewicht von Mais (Zea mays L.), Tabak (Nicotiana tabaccum L.) und der Petersilie
(Petroselinum crispum L.) angesichts der Besiedlung ihrer Wurzeln durch P. indica verdoppelt.
Dieser Effekt in den infizierten Pflanzen gegenuiber den Kontrollpflanzen lasst sich in dieser Arbeit
bei Tomatenpflanzen ebenfalls feststellen, auch wenn die Tomaten durch die Nematoden befallen
sind. Gleiche Ergebnisse wurden bei Arabidopsis Pflanzen erziehlt, wenn die mit 3% Pilzinokulum
inokuliert waren.

Durch P. indica-Besiedelung konnte neben dem Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung
der Arabidopsis Pflanzen auch ein groRerer Ertrag pro Gefal gezeigt werden. Hier zeigt die
Behandlung mit 1% Pilzinokulum das hochste Potenzial zur Samenproduktion. Die Behandlung
mit 3% Pilzinokulum fuhrt auch bei befallenen Pflanzen zu einer erhéhten Biomasseproduktion.
Im Bezug auf die Samenentwicklung (Samen/Schote) ist dieser Effekt deutlich geringer bzw. ist
sogar eine Reduktion zu beobachten. Hier konnte eine Konkurrenz zwischen den generativen
Organen der Pflanze, dem Pilz und den Nematoden wirksam werden.

Die Besiedelung der Pflanzen mit (1%) P. indica wirkt sich scheinbar in erster Linie mit einer
Ertragssteigerung der Pflanzen aus. WALLER et al. (2005) haben einen &hnlichen Effekt bei der
Gerste, Hordeum vulgare, die mit P. indica inokuliert war, festgestellt. Hier wurde eine

Ertragsteigerung um bis 11% beobachtet.

5.2 Wirkung von Kulturfiltrat

Aus dem P. indica angefertigten Kulturfiltrat wurde hier in Bezug auf eine mdgliche
pflanzenwachstumsforderende Fahigkeit an Tomate zwei Nahrmedien getestet. Das Kulturfiltrat
des Pilzes optimiert erheblich alle Wachstumsparameter der Pflanzen, die auf dem suboptimalen
Medium mit Glukose wachsen, wenn mit der Wasser- oder der Medium-Behandlung verglichen.

Auch das autoklavierte Kulturfiltrat erweist sich hier als deutlich nitzlich zur Forderung des
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Pflanzenwachstums, wobei Wurzelverzweigung signifikant geringer ist als die nach der
Behandlung mit dem nicht autoklavierten Filtrat. Auf dem fir Pflanzen optimalen Medium (mit
Saccharose) hat das autoklavierte Filtrat allerdings tUberhaupt keine férdernde Funktion. Durch
Autoklavierung des Kulturfiltrates wird die Funktion von hitzeempfindlichen Komponenten wie
Hormonen und Proteinen ausgeschlossen. Eine weitere Analyse des Kulturfiltrates ist sicherlich
angebracht, denn Substanzen, die die Entwicklung der Pflanzen positiv beeinflussen, wurden in
verschiedenen Pflanze-Pilz-Interaktionen festgestellt. Zu diesen gehoren
Pflanzenwachstumshormone, deren alle fiinf Klassen (Auxine, Abscisine, Ethylene, Gibbereline
und Kinetine) durch endophytische Mikroorganismen freigesetzt werden kénnen(GOODMAN et al.
1986). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Komponente, die der Pilz ins Medium
absondert, positive Effekte auf die Pflanzenentwicklung haben und dass der fordernde Effekt des
Filtrats im suboptimalem Medium groRer ist. In einem Versuch von VARMA et al. (1998) wurde
der Einfluss des P. indica-Kulturfiltrats auf Mais gepruft. Das Frischgewicht von Maispflanzen
wurde hierbei ahnlich wie in dieser Arbeit erheblich von Kulturfiltrat des Pilzes beeinflusst, nicht
aber die Wurzelentwicklung.

Die Interaktion zwischen Pilz und Wirtspflanze je nach Art des Wirtes kann
unterschiedlich ausfallen. Haufig als pathogen beschriebene Pilzarten (CANDAU et al., 1991)
kdnnen in anderen Wirtsarten auch als kommensale oder mutualistische Endophyten vorkommen.
Ektomykorrhiza-Pilze (SCAGEL & LINDERMAN, 1998) und AM-Pilze (BAREA & AZCON-AGUILAR,
1982) verbessern nicht nur die Entwicklung der Pflanzen, sondern auch ihre Erndhrungsweise bei
bidirektionalem Transfer der Né&hrstoffe und auch ihren Schutz gegen Pathogenen. Durch diese
Interaktion erhélt die Pflanze vom Pilz vor allem Phosphor, den der Pilz effizienter aufnehmen und
in Form von Polyphosphaten in seiner Vakuole akkumulieren kann. Phosphor liegt zwar meist in
relativ grolen Mengen im Boden vor, ist jedoch in Form von schwerlgslichen Salzen oder
Phytinséauren fir die Pflanze nur schwer zuganglich (HoLFORD, 1997). Die verbesserte Aufnahme
von Phosphor durch den Pilz wird durch die insgesamt groRere Oberflache der feinen Hyphen, ein
dadurch groReres Einzugsgebiet im Boden, Sekretion von Phosphatasen und organischen S&uren
sowie durch besonders hochaffine Phosphattransporter begriindet (DUFF et al., 1991; BUCKING und
SHACHAR-HILL, 2005). Neben der effizienteren Aufnahme gewahrleistet der Pilz durch die in der
Vakuole gespeicherten Polyphosphate einen konstanten Fluf an Phosphor in Richtung

Pflanzenwurzel, was einen wohl nicht zu unterschatzenden Vorteil fir die Pflanze darstellt
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(HARLEY und SMITH 1983). Es ist bekannt, dass Aufnahme, Transport und Transfer von Phosphat,
sowie dessen Freisetzung aus Polyphosphaten durch eine erhohte Verfugbarkeit wvon
Kohlenhydraten im Pilz gesteigert werden kdnnen (BUCKING und SHACHAR-HILL, 2005). Ob der
Wuchsforderungseffekt von P. indica auch wie bei der AM-Pilzen reguliert wird, ist noch fraglich.
Antagonisten konnen durch die Bildung antibiotischer Substanzen, Parasitierung und
Konkurrenz um Nahrstoffe und Lebensraum auf die Pflanze bzw. in der Rhizosphare direkt auf die
Schaderreger einwirken. Die anthagonistischen Pilze kdnnen in einer direkten Methode als
biologisches Bekadmpfungspotential durch hohe Besiedlung der Pflanzenwurzelzone mit den
Pilzhyphen agieren. Da durch die Verwendung von Kulturfiltrat kein Pilzmyzel als
Inokulumquelle gebraucht wird, musste die in dieser Arbeit gezeigte Gallenreduktion auf den
indirekten Grundlagen der biologischen Pilzbek&mpfung beruhen. Zu den indirekten Wirkungen
zahlen die Induzierung von Resistenzreaktionen der Pflanze, Produktion von toxisch-wirkenden
Substanzen (Antibiosis) oder die Forderung des allgemeinen Pflanzenwachstums wodurch die
Widerstandsfahigkeit der Pflanze verbessert wird. Die Aufklarung der Wirkmechanismen eines
Antagonisten sollten vor allem auch Anhaltspunkte zur Verbesserung seines Bek&mpfungserfolgs
liefern.
Es wurde neulich aus zehn Basidiomyzet-1solaten einige pilzliche Metaboliten wie Omphalotin
isoliert, die einen ahnlichen Wirkungsmechanismus wie Nematizide gegen M. incognita gezeigt
haben. Sie reduzieren entweder die Eindringung der Larven in die Pflanze oder vermindern ihre
Aktivitat im Boden wodurch die Bewegung der Larven zur Wurzel und auch die weitere
Entwicklung negativ beeinfluBt werden. Manche von diesen Substanzen haben eine
stadienabh&ngige Wirkung gegentber anderen pflanzenparasitaren Nematoden wie Pratylenchus
zeae und Radopholus similis gezeigt, wobei die zweiten und dritten Larvenstadien am hdchsten
inaktiviert werden. Als Nematizidkomponente der Kulturfiltrate von Aspergillus niger wurden
Zitronensdure (3-Carboxy-3-hydroxy-pentan-1,5-diséure), Oxalsédure (Ethandisdure) und nicht
naher bestimmte Molekile, die ein Molekulargewicht von mehr als 8000 haben, identifiziert
(ZUCKERMAN et al., 1994).
Die Analyse eines mdoglichen hemmenden Effektes vom P. indica-Kulturfiltrat auf die
Nematodenentwicklung wurde in Rahmen dieser Arbeit analysiert. Im Vergleich der mit dem
Kulturfiltrat behandelten Varianten mit der Kontrolle wurde ersichtlich, dass die Substanzen in der

Zusammensetzung des Kulturfiltrates eine hemmende Wirkung auf die Gallenbildung haben. Die
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statistische Auswertung der Ergebnisse war jedoch wegen der beschrankten Anzahl der Pflanzen

innerhalb der Behandlungen nicht signifikant.

5.3 Direkter Einfluss von P. indica auf die Bildung von
Wurzelgallen

In der Literatur wurde der Wirkungsmechanismus von P. indica beziiglich des fordernden Effektes
auf das Pflanzenwachstum, die Phosphor-Zufuhr und biologische Kontrolle gegen verschiedene
Krankheitserreger &hnlich wie der von den arbuskularen Mykorrhizapilzen eingeschatzt (VERMA et
al.,, 1998; SAHAY et al., 1999). Die Schutzaktivitdt des Pilzes wurde neulich gegen
nekrotrophisches Pilz-Pathogen, Fusarium culmorum, in der Gerste in einer direkten
Zusammenwirkung untersucht. Der negative Effekt des Pathogens wurde durch die Anwesenheit
von P. indica von einer 12-fachen auf eine 2-fache Reduktion vermindert (WALLER et al., 2005).
Dabei wurde spekuliert, dass der schiitzende Effekt des Pilzes auf den erhdhten Ascorbate-Gehalt
und den Anstieg des Antioxidantenlevel in der Wurzel, der durch die Pilzinfektion induziert wird,
zuriickzufihren ist.

In dieser Arbeit wurde hinsichtlich der Analyse der eventuellen Schutzwirkung des Pilzes gegen
M. incognita ein GefaRexperiment durchgefiihrt. Dabei war eine deutliche Reduktion der
Nematodengallenanzahl sichbar, als das Resultat der Behandlung mit dem Wurzelendophyten,
unabhéngig davon, ob die Pflanzen mit 1% oder 3% Pilzinokulum behandelt wurden.

Aus verschiedenen Experimenten wurden Uber die unterschiedlichen Funktionen der pilzlichen
Endophyten gegen M. incognita und andere pflanzenparasitdren Nematoden berichtet. HALLMANN
(1994) testete endophytische Pilze wie Fusarium oxysporum, Chaetomium funicola und
Colletotrichum coccodes gegen M. incognita an Tomate. 20% der gepriiften Isolate reduzierten die
Gallenbildung um bis zu 50%. Die beste Wirkung wurde durch Fusarium oxysporum lIsolat 162
erreicht. Neben den endophytischen Pilzen zeigen Mykorrhizapilze auch groRe Wirksamkeit gegen
den Befall von M. incognita und anderen Meloidogyne-Arten.

Durch Vorinokulation der Tomate mit arbuskuldaren Mykorrhizapilzen (AM) konnte eine
nachhaltige Einschrankung der Gallenbildung von M. incognita (bis 33%) erzielt werden

(TALAVERA et al., 2001). CoOPER & GRANDISON (1987) erzielten eine deutliche Verminderung der
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Nematodenanzahl durch Zugabe von AM zu M. hapla-empfindlichen Tomatensorten. Nach
AHMED & ALSYED (1991) reduzierte G. macrocarpus die Gallenanzahl von M. incognita bei
Kuherbse (Vigna sinensis).

Als Wirkungsmechanismen von AM werden eine bessere Nahrstoffaufnahme der behandelten
Pflanzen, insbesondere von Phosphor (AHMED & ALSYED, 1991), und Veranderungen der
Wurzelexsudate, die weniger anlockend auf Nematoden wirken, diskutiert (AHMED & ALSYED,
1991). Weiterhin konnte DucAssA-GUBBENA (1995) eine hohere Phytohormonproduktion bei
behandelten Pflanzen als bei unbehandelten Pflanzen nachweisen. Neuerdings wird auch eine
mogliche Induzierung von Resistenz bzw. Verminderung der Pradisposition der Kulturpflanze

gegen Krankheitserreger diskutiert (COOPER & GRANDISON, 1987).

5.4 Systemischer Einfluss von P. indica auf die Bildung von
Wurzelgallen durch M.incognita an A. thaliana

Es konnen grundsétzlich zwei Typen von endophytischem Mutualismus unterschieden werden
(CARROLL, 1988). Der erste Typ ist ein induzierbarer Mutualismus, der durch eine lockere
Assoziation zwischen einem Pilz und einem Wirt charakterisiert ist (CARROLL, 1988). Dieser Typ
ist in der Natur weit verbreitet und ist besonders h&ufig bei Holzpflanzen der Angiospermae
(Bedecktsamer) anzutreffen. Die Wirkungen solcher Endophyten auf die Vitalitdt ihrer
Wirtspflanzen sind h&ufig noch unklar; allgemein wurde bisher vermutet, dass sie nur wenig zur
Abwehr des Wirtes gegen Schadlinge beitragen. Eine mogliche Schutzwirkung ist hierbei nicht
systemisch, sondern lokal auf das vom Endophyten besiedelten Gewebe beschrankt. Der
Mechanismus dieser Wirkung basiert vermutlich auf einer direkten Wechselwirkung zwischen
Endophyt und Pathogen.

Der zweite Typ stellt eine konstitutive Form des Mutualismus dar. Konstitutiver endophytischer
Mutualismus ist durch eine systemische Infektion gekennzeichnet. In einem von WALLER et al.
(2005) durchgefuhrten Experiment wurde die systemische Reaktion von P. indica gegen den
Erreger von Gerstemehltau, Blumeria graminis f.sp. hordei, als positiv beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit bei der Auswertung des systemischen Effektes von P. indica gegen
Gallenbilbung von M. incognita hat sich die (-3) Behandlung mit den Pilz (die Pflanzen wurden 3

Tage vor den Nematoden mit P. indica inokuliert) wirksam herausgestellt. Die Pilzbehandlungen
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in anderen Zeitpunkten haben auch zwar weniger Gallenbildung auf der Wurzel bewirkt, die
Abnahme ist jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht statistisch bedeutsam. Dies weist darauf hin,
dass der Pilz einer systemischen Bekdampfungsleistung gegen Wurzelgallennematoden dienen kann
und fir seinen abweisenden Effekt gegen das Pathogen nicht unbedingt eine direkte
Wechselwirkung mit dem Erreger braucht.

In der Arbeit von AHMED SEID (1999) wurde das antagonistische Potenzial der systemischen
Wirkung eines Isolats von, B. subtilis (nitzliches Rhizobakterium) auf den M. incognita-Befall und
auf das Wachstum der Tomate untersucht. Hierzu wurde ein Versuch mit dem ,Split-root-
Testsystem* durchgefuhrt, das die rdumliche Trennung der beiden Organismen ermdglicht. Im
Gegensatz zu den aus dieser Arbeit hervorgehenden Ergebnissen wurde die Vermehrung der
Nematoden durch die Bakterisierung im Vergleich zur Kontrolle gefordert. Das Rhizobakterium
hat ndmlich starkere Anlockwirkung gegeniiber den Nematoden produziert.

In anderer Untersuchung wurde das Rhizosphérebakterium Rhizobium etli G12 in diesem
Zusammenhang Uberprift, das in Kartoffel und Tomate systemische Resistenz gegen M. incognita
induziert. Dabei drlckt sich die Resistenz in einer verringerten Eindringung der Larven aus.
HALLMANN (2001) vermutet flir Endophyten eine sehr viel bessere Resistenzinduktionsleistung als
Rhizosphérebakterien, da sie Uber einen l&ngeren Zeitraum in engerem Kontakt mit der Pflanze
stehen.

Uber die Grundlagen des hier beschriebenen Effekts kdnnen derzeit noch keine Aussagen gemacht
werden. Kinftig durchzufiihrende Analysen, zu der alle verfligbaren Methoden eingesetzt werden
sollten, konnten zeigen, inwieweit bereits beschriebene Mechanismen wie etwa die Aktivierung

von PR-Proteinen zu dem beobachteten Phdnomen beitragen.
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6 Anhang

Molekularbiologische Methoden

In dieser Arbeit wurde die Genexpression von 4 Genen mittels real-time PCR untersucht:
AtEXPA3, AtEXPA16, KOR3 und AtCel2.

Die Expression von diesen Genen wurde in Wurzeln und Blattern von mit Pilz-Inokulum und Pilz-
Kulturfiltrat behandelten Arabidopsis thaliana Pflanzen mit nicht behandelten Pflanzen verglichen.
Die Kokultivierungsdauer der Pflanze und des Pilzmaterials (Myzel oder Kulturfiltrat) betrug 21

Tage.

Endo-1,4-R-Glukanase

Die Endo-1,4-B-Glukanasen sind cellulolytische Proteinen, die die 1,4-8 glukosidischen
Verbindung zwischen Glukose-Resten hydrolysieren. In Arabidopsis bilden diese Enzyme eine
relativ grofle Gen-Familie mit 25 Gliedern. Die allgemeine Rolle von Endo-1,4-R-Glukanasen ist
bekannt, aber die spezifische Funktion von den meisten der Mitgliedern dieser Familie ist noch
nicht gekléart. Die allgemeine Funktion ist Ublicherweise im direkten Zusammenhang mit
Prozessen, wie Biosynthese und Modifikationen der Zellwand-, Elongation und Differenzierung
der Zellen und Reifeprozess der Friichte. Diese Familie besteht aus zwei Gruppen: (i) die Enzyme
mit einem putativen Signalpeptid (a- und B-Unterfamilie), die fir abgesonderte Proteine kodieren,
und (ii) die membrangebundenen Enzyme (y-Unterfamilie), die flr nicht-abgesonderte Proteine
kodieren. Die abgesonderten Proteine fungieren in der Zellwand einschlieRlich ihrer duBersten
Schichten. Ihre potentialen Substrate sind Cellulose und Xyloglukan. Es wurden zwei Glukanasen
von der Pappel (Populus alba), PopCell und PopCel2, untersucht und es wird behauptet, dass
diese Enzyme die Cellulose im kristallinischen Bereich hydrolysieren und die Zellwand durch das
Losen der Xyloglukanen von Cellulose-Mikrofibrilen abbauen. Es wird vermutet, dass diese
irreversible Modifikation die Streckung der Zellwand begiinstigt. Unlangst wurde gezeigt, dass die
Expression von PopCell in transgenen Arabidopsis Pflanzen zur erhéhten Wachstumsrate und der
Stimulation von Cellulose-Biosynthese fihren kann.

Die membrangebundenen Proteine (KOR und Homologen KOR2 und KOR3) fungieren in den
innersten Schichten der Zellwand und hydrolysieren nicht kristallinische Cellulose. Die wirken

nicht auf kristallinische Cellulose, Xyloglukan oder Xylanen.
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Es gibt 3 Hypothese beziglich ihrer Funktion. Es wird spekuliert, sie sind involviert (1) in der
Kette-Termination wahrend der Cellulose-Biosynthese, (2) in der Degradation von -D-Glukanen,
die nicht in Cellulose-Mikrofibrilen krystallisiert wurden und (3) in der Hydrolyse von den
lipidgebundenen Zwischenprodukten, die als Primer fur die Elongation von B-Glukan-Ketten
fungieren. Bisher wurde rausgefunden, dass die AtCel2-Expression in den Bliten erfolgt, in der
Entwicklung von Septum und Ovule Primordia wahrend der ersten Phasen von Blitentwicklung
(YUNG et al.,1999). Folglich haben die Authoren angedeutet, dass AtCel2 an der Extension der
Zellwand wéhrend des Wachstums und der Organogenese beteiligt ist.

AtCel3 ist bekannt als Parolog von AtCel5 und beide Gene spielen eine Rolle bei dem Abldsen der
Randzellen von der Wurzelspitze. Die anderen Gene von dieser Gruppe sind zwar annotiert aber

sind noch nicht in Details beschrieben.

Expansine

Expansine wurden zum ersten Mal vor mehr als einem Jahrzehnt als die Zellwandproteine, die flr
“acid growth* (saures Wachstum) verantwortlich sind. Charakteristischerweise induzieren sie die
Ausdehnung der Zellwand in einem optimalen sauren pH-Wert in vitro und erhdéhen den
Lockerungsstress von isolierten Zellwénden innerhalb einer weiten Zeitspanne. Expansine sind in
zwei grolle Gen-Familien unterteilt: a-Expansine (EXPA) und B-Expansine (EXPB).

EXPA Proteine binden sich fest an Cellulose und Hemicellulose, aber die haben keine
hydrolytische Aktivitat gegen diese groRen Polysaccharide der Zellwand. Es wurde vorgeschlagen,
dass die Expansine nicht kovalente Bindungen zwischen Cellulose-Mikrofibrilen und Matrix-
Glukanen spalten und dadurch das Gleiten von Mikrofibrilen ermdéglichen. Vergleichbare Studien
uber EXPB verkiindigen keine hydrolytische Aktivitét, aber ihr Einfluss auf Zellwandlockerung ist
ahnlich wie der von EXPA. Expansine sind in der Wachstumssteuerung von verschiedenen
Zelltypen in verschiedenen Phasen des Pflanzenwachstums involviert. Sie spielen eine Rolle in der
VergroRerung der Zellen, Pollenschlauch-Einbruch, Zellwandabbau wahrend des Reifprozesses
der Friichte und Zellwandenthartung, Organabtrennung und der Organentwicklung in den Blattern.
Die Kenntnis tber die Regulation von Expansin-Genen ist noch sehr begrenzt aber in vielen Féallen
werden diese Gene durch Pflanzenhormone wie Auxin, Gibberellin und Ethylene reguliert. Auch
Umweltausloser wie Wasserstress, die Infektion durch Mykorrhiza-Pilze und Rhizobium

Interaktion kénnen die Expansine-Expression beeinflussen.
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RNA-Extraktion aus Blattern und Wurzeln

Zur Extraktion von Gesamt-RNA wurden jeweils die vollentwickelten Blatter von 21 Tage alten
Pflanzen (die Behandelten Pflanzen waren 2 Wochen mit dem Pilz-Inokulum kokultieviert)
geernet und in flissigem Stickstoff gemorsert.

Zur RNA-Extraktion aus den Wurzeln wurden die Wurzeln zuvor griindlich vom Agar befreit und
nach dem Mdrsern wurde das Material bis zur Extraktion bei -80° C gelagert.

Fur die Extraktion wurden ca. 100 mg des gemorserten Pflanzenmaterials in 450 ul RNA-
Extraktionslésung durch Vortexen homogenisiert. Nach 1-3 minttiger Inkubation bei 56°C wurde
das Material (Inhalt von der aufgeltsten Zellen, Lysate) 2 Minuten zentrifugiert bei der maximalen
Geschwindigkeit. Der Uberstand wurde mit 225 pl Ethanol (96%-100%) versetzt und mit diesem
durch Pipettieren vermischt. Das Material mit gebildeten Ablagerungen wurde erneut fir 15
Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Danach wurde 700ul RW1 Puffer zur Entfernung von
DNA zugesetzt und nochmal fur 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Danach wurden zur
Fallung der RNA aus dem Uberstand zweimal 500 ul RPE Puffer pipettiert und zur Trocknung der
RNA und Eluierung von Ethanol wurden die Proben unter gleichen Bedingungen wie vorher
zentrifugiert.

Durch Zentrifugation wurde die RNA aus der Losung geféllt und das erhaltene RNA-Prézipitat
zweimal mit der Rnase-freien Wasser gewaschen. Anschliefend wurde die in Losung enthaltene
RNA bei -80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle der Qualitdt der RNA erfolgte eine photometrische

Konzentrationsbestimmung der RNA (Bioanalyser).

cDNA-Synthese
Die cDNA fir RT-PCR wurde durch direkte reverse Transkription hergestelit.

cDNA-Herstellung mittels SuperscriptTM Il RT
Fur die cDNA-Synthese wurde SuperscriptTM |1 Kit (Invitrogen, Karlsbad, Kalifornia, USA)

verwendet. Die cDNA Synthese erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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Real time RT-PCR
Die Primer fur die quantitave RT-PCR:
AtCel2
Forward: 5 -TCCAATGGCTTCTCGTCCTC-3 ,
Reverse: 5 -ACGTTGAGAGCAGAGCCATCA-3 ;
KOR3
Forward: 5 -GGAACAGGTCGGATCTGGA-3
Reverse: 5 - AGCGTCTTAGCACCATGAACA-3 ;
AtEXPA3

Forward: 5 -TCCTTTCTCTTAACCGCAACAAAC-3 ,
Reverse: 5 -CCAACTGTCTTTGATCCCTTTAC-3

Als endogene Kontrollgene wurden 18S rRNA und UBP22 verwendet. Die Reaktionen wurden in
25 pl Volumen mit IXSYBR®Green, 0.5u Biotherm Polymerase, 3mM MgCI2 (50mM), dNTP
(10uM), Forward und Reverse Primers (10uM) durchgefihrt. Die Reaktion im 7300 Real Time
PCR System erfolgte mit 10 min Denaturierung bei 95°C, 40 Amplifizierungszyklen (15 s bei
95°C, 30 s Anealling, 1 Min bei 72° C).
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Wie aus der Graphik hervorgeht, wurde die Expression aller untersuchten Genen durch
P. indica-Besiedlung raufreguliert. Eine deutliche Regulation der Gene durch Kulturfiltrat des

Pilzes wurde jedoch nicht festgestelit.
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