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ha Hektar

Pa Phaeoacremonium aleophilum (Pa. aleophilum)

Pm Phaeomoniella chlamydospora (Pm. chlamydospora)

L Liter

mL Milliliter
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nm Nanometer

El Eutypa lata (E. lata)

Fm Fomitiporia mediterranea (F. mediterranea)
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GTP Guanosintriphosphat
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Krankheitserreger (Pa, Pm, Fm, El) siehe Kapitel 1.3

GFLV Grapevine fanleaf virus (Reisigkrankheit)

ArMV Arabismosaik-Virus

DAS-ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assays: Double Antibody “Sandwich”, 
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PKS Polyketidsynthase
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HPLC 'high performance liquid chromatography' Hochdruckflüssigkeits-

Chromatografie
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WBWEM Weißer Burgunder Weinblattextraktmedium

CS Cabernet Sauvignon 'Kultivar von V. vinifera'

K3G Kaempferol-3-O-Glykosid

KAE Kaempferol

KF Kulturfiltrat, Kulturbrühe nach der Fermentation
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 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Übersicht über die häufigsten Rebenkrankheiten

Die wichtigsten Pflanzenpathogenen im Weinbau sind Viren. Diese werden meist durch saugende und 

stechende Insekten oder Nematoden verbreitet. Sie können zu Ernteverlusten von bis zu 30 Prozent 

führen. Allen voran ist der weltweit anzutreffende Grapevine Leafroll-3 Virus zu nennen. Alleine in den 

Bezirken  Napa  und  Sonoma  in  Kalifornien  wurden  Verluste  zwischen  15.000  und  30.000 €  pro 

befallenem Hektar Weinberg gemeldet (Atallah et al., 2012; Moutinho-Pereira et al., 2012).

Weit weniger Schäden verursachen Insekten. Es ernähren sich zwar eine große Anzahl von Insekten 

von  Weinpflanzen,  aber  durch  das  Beute-Jäger-System  im  Weinberg  sind  die  wirtschaftlichen 

Auswirkungen  meist  gering.  Einige  verursachen,  durch  Frass,  Verletzungen  an  der  Pflanze,  diese 

reduzieren die Produktivität der Pflanze im Allgemeinen aber wenig. Allerdings verursachen einige 

Schildlausarten weltweit  pro Jahr 900 Mio.€ Schäden durch Ernteverluste  und Rebenschädigungen 

(Rakimov et al., 2013).

Nematoden spielen vor allem bei der Virusübertragung eine wichtige Rolle. Durch ihre Eigenschaften 

als Vektor haben Wurzelstocknematoden in Australien bereits vermehrt zu Ernteverlusten von bis zu 

60 Prozent geführt (Quader et al., 2002). Nematoden übertragen zum Teil auch Bakterien, die jedoch 

nur eine untergeordnete Rolle bei  den ökonomischen Verlusten spielen.  In Kalifornien wurden die 

Einbusen,  durch  die  so  verbreiteten  Bakterien  zwischen  1994  und  2000  auf  22 Mio.€  beziffert 

(Sosnowski und Wicks, 2007).

Eine weitere,  ökonomisch sehr wichtige Gruppe der Pflanzenpathogene,  neben den Viren und den 

Nematoden sind die Pilze. Es gibt mehr als 60 verschiedene Pilzerkrankungen an Weinpflanzen wovon 

aber  nur  wenige  weltweit  von  Bedeutung  sind,  zu  diesen  zählen  Botrytis  sp.  So  werden  zur 

Bekämpfung von Botrytis sp. jährlich mehr als 540 Mio.€ investiert, was der Menge von 10 Prozent des 

ganzen Fungizidmarktes entspricht (UIPP,  2002 Scholefield und Morison,  2010,  Dean  et  al.,  2012). 

Auch der Esca-assoziierte Pilze  Eutypa lata ist ein wichtiger Weinpathogen. Er verursacht durch die 

Eutypiose mehr als 190 Mio.€ Schäden pro Jahr in Kalifornien (Siebert, 2001).

In den folgenden Kapiteln (1.1.1-1.3.5) werden nun die wichtigsten Weinpathogene näher dargestellt  

und ihre Einflüsse auf den Weinbau, ihre Biologie und Bekämpfungsmethoden erläutert.
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1.1.1 Nematoden und weinpathogene Insekten

Nematoden sind im Weinberg besonders gefürchtet, da sie die Unterlagen der Weinstöcke, d.h. den 

nicht veredelten, reblausresistenten Wurzelstock anstechen und dabei die Pflanze mit Viren infizieren 

können. Die Fadenwürmer sind zwischen 2 und 12 mm lang und besitzen einen Mundstachel, mit dem 

sie  verschiedene  Proteasen  und  Amylasen  in  die  Wurzelzellen  injizieren  und  diese  im  Anschluss  

aussaugen.  Die  pflanzenpathogenen  Nematoden  in  Europa  gehören  vor  allem  zu  den  Gattungen 

Xiphinema,  Paralongidorus und Longidorus und die von ihnen übertragenen Viren werden Nepoviren 

(Nepo = nematodenübertragbare Polyederstrukturen) genannt (Hübschen et al., 2004). Seit 1988 ist in 

der Europäischen Union der Einsatz von Nematiziden als direkte Bekämpfungsmethode nicht mehr 

erlaubt. Ein Grund hierfür ist die zu geringe Spezifität der vorher eingesetzten Präparate,  die auch 

nützliche  bodenlebende  Fadenwürmer  abtöten  (Altmayer  et  al.,  2010).  Wegen  des  Verbots  der 

Nematizide  und  des  dadurch  entstehenden  wirtschaftlich  unzumutbaren  Bracheintervalls  von 

mindestens sieben Jahren,  um eine ausreichende Fadenwurmreduktion oder Vernichtung zwischen 

zwei  aufeinanderfolgenden  Rebenpflanzungen  zu  gewährleisten,  müssen  alternative  Nematoden-

Management-Strategien entwickelt werden.

Neben den Fadenwürmern, die vor allem durch ihre Vektorfunktion von Bedeutung sind, gibt es einige  

Insektenpathogene im Weinbau. Dazu zählt unter Anderem die Rebzikade (Empoasca vitis, Göethe). Sie 

pflanzt sich im Sommer auf den Reben fort, während sie den Winter auf Nadelhölzern verbringt. In 

Frankreich und Spanien ist es dem Insekt möglich, auf Grund der längeren, wärmeren Sommermonate 

mehrere Generationen pro Saison hervorzubringen (Lozzia und Rigamonti, 2001). In Deutschland ist  

die Entwicklungszeit  auf einen Fortpflanzungszyklus begrenzt.  Der Schaden an den Reben entsteht  

dadurch, dass sowohl die Larven als auch die erwachsenen Rebzikaden an den Weinblättern saugen 

und diese  schädigen.  Da  im  Sommer  sehr  große  Populationen an einer  Pflanze  auftreten können, 

entsteht ein erheblicher Stress für die Rebe (Decante und van Helden, 2001). Um  Empoasca vitis zu 

bekämpfen gibt es eine Reihe biologischer Möglichkeiten, so kommen z.B. Raubmilben zum Einsatz.  

Eine andere Gattung von weinpathogenen Insekten sind die Dickmaulrüssler. Sie ernähren sich von 

allen grünen Teilen der Rebe und können bei verstärktem Auftreten, durch Knospenfraß beträchtliche 

Schäden anrichten. Der Blattfraß selbst fällt aber,  wenn die Pflanze im Sommer voll  entwickelt ist,  

kaum ins Gewicht. Der gefurchte Dickmaulkäfer (Otiorhynchus sulcatus, Fabricius) ist nachtaktiv und 

bohrt  die  Knospen  an,  um  sie  später  auszuhöhlen.  Die  Larven,  die  meist  durch  Jungfernzeugung 

entstehen und dann alle weiblich sind, fressen nach dem Schlüpfen mehrere Wochen die Wurzeln der  

Pflanze ab und schlüpfen im Folgejahr aus der Puppe. Die Fraßschäden an den Wurzeln führen zu  
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Kümmerwuchs und sogar zum Absterben der Rebstöcke (van Tol et al., 2004).

Die Obstbaumspinnmilbe, auch Rote Spinne genannt, da die Weibchen stark rötlich pigmentiert sind, 

befällt ebenfalls Weinreben. Im Gegensatz zu den Dickmaulrüsslern können sie in heißen Sommern bis  

zu sieben Generationen im Jahr produzieren. Aus einem Weibchen können so bis zu 100 Millionen 

Nachkommen  pro  Jahr  hervorgehen  (Abbassy  et  al.,  2012).  Spinnmilben  stechen  als  saugende 

Pflanzenpathogene die Blätter der Weinpflanzen an und können bei hohem Befall zu deren Absterben 

beitragen.

Als  Letztes  sind  noch  der  Einbindige  Traubenwickler  (Eupoecilia  ambiguella,  Hübner)  und  der 

Bekreuzte Traubenwickler (Lobesia botrana,  Denis und Schiffermüller) zu nennen. Sie verursachen, 

wenn sie nicht bekämpft werden, bei Weitem die größten Schäden im Weinbau (INRA, HYPPZ, 1997). 

Nach jahrzehntelanger Forschung wird seit 1986 die sogenannte Verwirrmethode eingesetzt.  Dafür 

werden Ampullen mit weiblichen Sexuallockstoffen in großer Zahl im Weinberg aufgehängt. Dadurch 

entsteht  eine  Pheromonwolke,  welche  es  den  Männchen  unmöglich  macht  ein  Weibchen  zu 

lokalisieren. Diese Methode wird mit großem Erfolg angewandt und konnte den Befallsdruck stark 

reduzieren (Witzgall et al., 2012; Schmidt-Büssel et al., 2009).

1.2 Pilze

Die  drei  wichtigsten  Pathogene,  sowohl  echte  als  auch  Scheinpilze,  im  Weinbau  sind  Plasmopara 

viticola, der Erreger des Falschen Mehltaus, Uncinula nacator,  welcher zum Echten Mehltau führt und 

der Grauschimmelerreger Botrytis cinerea.

Plasmopara  viticola  (Berk.  und  Curt.)  Berl.  &  de  Toni  ist  ein  heterothallischer  Oomycet,  der  den 

Falschen  Mehltaus  bei  Weinreben  verursacht  (Latouche  et  al.,  2013).  Durch  diese  verheerende 

Krankheit kann es zu vollständigen Ernteausfällen kommen. Aus diesem Grund werden im Weinbau 

große Mengen an Fungiziden eingesetzt, um den Befall zu verhindern oder einzugrenzen. P. viticola ist 

ein obligat pathogener Oomycet, der seine Nährstoffe aus infizierten Pflanzenzellen mittels Haustorien 

erhält (Gan et al., 2012). Bei empfindlichen Kultivaren der Weinrebe, ist die Kompatibilität zwischen 

Pilz und Pflanze vermutlich dadurch zu erklären, dass die Pflanze nicht in der Lage ist die Infektion zu  

erkennen.  So  sind  zum  Beispiel  die  europäischen  V.  vinifera Sorten  sehr  anfällig  für  P.  viticola, 

dahingegen  sind mehrere  amerikanische  (vor  allem  wilde  südamerikanische)  und  asiatische 

Rebsorten  deutlich  resistenter.  Inzwischen  konnte  sogar  ein  mögliches  Resistenzgen  zugeordnet 

werden  (Blanc  et  al.,  2012;  Miclot  et  al.,  2012).  Bemühungen,  dieses  Gen  durch  konventionelle 

Züchtung  in  kultivierte  V.  vinifera Genotypen  einzubringen,  waren  zudem  erfolgreich.  Die  so 

generierten Pflanzen sind allerdings noch nicht vollständig resistent. Zusätzlich konnten erste Studien 
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zeigen,  dass  eine  Aktivierung  der  pflanzlichen  Abwehr  durch  künstliche  Laminarinsulfate,  die  als 

Elicitoren dienen,  die Synthese von flüchtigen organischen Verbindungen der Pflanze aktivieren. Diese 

Verbindungen,  zum  Beispiel  verschiedene  Terpene,  stimulieren  die  Pflanzenabwehr,  versetzen 

Nachbarpflanzen in eine Art erhöhte Grundabwehr und erschweren dem Pathogen den Befall (Winkler 

et al., 2013; Vincenot et al., 2011).

Eine  weitere  wichtige  Pilzkrankheit  der  Weinrebe  ist  der  Echte  Mehltau,  der  in  allen 

Weinanbaugebieten  weltweit  auftritt.  Der  Erreger  ist  der  obligat  biotrophe  Ascomycet  Erysiphe 

necator (syn. Uncinula necator, Schwein., Burrill). Der Pilz ist in der Lage alle Pflanzenteile der Rebe zu 

befallen, verursacht aber die meisten Schäden an Trauben und Blättern der Pflanze. Die Ascosporen 

keimen meist auf der Blattoberseite (im Gegensatz zum Falschen Mehltau, bei dem die Keimung auf 

der  Blattunterseite  stattfindet)  und entwickeln  Hyphen.  Diese  produzieren  Haustorien,  welche 

Nährstoffe aus den epidermalen Zellen der Wirtspflanze aufnehmen. Nach der Infektion bildet sich auf  

der Blattoberfläche Luftmyzel, auf dem die Konidiophore und Ketten von Konidien zu finden sind. Der 

Pilz überwintert in den Knospen der Pflanze und erzeugt im Frühjahr auf den neuen Trieben einen 

dichten Überzug, welcher weiß aus den grünen Teilen der Pflanze heraussticht (Gadoury et al., 2012). 

Die Blätter, Triebe, Blattadern und reifenden Beeren sind alle anfällig für Infektionen. Ein Befall kann 

die  Weinreben schwächen und zum Verlust  von Obstqualität  und -quantität  führen (Ermini  et  al., 

2010). Um den Mehltau zu bekämpfen, werden bis heute vor allem Schwefelpräparate angewendet. 

Zur  Verhinderung  der  Ausbreitung  im  Frühjahr  sind  jedoch  große  Mengen  Fungizide  und  eine 

flächendeckende Behandlung der Pflanzen in kurzen Zeitintervallen nötig.  Alleine in kalifornischen 

Weinbergen  wurden  im  Jahr  2008  mehr  als  18.000  Tonnen  Schwefel  gegen  den  Echten  Mehltau 

eingesetzt (Riaz  et al.,  2010). Außerdem schätzt das kalifornische Landwirtschaftsministerium, dass 

ohne den Einsatz von Fungiziden, die kalifornische Trauben-und Weinproduktion alleine durch den 

Echten Mehltau Verluste von bis zu 97 % erleiden könnte.  U. necator ist zudem in der Lage schnell 

Resistenzen gegen die meisten eingesetzten Fungizide zu generieren (Miller et al., 2004).

Neben  Esca  tritt  besonders  häufig  der  Erreger  der  Edelfäule  bei  Weinreben,  Botrytis  cinerea  im 

konventionellen  und  biologischen  Weinbau  auf.  Dieser  Organismus  ist  jedoch  nicht  nur  ein 

Pflanzenpathogen, sondern wird im Weinbau auch als Edelfäule sehr geschätzt. Dies führt dazu, dass  

der Pilz nicht immer bekämpft werden muss, aber dass die Befallsrate in einem sehr engen Rahmen 

gehalten werden muss. Der Pilz gehört zu den echten Schlauchpilzen (Pezizomycotina) und sekretiert 

Enzyme,  welche die Cuticula der Weinbeeren abbauen. Dadurch kann bei trockenem und warmem 
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Klima Wasser aus den Trauben verdunsten und es werden die öligen und glukosehaltigen Bestandteile 

konzentriert. Außerdem baut der Pilz beereneigene Säuren ab und verändert so den Geschmack der 

Früchte.  Diese Eigenschaften machen sich die Winzer zur Erzeugung spezieller Edelfäuleweine,  die 

eine hohe Restsüße haben, zu nutze (Landrault et al., 2002). Wenn Botrytis an jungen Traubenständen 

auftritt, an denen der Pilz nicht wünschenswert ist, wird meistens, da eine genaue Befallsvorhersage in 

Deutschland schwierig ist,  relativ viel Fungizid eingesetzt. Leider sind die Kosten einer chemischen 

Botrytisbekämpfung relativ hoch, so werden pro Hektar behandelter Fläche im Jahr Spritzmittel für ca. 

220  Euro  verwendet  (Kast,  2013).  Außerdem  wurden  erste,  gegen  konventionelle  Fungizide 

weitgehend resistente,  Bortytis-Stämme  im  Süden  Deutschlands  isoliert.  Selbst  eine  Erhöhung  des 

Spritzmitteleinsatzes führt  somit  nicht  mehr zum gewünschten Erfolg (De Miccolis  Angelini  et  al., 

2014). Um einen zu starken Befall der Trauben, der vor allem in feuchten Sommern zu beobachten ist,  

zu  vermeiden,  wurden  bereits  verschiedenste  Experimente  mit  biologischen  Antagonisten 

durchgeführt. Hierbei kamen unter anderem verschiedene Trichoderma Arten zum Einsatz (Szandala 

und Backhouse, 2001).

1.3 Krankheitsbild der Esca-Krankheit bei Vitis vinifera

Bei  Esca  handelt  es  sich  um  einen  Krankheitskomplex  der  große  Zerstörungen  in  Weinbergen  in 

Europa,  Australien,  Südafrika  und  Kalifornien  anrichtet.  Die  beteiligten  Pilze  sind  vor  allem  im 

verholzten Teil der Weinpflanzen (Vitis vinifera L.) zu finden (Chiarappa, 1959; Dubos und Larignon, 

1988, Landi et al., 2012). Die ersten historischen Aufzeichnungen zu dieser Krankheit reichen bis in die 

Zeit der Römer um Christi Geburt zurück. Diesem Umstand verdankt die Krankheit auch ihren Namen:  

Esca  bedeutet  auf  lateinisch  Zunder.  Die  befallenen  Reben  sterben  im  Verlauf  der  Krankheit  ab,  

trocknen ein und bilden so eine gute Grundlage zum Entfachen von Feuer  (Iriti  und Faoro,  2008; 

Herche,  2009).  Bis  vor  wenigen  Jahren  war  die  Krankheit  vor  allem  in  den  südeuropäischen 

Weinanbaugebieten,  wie  in  Spanien  und  Italien,  weniger  in  Deutschland  und  Nord-Frankreich,  zu 

finden. Im Zuge der Klimaerwärmung und dem damit verbundenen trockeneren und heißeren Klima 

im  Sommer  zeigen  aber  bereits  viele  Reben  auch  in  Deutschland  die  typischen  Symptome  der  

Krankheit (Deml et al., 2009). Zusätzlich belegen Studien, dass veränderte Anbaubedingungen und der 

frühe  Rebschnitt  in  Kombination  mit  kurzen  und  milden  Wintern  die  Ausbreitung  der  Krankheit 

fördern (Hofstetter  et al.,  2012).  Der Krankheitsverlauf tritt  in zwei  Formen auf:  Es gibt einerseits 

einen chronischen  und andererseits einen schweren und schnellen Verlauf der Krankheit, bei dem der  

befallene  Weinstock  innerhalb  weniger  Tage  abstirbt  und  eintrocknet.  Bei  der  chronischen 

Erkrankung, die wesentlich langsamer zum Zerfall der Pflanze führt, erscheinen die Symptome erst 

nach Jahren und oft unregelmäßig (Viala, 1926; Arnaud, 1931; Chiarappa, 1959; Baldacci et al., 1962; 
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Branas,  1974;  Galet,  1977;  Dubos  und  Larignon,  1988).  Der  latente  Befall  ist  vor  allem  durch 

verkümmerte  Blätter  und  Triebe  im  Frühjahr  gekennzeichnet.  Im  späteren  Verlauf  des  Jahres 

entwickeln  sich  zwischen  den  Blattnerven  chlorotische,  gelbbräunlich  verfärbte  Flecken,  die 

nachfolgend nekrotisch werden (Hofstetter et al., 2012). Die Trauben setzen nach der Blüte normal an, 

wachsen aber nicht zu voller Größe heran, welken frühzeitig und verkümmern (Graniti, 1960; Grasso, 

1969; Mugnai et al., 1999). Der nekrotische Verlauf der Krankheit ist durch sehr schnell absterbende 

Pflanzen gekennzeichnet, der gesamte Stock oder dessen grüne Teile trocknen völlig ein. Querschnitte 

durch  den  Stamm  der  befallenen  Reben  zeigen  unterschiedliche  Formen  schwarzer,  ringförmiger 

Bereiche im Zentrum. (Grasso, 1969; Galet, 1977; Gramaje et al., 2010).

In  den  frühen  Jahren  der  Bekämpfung  von  Esca  wurden  erste  Erfolge  durch  das  Spritzen  von 

Natriumarsenit in den Monaten der winterlichen Knospenruhe erzielt. Um effizientere Methoden zu 

entwickeln, die bei gleicher Effektivität umweltverträglicher sind als Natriumarsenit,  müssen zuerst 

die an der Krankheit beteiligten Mikroorganismen näher charakterisiert werden. Außerdem sollten die 

Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Organismen auf  molekularbiologischer Basis  analysiert 

werden. In den vergangenen Jahren wurden aus einer großen Anzahl von infizierten Holzproben, meist 

vier  Pilze  isoliert:  Phaeomoniella  chlamydospora,  Phaeoacremonium  aleophilum,  Formitiporia  

mediterranea und Eutypa lata. Ihre Pathogenität wurde im Anschluss auf Holzblöcken und lebenden 

Weinreben getestet (Larignon und Dubos, 1997). In den folgenden Kapiteln (1.3.1-1.3.4) werden die  

Pilze näher beschrieben.

Trotz vieler Forschungsansätze wurde bisher keine Methode zur Kontrolle der Krankheit gefunden. Es 

wurde  die  mögliche  Aktivität  von  Aluminiumfosetyl  in  Gewächshausversuchen  mit  Reben,  die 

künstlich mit Pm. chlamydospora (Pm) und Pa. aleophilum (Pa) Sporen infiziert wurden, untersucht. So 

ließ sich eine Reduktion des Wachstums beobachten. In den anschließenden Feldversuchen, die über 

mehrere Jahre durchgeführt wurden, konnte ebenfalls eine Reduktion der Jahres- und kumulativen 

Inzidenz  der  Krankheitssymptome  detektiert  werden.  Die  Wirkung  durch  die  Aluminiumfosetyl-

Behandlungen auf den Gasaustausch der Blätter und auf die Produktion von Resveratrol und Viniferin 

wurden  ebenfalls  untersucht.  Es  konnten  inzwischen  auch  erste  Hypothesen  über  den 

Wirkmechanismus von Aluminiumfosetyl gegen Esca aufgestellt werden. So nehmen Di Marco  et al. 

(2011) an, dass eine erhöhte Konzentration von Oxygenasen in den Blättern die Wirkung der pilzlichen 

Toxine verhindert.Die Wirkung in Freilandversuchen muss allerdings noch kontrolliert werden.

Die Abwehrmechanismen in der Pflanze, besonders bei der Pilz-Pflanzen-Interaktion sind bis heute 

nur unzureichend verstanden. Es konnten einige Rebsorten beobachtet werden, die weniger anfällig 

für Esca sind als andere. Somit wäre es ein großer Fortschritt, wenn die Grundlage dieser potenziell  
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stärkeren Abwehrreaktion verstanden werden könnte. Hierzu wurden Studien am weniger sensitiven 

Kultivar 'Merlot' und an einer anfälligeren Sorte 'Cabernet Sauvignon' durchgeführt (Travadon et al., 

2013). Es wurden die Schnittwunden von Weinrebenstecklingen mit Kulturfiltrat von Pm behandelt. 

Die  weniger  anfällige  Sorte  zeigte  eine  frühere  und  stärkere  Abwehrreaktion  als  der  sensitivere 

Kultivar. Insbesondere im Hinblick auf die Induktion der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, der Stilben-

Synthase  verbunden  mit  einer  stärkeren  Anreicherung  von  Stilbenverbindungen  und  einiger 

pathogenetisch relevanter Proteine konnten erste Unterschiede bei den Kultivaren beobachtet werden 

(Lambert et al., 2013).

1.3.1 Phaeomoniella chlamydospora

Beim  Ascomyceten  Phaeomoniella  chlamydospora (Pm.  chlamydospora,  Pm)  (W.  Gams,  Crous,  M.  J. 

Wingf.  & Mugnai) wird inzwischen mit großer Wahrscheinlichkeit  davon ausgegangen,  dass dieser 

tracheomykotische Pilz einer der Hauptpathogene der Esca Krankheit ist (Crous & W. Gams, 2000,  

Fleurat-Lessard  et al.,  2010).  Es handelt sich um einen haploiden Deuteromyceten, dessen sexuelle 

Strukturen bisher nicht bekannt sind. Die genetische Struktur der Population hingegen wurde mit Hilfe 

der 'random amplified polymorphic' DNA (RAPD) Analyse untersucht. Mit dieser Methode konnte ein 

genaueres Profil der einzelnen Pm-Populationen erstellt werden. Die untersuchten Teilgruppen von 

Pm.  chlamydospora zeigten eine auffällig  gleichmäßige Diversität  auf  lokaler  und regionaler  Ebene 

(Larignon und Dubos, 2007; Tello et al., 2010).

Eines  der  größten  Probleme  bei  der  Identifizierung  der  Esca-assoziierten  Pathogene  ist,  dass  die 

beteiligten  Pilze  auch  aus  gesunden  Weinpflanzen,  die  keine  Symptome  der  Krankheit  aufweisen, 

isoliert werden können. Was wiederum die Frage aufwirft, wie das nekrotische Wachstum induziert 

wird oder was zum Auftreten der Symptome führt und weshalb die Pilze auch mehrere Jahre in der 

Weinpflanze wachsen können ohne das größere Ernteausfälle oder Krankheitssymptome entstehen 

(Valtaud  et  al.,  2009).  Myzelwachstum  wurde  bei  Temperaturen  von  5  bis  37 °C  beobachtet,  das 

Optimum  liegt  aber  zwischen  25 °C  und  30 °C,  wobei  eine  temperaturinduzierte 

Pathogenitätsinduktion nicht beobachtet werden konnte (Borie et al., 2002).

Bisher ist noch wenig über den Infektionsmechanismus und die Sporenverbreitung des Pilzes bekannt 

(Larignon und Dubos, 2000). Die Sporen von Pm. chlamydospora sind aber in der Lage verunreinigte 

Schnittwunden zu befallen (Eskalen et al., 2007; Díaz und Latorre 2013). Nach einer weiteren Theorie 

könnten die in den Boden eingedrungenen Chlamydosporen über das Wurzelsystem in die Weinrebe 

eindringen (Mugnai  et al., 1999). Der häufigste Verbreitungsweg von Pm. chlamydospora dürfte aber 

wohl  das  Einbringen  neuer,  bereits  infizierter  Reben  in  einen  älteren  Bestand  sein,  weshalb  ein 
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besonderes Augenmerk auf die sorgfältige Auswahl der Rebenstecklinge gelegt werden muss (Aroca et  

al., 2010). Von diesen Infektionsherden breitet sich der Pilz dann auf benachbarte Pflanzen aus. Ein 

großes Problem bei  diesen Infektionen sind die meist  langen Inkubationszeiten,  in denen sich die  

Sporen sukzessive nach dem jährlichen Rebschnitt in der Anlage ausbreiten (Bertelli et al., 1998).

1.3.2 Phaeoacremonium aleophilum

Phaeoacremonium ist  eine  Gattung  von  Hyphomyceten.  Aus  Vitis Kultivaren,  die  Esca-oder  'Petri-

Disease'-Symptome zeigen,  wurde  neben dem  oben erwähnten  Phaeomoniella  chlamydospora auch 

meistens eine Art von  Phaeoacremonium isoliert. Im Vergleich zu Pm wurden bei  Phaeoacremonium 

aber mehrere Arten beschrieben. Aus Reben in der Türkei wurden die Art  Phaeoacremonium scolyti 

isoliert (Özben et al., 2012), aus Reben in Spanien wurden neben Phaeoacremonium aleophilum (Pa.  

aleophilum, Pa; W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai) noch die Arten Pa. mortoniae, Pa. iranianum und 

Pa. krajdenii beschrieben (Gramaje et al., 2011; Martín und Martín, 2013). In Neuseeland konnten die 

Arten Pa. angustius, Pa. parasiticus und Pa. venezelense isoliert werden (Mundy und Manning, 2010). Es 

handelt sich um haploide Deuteromyceten. Sporen von Phaeoacremonium spp. wurden in sehr vielen 

Weinlagen weltweit eingesammelt, aber bisher konnten weder sexuelle noch asexuelle Fruchtkörper 

bei Feldversuchen beobachtet werden. Vor fünf Jahren wurde die Zuordnung zum bereits bekannten 

Teleomorph Togninia minima (Tul. & C. Tul.) Berl. durch ITS Sequenz-Vergleiche möglich (Mostert  et  

al., 2003; Rooney-Latham et al., 2005).

Der Infektionszyklus von Pa. aleophilum ist noch unbekannt, aber man geht bei diesem Pilz, wie auch 

bei Pm. chlamydospora, von einer Infektion über Schnittwunden aus (Rolshausen et al., 2010). Wie die 

Sporen  überwintern  und  wie  sie  verbreitet  werden,  ist  bisher  noch  Gegenstand  intensiver 

Forschungsbemühungen. Pa. aleophilum Sporen wurden in beschnittenen wie auch in unbeschnittenen 

Weinreben gefunden. Das Beimpfen von Schnittwunden zeigte, dass der Pilz über diese in die Pflanze 

eindringen kann. Allerdings ist die Effektivität der Infektion abhängig von der Umgebungstemperatur, 

dem Zeitpunkt des Rückschnitts und dem Alter der Wunde vor der Inokulation. Die Sporen von  Pa.  

aleophilum wurden vor allem während der Vegetationsperiode aus der Luft isoliert. Es ist also davon 

auszugehen,  dass es eine Phase der Windübertragung der Sporen im Lebenszyklus des Pilzes gibt 

(Larignon und Dubos, 2000; Whiting et al., 2001).

In  den  vergangenen  Jahren  wurden  einige  phytotoxische  Sekundärmetabolite  nicht  nur  von  Pa.  

aleophilum, sondern auch von Pm. chlamydospora isoliert und charakterisiert. Von diesen Substanzen 

konnten bereits α-Glukane unterschiedlichster Molekulargewichte und zwei Naphthalin-Pentaketide 

(Scytalon  und  Isoscleron)  zugeordnet  werden  (Sparapano  und  Bruno,  2006a  und  2006b).  Beide 

8



 Einleitung

Substanzen  sind  Intermediate  des  Melanin-Biosynthese-Weges.  In  diesem  Zusammenhang  wurde 

bereits postuliert, dass Isoscleron und Scytalon zu den Esca Symptomen an der Pflanze führen (Andolfi  

et al.,  2011). Von anderer pflanzenpathogenen Pilze ist bekannt, dass Polyketidsynthasen essentiell 

sind für die Pathogenität. Die Produktion von Melanin bei Magnapothe oryzae und die Produktion des 

T-Toxins,  ebenfalls  ein  Polyketid  durch  Cochliobolus  heterostrophus werden  unter  anderem  durch 

Polyketidsynthasen katalysiert (Yang et al.,  1996; Böhnert et al.,  2004; Collemare et al.,  2008).  Die  

Synthese von Scytalon und Isoscleron, die ebenfalls Intermediate des Melanin-Biosyntheseweges sind, 

beruht daher auf der Funktionalität von Polyketidsynthasen. Melanin ist  ein wichtiges Molekül der  

Zellwandsynthese und ist bei einigen Pflanzenpathogenen ein Pathogenitätsfaktor (Abou-Mansour et  

al., 2004; Lima et al., 2010; Gokce et al., 2012). In einigen Versuchen wurden die isolierten Substanzen 

auf abgetrennte Weinblätter getropft oder in das holzige Gewebe des Stammes und der Äste injiziert 

und es zeigten sich bereits bei sehr geringen Dosen,  ähnliche Symptome, wie jene, die auch während 

der Esca Erkrankung zu beobachten sind (Andolfi  et al.,  2011). Die gleichen Ergebnisse lassen sich 

auch durch den Einsatz von unterschiedlich langen Pullulanen erzeugen.  Pullulane sind natürliche,  

wasserlösliche lineare Polysaccharide, die aus Maltotriose-Einheiten bestehen (Deshpande et al., 1992; 

Leathers,  2003).  Pullulane  sind  als  Isolate  von  Aureobasidium  pullulans beschrieben  (Brown  und 

Lindberg,  1967)  und  werden  auch  als  bioreaktive  Substanz  gegen  Botrytis cinerea eingesetzt.  Die 

Pullulane  aus  dem  Xylemsaft  infizierter  Weinreben  waren  zwischen  10  und  1500 kDa  groß 

(Sparapano, Bruno und Graniti, 2006).

Das Genom von Phaeoacremonium aleophilum wurde 2013 vollständig sequenziert und ist seit einigen 

Monaten veröffentlicht. Dadurch ist zu erwarten, dass in den kommenden Monaten und Jahren große 

Fortschritte  bei  der  Erforschung  dieses  Pilzes  gemacht  werden  (Blanco-Ulate  et  al.,  2013a; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Togninia%20minima; PRJNA188116 ).

1.3.3 Fomitiporia mediterranea

Fomitiporia mediterranea M. Fisch. 2002 ist ein Basidiomycet aus der Familie der Hymenochaetaceae, 

der  aus  Reben,  die  Esca  Symptome  zeigen,  isoliert  wurde  (Quelle:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov; 

Fischer,  2002).  Er  ist  erst  seit  etwa  10  Jahren  beschrieben,  nur  der  Pilz  der  gleichen  Gattung  F.  

punctata ist aus dem Süden Europas schon länger bekannt (Fries 1874 ex P. Karsten 1882; Murrill  

1947). Fischer und kassemeyer (2003) konnten aber zeigen, dass es sich bei der nördlich der Alpen 

anzutreffenden  Art  um  eine  eigene  handelt.  Im  Deutschen  trägt  der  Pilz  den  Namen  Mittelmeer 

Feuerschwamm. Wie bei Basidiomyceten üblich, bildet dieser Pilz holzig-harte Fruchtkörper. Sie sind 

am Rebholz als 2 cm dicke, ockergelbe Kruste zu erkennen. Die Fruchtkörper sind meist in einer Höhe 
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zwischen 50 und 100 cm über dem Boden zu finden. Die Farbe der Pyknien und auch das Hymenophor 

des Pilzes ist bräunlich-gelb. Die Poren von  F. mediterranea sind rundlich und eher klein, von ihnen 

sind 5–7 Stück pro mm zu finden (Fischer und Kassemeyer, 2003). Der Pilz verfügt über ca. 15 mm 

lange Röhren mit dicken Scheidewänden. Das Myzel ist besonders gut nach der Isolation des Pilzes auf 

Agarplatten zu sehen, watteartig weich und luftig aufgebauscht. Die oberirdischen Hyphen sind eher  

gelb,  mit  zunehmendem Alter  werden sie  braun.  Wenn  F.  mediterranea eine  Pflanze  besiedelt  hat, 

besitzt  er  ein  dimitisches  System  aus  generativen  Hyphen  und  Skeletthyphen.  Die  goldbraunen 

Skeletthyphen verleihen dem Fruchtkörper seine Robustheit, sind selten verzweigt und besitzen keine 

Septen. Bei den Hyphen, die eher durchsichtig und mit dünnen Wänden versehen sind, handelt es sich 

um generative Hyphen. Sie sind häufig verzweigt, einfach septiert und verfügen im Allgemeinen nicht 

über  Setae.  Die  Fortpflanzung  des  Pilzes  ist  homothallisch.  Im  Esca  Komplex  verursacht 

F. mediterranea die  sogenannte  Weißfäule  an  der  befallenen  Pflanze,  während  Pm  und  Pa 

tracheomykotisch wachsen und nur sehr wenige holzsubstanz-degradierende Enzyme abgeben. Dabei 

wird vom Weißfäuleerreger vor allem das Holz der Seitentriebe und des Stamms, in seltenen Fällen des 

Wurzelstocks, zersetzt. Der Pilz baut hierbei mit Hilfe von Enzymen das Lignin des Holzes ab, wobei 

diese Enzyme noch nicht näher beschrieben sind (Fischer, 2010). Es ist allerdings bekannt, dass der 

Pilz  Tannasen,  Laccasen und Peroxidasen produziert  und sekretiert  (Bruno und Sparapano,  2006; 

Abou-Mansour  et  al.,  2009).  Das  Holz  der  Pflanze  wird  brüchig  und  faserig  und  nimmt  eine 

schwammige Konsistenz an. Bei Querschnitten durch den Stamm ist zu erkennen, dass der Befall vor 

allem im Kernbereich zu finden ist. Die Infektion der Rebe durch den Pilz findet im Allgemeinen über  

die Rückschnittwunden an der Weinpflanze statt, von wo aus der Pilz sich in das Innere des Stocks 

ausbreitet  (Pilotti  et  al.,  2005).  Aus  dem  Zentrum  kann  er,  oft  erst  nach  Jahren,  wieder  an  die 

Oberfläche des Stammes treten.  Der Pilz befällt zwar vor allem die wirtschaftlich wichtigen Reben 

(Vitis  vinifera),  er  wurde  aber  auch  aus  Olivenbäumen  (Olea  europea),  der  Haselnuss  (Corellus  

avanella) oder Zitruspflanzen (Citrus sp.) isoliert (Surico et al., 2008). Die Weißfäule, die mit der Esca-

Krankheit einhergeht, zeigt aber nicht die typischen, durch die beiden Pilze Pm. chlamydospora und Pa.  

aleophilum hervorgerufenen Symptome,  sondern die  Pflanze  stirbt  nach  einigen Jahren durch den 

Befall und die unterbrochene Nährstoffzufuhr ab. Außerdem wird diskutiert, dass F. mediterranea die 

Pflanze nur opportunistisch befällt (Sparapano und Bruno, 2006a).

Inzwischen  wurde  das  Genom  des  Pilzes  vollständig  sequenziert.  Damit  ergeben  sich  neue 

Möglichkeiten  um  dieses  Pathogen  molekularbiologisch  zu  untersuchen 

(http://genome.jgi.doe.gov/Fomme1/Fomme1.home.html).  Unter  Anderem  konnten  so  schon  neue 

Enzyme erkannt und im Vergleich der genomischen DNA mit andere Hymenochaetales klassifiziert 
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werden (Morgenstern et al., 2010).

1.3.4 Eutypa lata

Ein weiterer Pilz der regelmäßig aus Weinpflanzen, die Symptome der Esca-Krankheit zeigen, isoliert 

wird ist  Eutypa lata (Pers.)  Tul.  & C.  Tul.  1863 (Synonym:  E.  armeniacae,  Hansf.  und M.  V.  Carter; 

Anamorph:  Libertella blepharis,  A.  L.  Smith;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  Auch das Genom dieses 

weinpathogenen Pilzes wurde inzwischen sequenziert und kann untersucht werden (Blanco-Ulate et  

al., 2013b). Er gehört zur Familie der Diatrypaceae und ist ebenfalls aus dem Phyllum der Ascomycota. 

E. lata hat ein sehr breites Wirtsspektrum und wurde weltweit aus mehr als 80 Holzpflanzenarten 

isoliert. Der Pilz kann nur bei ausreichender Feuchtigkeit und durch Schnittwunden die Wirtspflanze 

infizieren.  Die  Ascosporen sind nicht  in der  Lage durch die  Pflanzenoberfläche selbst  in die  Rebe  

einzudringen.  Um einen  E.  lata Befall  zu  verhindern müssen die Schnittwunden geschützt  werden 

(Sosnowski  et al., 2008; Gubler  et al., 2009). Die Latenzzeit, bis sich erste Symptome der Krankheit 

zeigen oder Fruchtkörper auf der Pflanzenoberfläche entstehen,  kann mehrere Jahre betragen.  Die 

Stroma mit Perithezien bilden sich meist erst bei genügend hohem Niederschlag an Holz das 2-3 Jahre 

abgestorben ist. In den Fruchtkörpern entsteht eine sehr großer Zahl von Ascosporen (Siegfried und 

Bolay, 1993). Nach ausreichenden Regenfällen und Temperaturen über dem Gefrierpunkt werden die 

Ascosporen abgegeben und keimen im Anschluss bei mehr als 20 °C an frischen Schnittwunden aus 

(Ramos  et  al.,  1975;  Muruamendiaraz  et  al.,  2009).  Auf  diesem  nekrotischen  Gewebe  entstehen 

Pyknidien  mit  fädigen  Konidien.  Sporen,  die  nicht  sofort  auskeimen  können,  überleben  meist  2-3  

Monate  und können mit  dem Wind über  große Distanzen verbreitet  werden (Siegfried und Bolay, 

1993). Erst nach einigen Jahren des Befalls lassen sich erste Symptome der Eutypiose ausmachen.

Es  unterschiedliche  Ansichten  bei  der  Definition  und  Benennung  der  einzelnen  Krankheiten.  Im 

Allgemeinen wird aber die tracheomykotische Krankheit, welche durch Pm und Pa erzeugt wird und 

die Weißfäule, generiert durch Fm als Esca-Krankheit zusammengefasst. Die Eutypiose wird durch die  

Infektion der Rebe mit Eutypa lata hervorgerufen (Mugnai et al., 1999; Graniti et al., 2001; Surico et al., 

2006;  Bertsch  et  al.,  2012).  Die  Symptome  nach  der  Infektion  der  Rebe  durch  E.  lata sind  ein 

schwaches  Wachstum  mit  kleinen,  chlorotischen,  am  Rand  nekrotischen  Blättern  und  kurzen,  oft 

zickzackförmig wachsenden, verkümmerten Trieben (Rolshausen et al., 2011). Nach der Erstinfektion 

kann der Weinstock mehrere Jahre weiterwachsen bevor er vollständig abstirbt. Am einfachsten ist die 

Eutypiose  während  der  Rebblüte  zu  erkennen,  da  der  Blühvorgang  der  infizierten  Pflanze  häufig 

gestört ist. Die Blüten öffnen sich meist zu früh und haben eine abnorme, verkleinerte Form. Falls nach 

der Blüte Trauben entstehen, sind diese sehr klein und sterben in der Regel im Laufe des Sommers ab.  
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Im  Holz  zeigen  sich  bei  Längsschnitten  lila-braune  Verfärbungen,  die  sich  von  einer  Rückschnitt-

Schnittstelle durch den ganzen Stamm ziehen können (Deml et al., 2009).

Aus E. lata sind bereits einige Substanzen bekannt, die auch einen Einfluss auf Krankheitssymptome 

haben  können.  Neueste  Studien  zeigen,  dass  es  wohl  nicht  nur  einen  Eutypa-Stamm  gibt,  z.B.  in 

Nordamerika  wurden  mehrere  Stämme  an  der  Ostküste  beschrieben.  Alle  gefundenen  Stämme 

produzieren ähnliche Phytotoxine (Rolshausen et al., 2011). Die wichtigste Substanz ist das Eutypin (4-

hydroxy-3-(3-methyl-3-buten-1-ynyl)benzaldehyd), es wurde aus allen Stämmen isoliert (Renoud  et  

al.,  1989;  Amborabé  et  al.,  2001).  Es  konnte  eine  biologische  Aktivität  des  Eutypin  an  der 

Plasmamembran  beobachtet  werden.  Das  Pilztoxin  löste  eine  schnelle  dosisabhängige 

Hyperpolarisation  des  Membranpotentials  der  Pulvinarzellen  von  Mimosa  pudica  aus.  Außerdem 

erhöhte  es  die  Protonenpermeabilität  der  Zellwand  in  Pflanzengeweben  oder  gereinigter 

Plasmamembranvesikel.  Als  physiologische  Folge  behinderte  Eutypin  die  Saccharose-und  Valin-

Absorption durch Plasmamembranvesikel  und durch pflanzliches Gewebe (Amborabé  et al.,  2001). 

Zusätzlich  wurde  die  Substanz  5-Formyl-2-methylvinyl-1-benzofuran,  welche  eine  starke 

Phytotoxozität zeigte, isoliert. Die Sekundärmetabolite Eutypinol, Quinol und Siccayne (2-(3-Methyl-3-

buten-1-ynyl)hydroquinone), die ebenfalls aus Kulturfiltraten von E. lata isoliert wurden, weißen keine 

nennenswerte Aktivität auf (Smith et al., 2003).

1.3.5 Bekämpfungsmethode der Esca-assoziierten Pilze

Bis heute ist es nicht möglich die Esca-assoziierten Pilze, nachdem sie den Weinstock befallen haben, 

zu bekämpfen. Es gibt also, nicht nur im ökologischen Weinbau einen dringenden Bedarf an effizienten 

therapeutischen Ansätzen.

Man benötigt Fungizide, die sich in der gesamten Pflanze systemisch verbreiten und auch im Xylem 

und  Phloem  der  Weinrebe  eine  Dosis  erreichen  müssten,  die  für  die  Pathogene  tödlich  ist.  Im 

ökologischen Weinbau werden vor allem kupferbasierte Präparate eingesetzt (Regner, 2011). Neueste 

Studien  beobachteten  aber  auch  hier  keine  zufriedenstellenden  Ergebnisse.  Wie  das  inzwischen 

verbotene Natriumarsenit konnten die Präparate zwar teilweise auch in die Pflanze, in diesem Fall in 

die Blätter hineindiffundieren, wirkten dann aber nicht  zuverlässig und langanhaltend (di Marco et al., 

2010). Trichoderma harzianum und T. atroviride, die als natürliche Antagonisten isoliert wurden, sind 

auch nicht konsistent wirksam im Feldeinsatz. Der Hauptgrund hierfür ist wohl das kurze Verbleiben 

der antagonistischen Pilze auf der Wunde. Der von Totholz isoliert Stamm T. atroviride SC1 kolonisiert 

frische Wunden sehr ausgeprägt und ist ein starker Produzent von hydrolytischen Enzymen. So ist er 

in der Lage Wunden für mehrere Monate zu besiedeln und die Pflanzen so während der gesamten 
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Vegetationsperiode zu schützen.  Diese Ergebnisse belegen, dass es vielleicht möglich sein wird,  im 

ökologischen Weinbau neue Wege zu gehen und Wildisolate von Pilzen, die ähnliche Nischen wie die  

Esca-assoziierten Pilze besiedeln, als wirksame „ökologische Fungizide“ einzusetzen (Prodorutti et al., 

2012).

Laut Ergebnissen von Platzer und Schweigkofler (2009) haben die meisten konvetionellen Fungizide, 

die bereits im Weinbau zum Einsatz kommen, keine Wirkung auf das Myzelwachstum und die Keimung 

von F. mediterranea und Pm. chlamydospora. Aber selbst eine leichte Wirkung der getesteten Produkte 

konnte dann, sobald Versuche zur Pathogenkontrolle nach der Infektion durchgeführt wurden, nicht 

weiter beobachtet werden.

Bei  erste  In-vitro-Studien  mit  E.  lata waren  Flusilazol,  Tebuconazol,  Benomyl,  Fenarimol  und 

Myclobutanil die wirksamsten Fungizide gegen das Myzelwachstum. In zwei Feldversuchen wurden 

Schnittwunden  künstlich  mit  E.  lata Sporen  infiziert  und nach  der  Fungizidbehandlung  und einer 

Wachstumsperiode  von  12  Monaten  Proben  entnommen,  um  die  Wirksamkeit  der  eingesetzten 

Fungizide zu untersuchen. Die Substanzen Flusilazol und Benomyl hemmten die Sporenkeimung am 

effektivsten. Die Behandlungen der Schnittwunden mit  Trichoderma T77 verursachte ebenfalls eine 

signifikante  Reduktion  der  beobachteten  Eutypa  lata  Infektionen  und  anderer  mykotischer 

Krankheitserreger der Weinpflanze (Halleen et al., 2010).
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Projekte in vier Themengebieten zur Erforschung der molekularen 

Grundlagen der Pilz-Pflanze-Interaktion der Esca Krankheit beitragen.

Als erster Themenkomplex wurde die Interaktion zwischen den Pilz- und Pflanzenspezies untersucht. 

Hierbei  wurde  ein  besonderes  Augenmerk  auf  die  Kommunikation  zwischen  den  einzelnen 

Pathogenen auf der einen Seite und der Interaktion zwischen Vitis vinifera und den einzelnen Pilzen 

auf der anderen Seite gelegt. Es sollten hier vor allem die sekretierten Sekundärmetabolite, die von den 

einzelnen Organismen synthatisiert werden, detektiert und analysiert werden. 

Im  zweiten  Themenkomplex  sollten  mit  Hilfe  von  molekularbiologischen  Methoden  ΔPKS-

Deletionsmutanten  der  Pilze  Pm.  chlamydospora und  Pa.  aleophilum generiert  werden,  um  zu 

untersuchen ob die Polyketidsynthese und damit Scytalon, Isoscleron und Melanin essentiell für die 

Pathogenität der Pilze ist. Hierzu wurden im Anschluss Pflanzenassays durchgeführt und ausgewertet.

Im dritten Teilprojekt dieser Arbeit sollten die Pilzextrakte nach bisher unbekannten phytotoxischen 

Sekundärmetaboliten untersucht werden. Diese neuen Substanzen sollten im Anschluss in in-vivo- als 

auch  in-vitro-Versuchen  charakterisiert  werden.  Dadurch  können  ihre  Eigenschaften  und  ihre 

Bedeutung für die Progression der Krankheit beleuchtet werden.

Im abschließenden Teilprojekt dieser Arbeit sollte nach geeignete antagonistische Pilze oder deren 

fungizide  Sekundärmetabolite  aus  der  Stammsammlung  des  Instituts  für  Biotechnologie  und 

Wirkstoff-Forschung (IBWF, Kaiserslautern) gesucht werden, die im ökologischen und konventionellen 

Weinbau  präventiv  oder  kurativ  gegen  die  Esca  Krankheit  eingesetzt  werden  können.  Es  sollten 

Organismen charakterisiert werden, die eine antagonistische Wirkung gegen die Pathogene, als Schutz 

auf  Schnittwunden  (wie  die  bereits  genannten  Trichoderma Arten,  siehe  Kapitel  1.3.1)  zeigen.  Im 

Anschluss daran sollten Analysen der gebildeten Naturstoffen durchgeführt werden. Während dieser 

Arbeit  sollten zudem unterschiedliche Untersuchungs-  und Auswahlmethoden etabliert,  verwendet 

und überprüft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Antibiotika und Medienbestandteile

Lösungsmittel p.a.

Aceton J.T. Baker, Deventer, NL

Acetonitril HPLC grade Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Chloroform HPLC grade Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Essigsäureethylester Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ethanol p.a. Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Isopropanol p.a. Merck KGaA, Darmstadt

Methanol p.a. Merck KGaA, Darmstadt

Säuren und Laugen

CH3COOH (100%) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

HCl p.a. (32%) Merck KGaA, Darmstadt

KOH Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

NaOH Plättchen Merck KGaA, Darmstadt

C2HF3O2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Antibiotika

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cefotaxim-Natrium Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg

Glufosinate-Ammonium Bayer® CropScience, Monheim am Rhein

Hygromycin B (HygroGoldTM) Invivogen, Toulouse, Frankreich

Kanamycinsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Penicillin G SERVA/Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Rifampicin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Streptomycinsulfat Merck KGaA, Darmstadt

Tetracyclinhydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

15



 Material und Methoden

Medienbestandteile für Fest-und Flüssigmedien

Acetosyringon Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BactoTM Agar Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BactoTM Casamino Acids Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BactoTM Pepton Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BactoTM Yeast Extract Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Biotin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DifcoTM Yeast Nitrogen Base Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Gamborg B5 Medium Duchefa Biochemie B.V., BH Haarlem, Niederlande

Glukose SHS, Gesellschaft für Klinische Ernährung mbH, 
Heilbronn

IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

L-Asparagin, Monohydrat Merck KGaA, Darmstadt

Natriumacetat Merck KGaA, Darmstadt

Thiamindichlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tween 20 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Weitere Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid / Bisacrylamid (29:1) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Agarose Biozym, Oldendorf

Antibiotika-Testblättchen (4 mm) MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG , Düren

Antibiotika-Testblättchen (10 mm) MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG , Düren

Anti-11-Digoxigenin-AP, Fab fragments Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

APS (Ammoniumperoxodisulfat) Carl Roth, Stuttgart

Calciumchlorid Riedel de Haen, Seelze

Desthiobiotin Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

DIG-11-dUTP Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DNA Molecular Weight Marker III und VII, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DIG-labeled (Digoxigenin)

DTT (Dithiothreitol) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Eisensulfat-Heptahydrat Merck KGaA, Darmstadt

Elektroporationsküvetten, 1 mm PeqLab, Erlangen

Filterblättchen, 12 mm MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG , Düren
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GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

Glyzerin Merck KGaA, Darmstadt

Kaempferol (analytical standard) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München

Kaempferol-3-Glykosid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München

Di-Kaliumhydroxylphosphat Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt

Ladepuffer (6x Orange Loading Dye) Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

L-Glutathion reduziert Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Lysing Enzymes von T. harzianum Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Magermilchpulver Sucofin TSI GmbH & Co. KG, Zeven

Maleinsäure Merck KGaA, Darmstadt

2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure Hydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck KGaA, Darmstadt

Manganchlorid-Hexahydrat Merck KGaA, Darmstadt

Manganchlorid-Hydrat Merck KGaA, Darmstadt

Miracloth Calbiochem, San Diego, USA

di-Natrium-EDTA Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

2-Naphthalenessigsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natrium-Dihydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Natriumnitrat Merck KGaA, Darmstadt

Nylon-Membran Biodyne® Pall Corporation, Dreieich

N-Z-Amine® A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Papierrundfilter (160 mm, 120 mm) Schleicher & Schuell GmbH, Dasseln

Parafilm® M Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 25:24:1 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Röntgenfilm Amersham HyperfilmTM ECL GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

SDS (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Silicagel Orange Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Sterilfilter, Typ FB 30/03 Schleicher & Schuell GmbH, Dasseln

TEMED (Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tris Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

(2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol)
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X-Gal Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

(5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid)

Zellulosenitrat-Filter NC45 ST Schleicher & Schuell GmbH, Dasseln

Zinksulfat-Heptahydrat Merck KGaA, Darmstadt

Wasser

Für die wissenschaftlichen Arbeiten standen Wasser mit zwei unterschiedlichen Qualitätsstufen zur 

Verfügung. Für die Herstellung von Kulturmedien, Lösungen und Puffern wurde entionisiertes Wasser 

H2Odeion. (Seradest,  SERAL-Reinstwassersysteme  GmbH,  Ransbach-Baumbach)  verwendet.  Für 

Antibiotika-Lösungen und Puffer für den Einsatz in molekularbiologischen und proteinbiochemischen 

Reaktionen,  sowie  für die Analyse von Reinsubstanzen und pilzlichen Extrakten mittels  HPLC und 

HPLC-MS  wurde  ultrafiltriertes  Reinstwasser  H2OUF (Milli-Q® Synthesis,  Quantum®  EX,  Q-Gard® 2, 

Millipore, Merck Chemicals GmbH, Schwalbach) eingesetzt.

2.1.2 Enzyme

Folgenden Enzyme wurden für die molekularbiologischen Arbeiten nach Herstellerangaben eingesetzt:

Restriktionsendonukleasen Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

NEB (New England Biolabs Inc.) Ipswich, USA;

FastAP (Shrimp-alkaline-phosphatase) Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

T4 DNA Ligase Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

Taq/DreamTaq und HotStartTaq-Polymerase Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

Phusion® High-Fidelity Polymerase NEB (New England Biolabs Inc.) Ipswich, USA

2.1.3 Reaktionskits

Folgende  Reaktionskits  wurden  für  das  molekularbiologische  Arbeiten  nach  Herstellervorschrift 

verwendet:

GeneJET™ Plant Genomic DNA Purif. Mini Kit Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

GeneJET™ Gel Extraction Kit Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

pGEM®-T Easy Vector System I Promega, Mannheim, Deutschland

CloneJET™ PCR Cloning Kit Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

Gibson Assemby Kit NEB (New England Biolabs Inc.) Ipswich, USA
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2.1.4 Lösungen und Puffer

2.1.4.1 Lösungen

Alle Angaben beziehen sich auf ein Endvolumen von 1 L in H2Odeion., sofern nicht anders angegeben.

L1: Antibiotikalösung TET

Tetracyclinhydrochlorid 50 mg

H2OUF ad 10 mL

In Wasser gelöste Antibiotika wurden mit einem 
Sterilfilter  (Typ  FB  30/03;  Schleicher  &  Schuell 
GmbH,  Dasseln)  filtriert,  aliquotiert  und 
anschließend bei-20 °C, gelagert.

L2: Antikörperlösung

Anti-Digoxigenin-AP 1,5 μL

Blockingpuffer (P12) ad 20 mL

L3: Denhardt’s Lösung (100x)

Ficoll® 400 1 g

Polyvinylpyrrolidone 1 g

BSA, Rinderalbumin 1 g

H2Odeion. ad 50 mL

L4: Lösung 1 zur Alkalischen Lyse (Sol I)

2 M Glukose 1 mL

1 M Tris HCl 1 mL

0.5 M Na2EDTA 0,8 mL

H2OUF 37,2 mL

L5: Lösung 2 zur Alkalischen Lyse (Sol II)

10 M NaOH 0,8 mL

10 % SDS 4 mL

H2OUF 35,2 mL

L6: Lösung 3 zur Alkalischen Lyse (Sol III)

5 M CH3COOK 30 mL

CH3COOH 5,75 mL

H2OUF 14,25 mL

L7: LysozymLösung

Lysing Enzymes 100 mg

(T. harzianum)

P Puffer (P10) ad 100 mL

L8: MES-Lösung (1 M)

MES Hydrat 19,5 g

H2Odeion. ad 100 mL

pH 5,5

L9: NaCl-Lösung (Protoplastentransformation)

NaCl 5,9 g

H2Odeion. ad 100 mL

Die  Lösung  wurde  autoklaviert  und  vor  dem 
Einsatz  wurden  steril  Lysing  Enzymes 
(Trichoderma  harzianum) 20 mg/mL  und  β-
Mercaptoethanol  100 μL/100 mL  (Endkonz.) 
zugesetzt.

L10: Nitratsalzlösung (20x)

NaNO3 120 g

KCl 10,4 g

MgSO4 · 7H2O 10,4 g

KH2PO4 30,4 g

L11: PEG-Lösung 

PEG 4000 5 g

KCl 3,8 g

CaCl2 5,5 g

Tris-HCl (50 mM, pH 8,0) ad 50  mL

L12: PEG/LiAc-Lösung 

PEG 3350 4 g

LiAc 0,7 g

EDTA 2,9 g

Tris/HCl (10 mM, pH 7,5) ad 10 mL
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L13: Saccharoselösung 

Saccharose 10,3 g

L14: Salzlösung ohne Nitratsalze (20x)

KCl 10,4 g

MgSO4 · 7 H2O 10,4 g

KH2PO4 30,4 g

L15: SDS-Lösung (10%)

SDS 100 g

pH 7,2

(1 M HCl)

L16: Sorbitol-Lösung 
(Protoplastentransformation)

Sorbitol 18,2 g

H2Odeion. ad 100 mL

L17: Spurenelementlösung I (1000x)

CoCl2 · 6 H2O 0,17 g

CuSO4 · 5 H2O 0,16 g

FeSO4 · 7 H2O 0,5 g

H3BO3 1,1 g

MnCl2 · 4 H2O 0,5 g

Na2EDTA · 2 H2O 5 g

Na2MoO4 · 2 H2O 0,15 g

ZnSO4 · 7 H2O 2,2 g

H2Odeion. ad 100 mL

pH 6,5

(1 M KOH)

L18: TSS-Lösung

Trypton 1,0 g

Bacto Yeast Extract 0,5 g

NaCl 0,5 g

PEG 10,0 g

DMSO 5,0 mL

MgCl2 · 6 H2O 14,2 g

H2OUF 70 mL

L19: X-Gal-StammLösung

X-Gal 500 mg

DMSO ad 10 mL

2.1.4.2 Puffer

Alle Puffer wurden, soweit nicht anders angegeben, im 1 L Maßstab hergestellt.

P1:Bindepuffer (Proteinisolation)

Tris 6,05 g

pH 7,0 mit HCl einstellen

P2:CATB-Puffer

CATB (2%) 10,00 g

Tris 6,06 g

Na2EDTA 1,46 g

NaCl 20,50 g

H2Odeion. ad 500 mL

pH 8,0 mit HCl einstellen

P3: Elutionspuffer (Proteinelution)

NaCl 58,4 g

Bindepuffer (P1) ad 1 L

P4: K-Puffer:

K2HPO4 200 g

KH2PO4 145 g

P5: L-Puffer (Lysepuffer)

Saccharoselösung (L13) 100 mL

autoklavieren  und  danach  folgende  Lösungen 
sterilfiltriert zugeben:

TES-Puffer (P24) 10 mL

K2SO4 (2,5 %) 1 mL

MgCl2 · 6H2O (2,5 M) 0,1 mL

CaCl2 (0,25 M) 1 mL

vor dem Gebrauch des Puffer Lysing Enzymes von 
Trichoderma  harzianum (1 mg/mL, 
Endkonzentration) zugeben.
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P6: Maleinsäurepuffer

Maleinsäure 11,6 g

NaCl 8,8 g

pH 7,5

(10M NaOH)

P7: MN-Puffer

MgSO4 · 7 H2O 30 g

NaCl 15 g

P8: OCM-Puffer

Saccharose 218,3 g

CM Medium (M12) ad 1 l

P9: OM-Puffer (sterilfiltriert)

MgSO4 13,83 g

Na2HPO4 37 mg

NaH2PO4 29 mg

Lysing Enzymes 400 mg

(Trichoderma harzianum)

H2Obidest. ad 40 mL

P10: P Puffer (Protoplasten Puffer)  (Okanishi 
et al., 1974, Hopwood and Wright, 1978)

Saccharose 103,0 g

K2SO4 0,25 g

MgCl2 · 6H2O 2,02 g

Spurenelementlsg. I (L17) 2 mL

H2Obidest. ad 800 mL

in  80 mL  Einheiten  aliquotieren,  autoklavieren 
und vor dem Gebrauch

KH2PO4 (0,5 %) 10 mL

CaCL2 · 2H2O (3,68 %) 10 mL

TES-Puffer (P24) 10 mL

zugeben.

P11: PTC-Puffer (sterilfiltriert)

PEG 4000 60 g

CaCl2 11 mg

Tris/HCl (10 mM, pH 7,5) ad 100 mL

P12: Southern Blot Blockingpuffer

Magermilchpulver 1,5 g

Maleinsäurepuffer (P6) 100 mL

P13: Southern Blot Denaturierungspuffer

NaCl 46,8 g

NaOH 16,0 g

P14: Southern Blot Detektionspuffer

NaCl 5,8 g

Tris 12,1 g

pH 9,5

(1 M HCl)

P15: Southern Blot Hybridisierungspuffer

Denhardt’s Lösung (L13) 50 mL

SDS-Lösung (10%) 50 mL

SSPE (20x) (P18) 300 mL

P16: Southern Blot Neutralisierungs-Puffer

NaCl 87,7 g

Tris 60,6 g

pH 7,6

(1 M HCl)

P17: Southern Blot Waschpuffer

Maleinsäurepuffer (P6) 100 mL

Tween 20 500 μL

P18: SSPE-Puffer (20x)

Na2EDTA · 2 H2O 7,4 g

NaCl 210 g

NaH2PO4 · H2O 27,6 g

pH 7,4

(10 M NaOH)

P19: SSPE-Puffer (0,2x) + 0,1% SDS

SDS (10 %) 10 mL

SSPE (20x) (P18) 10 mL

P20: SSPE-Puffer (2x) + 0,1% SDS

SDS (10 %) 10 mL

SSPE (20x) (P18) 100 mL
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P19: STC-Puffer

Sorbitol 18,2 g

CaCl2 5,5 g

Tris/HCl (50 mM, pH 8) ad 100 ml

P20: TAE-Puffer (50x)

Tris 242 g

Na2EDTA-Lösung (0,5 M) 100 mL

CH3COOH (100 %) 57,1 mL

P21: TAE-Puffer (1x)

TAE-Puffer (50x) (P20) 100 mL

H2OUF ad 5 l

P22: TE-Puffer

Tris-HCl pH 8,0 (1 M) 10 mL

EDTA (0,5 M) 2 mL

P23: TE+RNAse-Puffer

Tris-HCl pH 8,0 (1 M) 1,0 mL

EDTA (0,5 M) 0,2 mL

RNAse A (100 mg/mL) 0,5 mL

H2Obidest. ad 100 mL

P24: TES-Puffer

Tris 120 mg

Na2EDTA 38 mg

SDS 200 mg

H2Obidest. ad 10 mL

P25: T-Puffer (Transformationspuffer)

Saccharoselösung (L13) 25,0 mL

Spurenelementlsg. I (L17) 0,2 mL

K2SO4 (2,5%) 1,0 mL

H2Obidest. 75 mL

autoklavieren  und  danach  zu  9,3  mL  der  oben 
beschrieben Lösung 

CaCl2 (5 M) 0,2 mL

Maleinsäure Puffer (P6) 0,5 mL

steril  zugeben.  Direkt  vor  dem Gebrauch 25 mL 
H2O mit 7,5 g PEG 3000 autoklaviert zusetzen.

2.1.5 Kulturmedien

Die Mikroorganismen-Anzuchtmedien wurden für 45 min bei einer Temperatur von 121 °C und einem 

Druck von 1,1 bar autoklaviert. Der angegebene pH-Wert wurde zuvor mit 1 M HCl oder 1 M NaOH 

eingestellt. Zur Erzeugung von Festmedien wurden vor dem Autoklavieren zwei Prozent granulierter 

DifcoTM Agar zugesetzt. 

Alle Angaben beziehen sich auf 1 L H2Odeion., sofern kein anderes Volumen angegeben ist.

Medien  zur  Kultivierung  von  Agrobacterium 
tumefaciens und Escherichia coli

M1: AIM-Medium (Agrobacterium Induktions-
Medium)

Zu  900 mL  Wasseragar  wurde  nach  dem 
Autoklavieren  und  Abkühlen  auf  50°C  die 
folgenden Medienbestandteile sterilfiltriert (NYL, 
Porengröße 0,2 μm; Nalgene) hinzu gegeben. Für 
AIM-Festmedium  wurden  zusätzlich  1 mL 
Acetosyringon-Lösung (100mg/mL) zugesetzt.

CaCl2-Lösung (1 %) 1,0 mL

FeSO4-Lösung (0,01 %) 10,0 mL

Glukose-Lösung (1 M) 5,0 mL

Glyzerin-Lösung (10 %) 25,0 mL

MES-Lösung (1 M) 40,0 mL

NH4NO3-Lösung (20 %) 2,5 mL

Spurenelementlösung I (L42) 5,0 mL

K-Puffer (P4) 0,8 mL

MN-Puffer (P7) 20,0 mL 
M2: LB-Medium

BactoTM Trypton 10,0 g

BactoTM Yeast Extract 5,0 g
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NaCl 5,0 g

pH 7,4

Zu  allen  Medien,  die  Antibiotika  enthalten, 
wurden  diese  nach  dem  Autoklavieren  des 
Mediums  und  dem  Abkühlen  auf  55 °C 
hinzugegeben.

M2.1: LB-AIX-Medium

M2 LB-Medium 1 L

Ampicillin 100 mg 
IPTG-Stammlösung (100 mM) 4 mL

X-Gal-Stammlösung L19 2 mL

M2.2: LB-AMP-Medium

M2 LB-Medium 1 L

Ampicillin 100 mg

M2.3: LB-KANA-Medium

M2 LB-Medium 1 L

Kanamycin Monosulfat 60 mg

M2.4: LB-RIF-Medium

M2 LB-Medium 1 L

Rifampicin 60 mg

M2.5: LB-RIF+KANA-Medium

M2 LB-Medium 1 L

Kanamycin Monosulfat 60 mg

Rifampicin 60 mg

M2.6: LB-TET-Medium

M2 LB-Medium 1 L

Tetracyclinhydrochlorid 1 mL

M3: Nutrient Broth Medium

Nutrient Broth 8 g

pH 7,5

M4: SOB-Medium

Trypton 20 g

Bacto Yeast Extract 5 g

NaCl 0,5 g

M5: SOC-Medium

SOB-Medium (M4) 100 mL

Glukoselösung (1 M), sterilfilt.  2 mL

Medien zur Kultivierung von Pilzen

M6: BAF-Medium

Maltose 20 g

Glukose 10 g

Pepton (papainisch verdaut) 2 g

Hefeextrakt 0,2 g

KH2PO4 0,5 g

MgSO4 · 7H2O 1 g

CaCl2 · 2H2O 73,5 mg

FeCl3 10 mg

ZnSO4 · 7H2O 1,78 mg

pH 5,5

M7: Czapek-Dox-Medium

Saccharose 30 g

NaNO3 3 g

KH2PO4 1 g

MgSO4 · 7H2O 0,5 g

KCl 0,5 g

CaCl2 · 2H2O 73,5 mg

FeSO4 · 7H2O 10 mg

pH 6,3

M8: DM-Medium (Doppelmalz)

Malzextrakt 40 g

pH 5,5

M9: HA-Medium

Malzextrakt 10 g

Glukose 4 g

Hefeextrakt 4 g

pH 5,5

M10: HMG-Medium

Malzextrakt 10 g

Glukose 10 g

Hefeextrakt 4 g

pH 5,5
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M11: MGPH-Medium

Maltose 20 g

Glukose 10 g

Pepton (papainisch verdaut) 2 g

Hefeextrakt 1 g

MgSO4 · 7H2O 1 g

KH2PO4 0,5 g

CaCl2 · 2H2O 73,5 mg

FeCl3 10 mg

ZnSO4 · 7H2O 1,78 mg

pH 5,5

M12: Komplettmedium (CM)

BactoTM Casamino Acids 1 g

BactoTM Pepton 2 g

BactoTM Yeast Extract 1 g

Glukose 10 g

Nitratsalzlösung (20x) (L10) 50 mL

Spurenelementlösung I (L17) 1 mL

pH 6,5

M13: Minimalmedium (MM)

Glukose 10 g

Biotinlösung (0,01 %) 250 μL

Nitratsalzlösung (20x)(L10) 50 mL

Spurenelementlösung I (L17) 1 mL

Thiamindichloridlösung (1 %) 1 mL

pH 6,5

M14: Minimalmedium (CEFO+STREP+HYG)

Nach  dem  Autoklavieren  wurde  das  mit  2 % 
granuliertem DifcoTM Agar versetzte Medium M13 
auf  ca.  55 °C  abgekühlt.  Dann  wurden  steril  zu 
einem  Liter  Medium  2 mL  Cefotaxim 
(100mg/mL), 3 mL Streptomycin (100 mg/mL)

1. und für die Kultivierung von Fm und El 0,5 mL 
Hygromycin (100 mg/mL) gegeben,

2. und für die Kultivierung von Pm und Pa 4 mL 
Hygromycin (100 mg/mL) gegeben.

M15: Oatmeal-Medium 
(Harferflockenmedium)

Haferflocken 20 g

M16: PDA-Medium (Potato-Dextrose-Medium)

Potato Dextrose Broth 24 g

M17: PDA-Medium (CEFO+STREP+HYG)

Nach  dem  Autoklavieren  wurde  das  mit  2 % 
granuliertem DifcoTM Agar versetzte Medium M13 
auf  ca.  55 °C  abgekühlt.  Dann  wurden  steril  zu 
einem  Liter  Medium  2 mL  Cefotaxim 
(100mg/mL), 3 mL Streptomycin (100 mg/mL)

1. und für die Kultivierung von Fm und El 0,5 mL 
Hygromycin (100 mg/mL) gegeben,

2. und für die Kultivierung von Pm und Pa 4 mL 
Hygromycin (100 mg/mL) gegeben.

M18: R2YE-Medium

Saccharose 103 g

Glukose 10 g

Hefeextrakt 5 g

DifcoTM Casaminoacids 0,1 g

TES-Puffer (P24) 10,0 mL

MgCl2 · 6H2O 10,12 g

K2SO4 0,25 g

Spurenelementlsg. I (L17) 2,0 mL

H2Obidest. ad 1 L

Nach dem Autoklavieren wurde das Medium auf 
55 °C  gekühlt  und  die  folgenden  sterilfiltrierten 
Lösungen zugegeben:

KH2PO4 (0,5 %) 4 mL

CaCl2 · 2H2O (5 M) 1,6 mL

L-Prolin (20 %) 6 mL

NaOH (1 N) 2,8 mL

Dann wurden steril zu einem Liter Medium 2 mL 
Cefotaxim  (100mg/mL),  3 mL  Streptomycin 
(100 mg/mL)

1. und für die Kultivierung von Fm und El 0,5 mL 
Hygromycin (100 mg/mL) gegeben,

2. und für die Kultivierung von Pm und Pa 4 mL 
der Hygromycin (100 mg/mL) gegeben.
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M19: Regenerationsmedium 
(Protoplastentransformation)

Saccharose 342,3 g

Hefeextrakt 1 g

Casein 1 g

M20: Wasseragar

DifcoTM Agar, granuliert 20 g

M21: Wasser-Kinetin-Agar

Kinetin-Stammlösung (1 mg/mL) 200 μL

vor  der  Zugabe  den  autoklavierten  Wasseragar 
auf 50 °C im Wasserbad abkühlen lassen.

M22: Weinblattextraktmedium (WEM)

Es  wurden  10-15 g  Weinblätter  in  ausreichend 
lauwarmem  Wasser  gewaschen.  Danach  wurde 
das  Wasser  abtropfen lassen und die  Blätter  in 
100 mL  H2Odeion. gegeben.  Anschließend  wurde 
das  Blätter-Wasser-Gemisch  mit  einem  Mixer 
(Laboratory  Blender  7011S,  Warning® 
Laboratory  Science,  Torrington,  USA)  auf  der 
höchsten Stufe für 30 Sekunden zerkleinert. Die 
restlichen  groben  Bestandteile  der  Emulsion 

wurden  durch  das  Filtrieren  über  einen 
Tiefenfilter  T5500  (Pall  Corporation 
Filtersysteme GmbH, Bad Kreuznach) beseitigt. 

Im  Anschluss  wurde  ein  Liter  Minimalmedium 
(M13) hergestellt,  aber nur mit 900 mL H2Odeion., 
vor dem Autoklavieren wurde das Medium dann 
mit 100 mL des Weinblattextrakts aufgefüllt.

M23: G5VIT-Medium

Gamborg B5 Medium 3,8 g

2-Naphthalenessigsäure 0,1 mg

Kinetin 0,2 mg

Saccharose p.A. 30 g

N-Z-Amine® A 250 mg

DifcoTM Agar, granuliert 8 g

pH 5,5

Dieses Medium muss sehr  sorgfältig  und genau 
20 min  bei  121 °C  autoklaviert  werden,  da  die 
Mengen der Hormone im Medium so eingestellt 
sind,  dass  nach  20 min  genau  die  richtige 
Konzentration, welche für die Kultivierung nötig 
ist, nicht durch das Erhitzen zerstört wird.
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2.1.6 Organismen

Die folgenden Organismen wurden für die molekularbiologischen Arbeiten verwendet.

2.1.6.1 Verwendeter Stamm von Escherichia coli

XL1-Blue (Bullock  et al.,  1987; Stratagene, La Jolla, USA):  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44  

relA1 lac [F´ proAB lacIq Z_M15 Tn10 (Tetr)]

2.1.6.2 Verwendeter Stamm von Agrobacterium tumefaciens

AGL1 (BAA-101) (ATCC, Manassas, USA): AGL0recA::bla pTIBo542deltaT Mop+ CbR [50648]

2.1.6.3 Verwendeter Stamm von Phaeomoniella chlamydospora

Phaeomoniella chlamydospora (BASF Plant Science Company, Limburgerhof)

2.1.6.4 Verwendeter Stamm von Phaeoacremonium aleophilum

Phaeoacremonium aleophilum (BASF Plant Science Company, Limburgerhof)

2.1.6.5 Verwendeter Stamm von Fomitiporia mediterranea

Fomitiporia mediterranea (BASF Plant Science Company, Limburgerhof)

2.1.6.6 Verwenderter Stamm von Eutypa lata

Eutypa lata (BASF Plant Science Company, Limburgerhof)

Während der Arbeiten wurden immer Kulturen der hier genannten Pilze in Agar-Schrägröhrchen unter 

Paraffinöl  (bei  4 °C)  und  auf  Agarplatten  (bei  26 °C)  kultiviert  um  ausreichend  Sicherheits-  und 

Vorkulturen zu gewährleisten. 

2.1.6.7 Testorganismen für die biologische Charakterisierung

Bakterien

Bacillus brevis ATCC 9999

Bacillus subtilis ATCC 66633
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Micrococcus luteus ATCC 381

Enterobacter dissolvens LMG 2683

Pilze

Mucor miehei TÜ 284

Nematospora coryli ATCC 10647

Paecilomyces variotii ETH 114646

Phytophthora infestans ATCC 208835

2.1.6.8 Verwendete Weinpflanzen und Kalluskulturen

Die während dieser Arbeit verwendeten Weinpflanzen für die Blatttropftests, die Injektionstests, die 

Antagonisten-Sprühversuche  und  die  Versuche  zur  Charakterisierung  von  Deletionsmutanten  der 

Esca-assoziierten Pilze waren Kultivare von Vitis vinifera 'Riesling', 'Cabernet Sauvignon', 'Merlot' und 

'Weißer Burgunder'. Welcher Kultivar für welchen Versuch genutzt wurde, wir an späterer Stelle zu 

jedem einzelnen Versuch angegeben. Die Reben wurden in 1 Liter Kulturtöpfen nach dreimonatigem 

Wachstum im Gewächshaus von Frau Prof. Dr. Beate Berkelmann-Löhnertz (Institut für Phytomedizin, 

Hochschule Geisenheim Univerity, Geisenheim) und Herrn Dr. Andreas Kortekamp (DLR Rheinpfalz, 

Phytomedizin, Phytomedizin für den Weinbau, Neustadt a.d.W.) zur Verfügung gestellt. Zum weiteren 

Wachstum wurden die Pflanzen in Sanyo Pflanzenbrutschränken (Panasonic MLR-351H Plant Growth 

Chamber;  Panasonic  Biomedical  Sales  Europe  B.V.,  Hamburg)  bei  80 %  Luftfeuchtigkeit  und  16 h 

Hellphase wachsen lassen. 

Die Kalluskultur von Vitis vinifera L. ist die Standardkultur PC-1137 der DSMZ (Leibniz Institut DSMZ-

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig). Die Kalluskultur 

wurde auf Gamborg B5 Medium (M23) kultiviert, oder in M23 Flüssigmedium in 500 mL Glaskolben 

bei  22 °C  auf  einem  Taumelschüttler  (Duomax  1030,  Heidolph  Instruments  GmbH  &  Co.  KG, 

Schwabach) wachsen lassen.

Um  Fermentationsversuche  im  5,  sowie  im  20 L  Maßstab  mit  dem  Medium  M22 durchzuführen, 

wurden im September 2009 15 kg Weinblätter von Rebstöcken abgeschnitten, gewaschen und in 3 kg 

Portionen in Gefrierbeuteln bei-20 °C gelagert. Die beiden Weinsorten die dafür ausgewählt wurden, 

sind  Vitis  vinifera 'Weißer  Burgunder'  und  'Cabernet  Sauvignon'.  Sie  wurden  mit  freundlicher 
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Genehmigung  beim  Weingut  Lauermann &  Weyer, Leininger  Ring  79,  67278  Bockenheim  an  der 

Weinstraße in zwei Lagen bei Bockenheim gesammelt.

2.1.6.9 Aufbewahrung der Organismen

Zur  längerfristigen  Lagerung  von  Bakterien  wurden  Glyzerinkulturen  hergestellt.  Dazu  wurden  je 

500 μL  der  Flüssigkulturen  (A.  tumefaciens:  M2.5,  E.  coli:  M2.1-M2.4,  M2.6)  mit  500 μL  steriler 

Glyzerinlösung (50%) gemischt und anschließend bei-80°C gelagert. Um die erzeugten Pilzmutanten 

zu  lagern,  wurden  beim  Überimpfen  Antibiotika-Testblättchen  (Macherey-Nagel,  Düren)  auf  CM 

Agarplatten (M12) ausgelegt. Nachdem diese überwachsen waren, wurden sie 7 d bei 22 °C mit Hilfe 

von Silicagel Orange (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) in einem geschlossenen Gefäß getrocknet und 

anschließend bei-20 °C aufbewahrt.

Die  Pilze  Phaeomoniella  chlamydospora,  Phaeoacremonium  aleophilum,  Fomitiporia  mediterranea, 

Eutypa lata sowie ihre Transformanten wurden als Schrägröhrchenkulturen unter Paraffinöl bei 4 °C 

im Kühlraum gelagert.

2.1.7 Plasmide

Zur  Klonierung  von  PCR-Fragmenten  und  um  Transformanten  von  den  unter  Kapitel  2.1.6 

aufgeführten Organismen herzustellen wurden folgende Plasmide verwendet:

pGEM®-T Easy

Der Klonierungsvektor pGEM®-T Easy (Promega, Mannheim) wird eingesetzt um mittel PCR generierte 

DNA, welche Poly-Adenin-Überhänge an den Enden trägt in E. coli-Zellen zu vermehren. Er wird vom 

Hersteller mit der Restriktionsendonuklease  EcoRV linearisiert und trägt dann an beiden Enden die 

nötigen 3`-Thymidin Überhänge. Auf dem Vektor selbst ist ebenfalls die lacZ-Gensequenz, welche für 

das Protein  β-Galaktosidase codiert zu finden.  Falls keine Einbau der PCR-generierten DNA in den 

Vektor stattfindet, kann das lacZ-Gen abgelesen werden, β-Galaktosidase wird synthetisiert und diese 

baut dann X-Gal zu einem blauen Farbstoff ab. Diese Blau/Weiß-Selektion macht man sich neben der 

vermittelten Ampicillin-Resistenz zur Selektion zu nutze.

pJet1.2/blunt

Dieser  Cloning-Vektor  (Fisher  Scientific-Germany  GmbH,  Schwerte)  ist  2974  bp  groß.  Um  PCR 

Produkte  aufnehmen  zu  können,  die  keine  Poly-Adenin-Überhänge  besitzen  (z.B.  Produkte  der 

Phusion® High-Fidelity  Polymerase)  ist  der  Vektor  mittels  EcoRV-Restriktionsendonuklease 
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linearisiert  und  enthält  keine  Überhänge.  Das  5`-Ende  des  Vektors  enthält  eine  Phosphatgruppe. 

Außerdem  vermittelt  das  Plasmid  eine  Ampicillin-Resistenz  ebenfalls  durch  die  Gensequenz  zur 

Kodierung für eine β-Lactamase (Thornsberry und Kirven, 1974). Eine Positivselektion ist durch das 

eco47IR Gen möglich, was zum Tod der Zellen führt, die einen religierten Vektor aufgenommen haben.

pAJF-EFA-GFP

Das Plasmid wurde für das Arbeiten mit dem Fluoreszenzfarbstoff GFP ('green fluorescence protein', 

Shimomura  et al.,  1962) freundlicherweise von Herrn Dr.  Andrew Foster zur Verfügung gestellt.  Es 

enthält  einen  Promotor  des  Elongationsfaktors  α  aus  M.  oryzae sowie  eine  durch  β-Lactamase 

vermittelte Ampicillin-Resistenz. An den Promotor ist die Sequenz für das GF Protein angeschlossen 

und die Expression dieses Gens wird durch den Promotor in Pilzen, wie z.B. Pm und Pa reguliert.

pJF-EFA(Fm)-GFP bzw. Cyan

Dieser  Vektor  wurde  auf  der  Grundlage  des  pAJF-EFA(Fm)-GFP  Vektors  aufgebaut.  Es  wurde  der 

Promotor  des  Elongationsfaktors  α  aus  M.  oryzae durch  denselben  Promotor  aus  F.  mediterranea 

ersetzt.  Hierzu  wurden  die  Primer  aus  Kapitel  2.1.9 verwendet. Zu  Beginn  wurde  der 

Fluoreszenzfarbstoff  von Clontech (Vektoren pAmCyan) mit  Hilfe  der  Phusion®  High-Fidelity  DNA 

Polymerase (New England Biolab Inc., Frankfurt am Main) amplifiziert und mit der T4-Ligase in den 

pJet1.2-Vektor  (Fisher  Scientific  Germany  GmbH,  Schwerte)  ligiert.  Im  Anschluss  wurden  die 

Farbstoffe,  über  die  in  den  Primer  enthaltenen  Restriktionsschnittstellen,  in  den  ebenfalls  mit 

Restriktionsendonuklease  verdauten  pAJF-EFA(Fm)-GFP  Plasmid  einligiert.  Auch  diese  beiden 

Vektoren enthalten eine Ampicillin-Resistenz.

pCAMBIA-Plasmide

Die  pCAMBIA-Plasmide  (CAMBIA,  Canberra,  Australien)  sind  Vektoren,  die  bei  der  A.  tumefaciens-

vermittelten  Transformation  eingesetzt  werden  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF234290). 

Der Vektor enthält eine Region mit vielen ausgewählten Restriktionsschnittstellen auf beiden Seiten 

des  pUC8-Polylinkers,  dadurch  können  eigene  Promotoren,  Selektionsgene,  Reporter-Gene  usw. 

eingebracht  werden.  Die  einzigen kodierenden Sequenzen zwischen den T-DNA-Grenzen ('transfer 

DNA Borders'; Chilton et al., 1980) sind die Start-und Stop-Codons und das NOS-poly (A)-Signal. Die 

anderen zusätzlichen Funktionen des pCAMBIA Rückgrat sind die bakterielle Kanamycin-Resistenz, 

vermittelt  durch  die  Aminoglykosid-Phosphotransferase  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ 

7638042), die hohe Kopienzahl in E. coli und die stabile Replikation in A. tumefaciens. 
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pCAMBIA0380

Das Plasmid trägt das Kanamycin-Resistenzgen (Aminoglykosid-Phosphotransferase, siehe oben) zur 

Selektion  bakterieller  Transformanten.  Ein  eukaryotischer  Resistenzmarker  muss  für  weitere 

Transformationen allerdings nachträglich eingebracht werden.

pCAMB-EFA-HPT-GFP

Das Plasmid ist eine Weiterentwicklung des oben beschriebenen pCAMB0380-Vektors. Es enthält eine 

Hygromycin-Resistenz für Pro-und Eukaryonten,  welche durch eine Kinase vermittelt  wird,  die das 

Hygromycin phosphoryliert und damit inaktiviert (Gritz und Davies, 1983). Zusätzlich enthält dieses 

Plasmid die Sequenz des GF Proteins unter der Regulation des Promotors des Elongationsfaktor α aus  

M. oryzae. Das Plasmid wurde von Dr. Andrew Foster generiert.

pCAMB-HPT-EFA-Cyan und pCAMP-HPT-EFA-Yellow

Diese  beiden  Plasmide  wurden  aus pCAMB-EFA-HPT-GFP  generiert.  Sie  enthalten  anstelle  des  GF 

Proteins einen der beiden Fluoreszenzfarbstoffe AmCyan bzw. ZsYellow (pAmCyan, Best.Nr. 632440, 

pZsYellow, Best.Nr. 632443; Takara Bio Europe/Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich).

pCAMB-HPT-ΔPKS2

Auf  der  Basis  des  pCAMB-0380-Vektors  wurden  jeweils  die  PKS2-Gensequenzen  der  Pilze  Pm. 

chlamydospora und  Pa. aleophilum,  die durch die HPT-Kassette unterbrochen wurden einligiert. Die 

Insertion fand mit Hilfe der HindIII bzw. BamHI Schnittstellen statt. Diese Arbeiten wurden von Lena 

Licht  (Bachelorarbeit,  2012),  Sabine  Schwarz  (Diplomarbeit,  2011)  Elisabeth  Grundmann 

(Masterarbeit, 2012) und Jean-Philippe Bürckert (Diplomarbeit, 2011) ausgeführt.

2.1.8 Primer

Die  Oligonukleotide  wurden  von  der  Firma  Eurofins  MWG  Operon  (Ebersberg)  synthetisiert.  Die 

Nukleotidsequenz  ist  jeweils  vom  5´-Ende  in  Richtung  3´-Ende  angegeben.  Die  'annealing' 

Temperaturen  der  Primer  wurden  mit  Hilfe  der  Programme  der  Firma  Life  Technologies  GmbH, 

Darmstadt  (http://www6.appliedbiosystems.com/   support/techtools/calc/;  DreamTaq Polymerase), 

bzw.  mit  dem  Programm  der  Firma  Fisher  Scientific-Germany  GmbH,  Schwerte 

(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/;  Phusion® Polymerase)  errechnet.  Die 

Temperaturen mit nur einer Nachkommastelle beziehen sich auf die Werte der Phusion® Polymerase.

30

http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/
http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/
http://www6.appliedbiosystems.com/


 Material und Methoden

Tab.1: Primersequenzen, Ta = 'annealing' Temperatur, * Temperatur nicht unterstrichener Bereich des 

Primers

2.1.9 Mikroskopie

Die  mikroskopischen  und  fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchungen  der  Pilze,  welche  mit  den 

Genen,  die  für  die  Fluoreszenzfarbstoffe  kodieren,  transformiert  wurden,  wurden  am  Mikroskop 

Axioskop 2 der Firma Zeiss durchgeführt. Um die Fluoreszenz des grünen Farbstoffes zu sehen, wurde 

ein Filter der Wellenlänge 508 nm in den Strahlengang eingebracht. Zur Aufnahme der Bilder mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff AmCyan wurde ein Filter der Wellenlänge 453 nm und für ZsYellow, bzw. DsRed 

Filter mit 531 nm in den Strahlengang eingeführt. Zur Beobachtung der Fluoreszenz wurden 20 μL H2O 

und  Myzel  auf  den  Objektträger  aufgebracht.  Die  Untersuchungen  der  infizierten  Weinpflanzen 

wurden ebenfalls  mit  dem  Fluoreszenzmikroskop durchgeführt.  Hierzu  wurden  die  Pflanzen 5 cm 
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Name Sequenz Länge Ta
BarSonde_for GTTCGCCCTTCCTCCCTTTATTTC 24 64,79
BarSonde_rev GTCGATTCGGCCGTCCAGTC 20 65,95
Bar_Sonde_for GGCGGCGCTCGAAGTGTGA 19 68,91
Bar_Sonde_rev TGCGGCTCGGTACGGAAGTTG 21 68,22
HPTtrpC_for 45 69,44 52,61*
HPTtrpC_rev 45 56,06 55,11*
GA_pC-E-C-for1 ccggcgcgccgaattcccCGTGTCCATTTAATACTGCC 38 59.4°C
GA_E-C-t-H-rev1 ccaagcttTGCAGGAATTCTCATGTTTG 28 59.4°C
GA_E-C-t-H-for2 ttcctgcaAAGCTTGGCAAGAAATTG 26 57.9°C
GA_t-H-pC-rev2 acactagtcagatctacCTATTCCTTTGCCCTCGG 35 57.9°C
CPKA-FORA GGNACNGGNWSNTTYGGNMGNG 22 74,0
CPKA-REVA CNGGNGTNCCRCANARNGTCCANG 24 76,4
CPKA-FORB RATGAARCARGTNGARCANACNAAY 25 65,7
PP1rc GCCCTATAGTGAGTCGTATTAC 22 51,18
PP2rc ACCACGCGTGCCCTATAGT 19 59,03
dsREDAflIII GTCGCCAACATGTCCTCCTCCG 22 68,89
dsREDSpeI CACTAGTGCGGCCGCTACAGGAACAGG 27 73,16
for1_g_PKS CGCCAGCTATTTAGGTGACACTATAG 26 60,34
rev1_g_PKS CGACGTCGGGCCCAATC 16 64,44
for2_g_PKS CTCAAGCTATGCATCCAACGC 21 61,61
rev2_g_PKS CCAAAGGAGAAGTGAATCGAATTC 24 61,05
trpC_Hind_f 33 67,13*
trpC_NcoI_r 31 68,64*
HPH_BspHI_f 27 68,6*
HPH_Hind_r 32 73,0*
SB-red_F CTACGAGGGCCACAACACCG 19 64,56
SB-red_R GTGATGTCCAGCTTGGCGTC 19 62,59
for_cyanNcoI 33 72,0*
rev_cyanBsrGI 27 62,3*
for_fluoreNcoI 30 84,1*
forfluo GGGCCCATGGCCTCCTCCGAGAACG 25 78,21
revfluo GAATTCCTACAGGAACAGGTGGTGGCGGC 29 74,77
HPT_Sonde_for CTGCCCCGAAGTCCACCTC 19 63,85
HPT_Sonde_rev GCTTCTGCGGGCGATTTGT 19 64,33

CTTCTTCGTCTCGTCTTCCCTGCCTCTGAGCCACAATGAAAAAGC
TTCCTGAAGCTTGCTCTAAACCTCGTTCAAAAAAACTATTCCTTT

GAAGCTTGGCAAGAAATTGTGAAATGCCTGATG
GCCTAGGTTGTGGCTCAGAGGCAGGGAAGAC
GTCATGAAAAACCCTGAACTCACCGCG
CAAGCTTCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTG

GCCATGGCTCTTTCAAACAAGTTTATCGGAGATG
CTGTACATCAGAAAGGGACAACAGAGG
CGCCATGGCCGGGTACCGGTCGCCACCATG
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unterhalb  der  Infektionsstelle  aufgeschnitten  und  ein  Präparat  vorbereitet.  Die  Software  zur 

Bildaufnahme  bzw.  Bearbeitung  ist  das  Programm  AxioVision  von  Zeiss  (Carl  Zeiss  MicroImaging 

GmbH, Jena).

2.1.10 Fotografische Digitalisierung

Um  einzelne  Versuche  während  dieser  Arbeit  fotografisch  zu  dokumentieren,  wurden  die 

Digitalkameras Canon PowerShot G10 und Canon PowerShot A450 genutzt.

Röntgenfilme wurden mit dem Epson Perfection V750 Pro Flachbettscanner digitalisiert. Hierzu wurde 

die Software Epson Scan 3.920 mit Standardeinstellungen und einer Auflösung von 300 dpi verwendet. 

Die  Geldokumentation  von  Ethidiumbromid-Agarose-Gelen  wurde  mit  dem  QUANTUM 

Geldokumentationssystem  Modell  1100  der  Firma  PEQLAB  Biotechnologie  GmbH  (Erlangen) 

durchgeführt. 

2.1.11 Software

Informationen  zur  Genomsequenz  von  Pa.  aleophilum wurden  aus  der  Datenbank  von  NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=togninia%20minima)  entnommen.  Auch  die  Sequenz 

des Genoms von F. mediterranea ist mit Hilfe der Datenbank des DOE Joint Genome Instituts zugänglich 

(http://genome.jgi.doe.gov/Fomme1/Fomme1.home.html).  Mit  diesen  Genomsequenzen  wurden 

Homologievergleiche  mittels  BlastX  und  BlastP  durchgeführt.  So  war  es  möglich  Primer  zur 

Amplifizierung der Gensequenzen der untersuchten Gene zu synthetisieren (Altschul et al., 1990 und 

1997; Quelle: http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/).

Zur  Bearbeitung von DNA-Sequenzen und zum Primerdesign wurden die  Programme EditSeq und 

PrimerSelect aus dem Softwarepaket Lasergene® (DNASTAR, Madison, USA) verwendet. Die grafische 

Darstellung von DNA erfolgte mit Hilfe des Programms pDRAW32 (Kjeld Olesen,  AcaClone Software; 

http://www.acaclone.com/).  Um  die  Primer  für  den  Vektor  pCamb-EFA(Fm)-Cyan-trp(Fm)-HPT  zu 

erstellen wurde das Programm NEBuilder der Firma NEB New England Biolabs (Ipswich, MA, USA; 

http://nebuilder.neb.com/) verwendet.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

2.2.1.1 PCR zur Amplifizierung von genomischen DNA Sequenzen zu Klonierungszwecken

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde angewendet, um Fragmente von genomischer DNA, cDNA 

und Plasmid-DNA für präparative und analytische Zwecke zu amplifizieren. Als Standard wurde die 

Taq DNA Polymerase (Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte) sowie das GeneAmp PCR System 

9700 (Applied Biosystems) verwendet.

Standard-PCR-Ansatz:

Template-DNA 100 ng

PCR-Puffer ohne MgCl2, 10x 5,0 μL

MgCl2, 25 mM 5,0 μL

Primer forward (5 pmol/μL) 2,5 μL

Primer reverse (5 pmol/μL) 2,5 μL

dNTPs, 10 mM 1,0 μL

Taq-Polymerase 1,0 μL

H2OUF ad 50 μL

Das GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt) wurde wie folgt programmiert:

Tab.2: Programmierung einer Standard-PCR , TA = Primeranlagerungstemperatur, TE = Elongationszeit

Initiale Denaturierung 3 min 95 °C

35 Zyklen:

Terminale Elongation 10 min 72 °C

Die  Anlagerungstemperatur  TA wurde  ca.  4 °C  niedriger  gesetzt  als  die  Schmelztemperatur  TM des 

verwendeten  Primerpaares  (Berechnung  der  TM:  MWG  Biotech).  Die  Elongationszeit  TE bei  72°C 

richtete sich nach der Produktgröße, wobei die Polymerase je 1 kp pro Minute dupliziert.

Um die Sequenzen für die Fluoreszenzfarbstoffe oder für das Gibson Assemly zu generieren wurde 

eine  Polymerase  mit  proof  reading eingesetzt.  Diese  Polymerase  besitzt  eine  3'→5'-Exonuklease-
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Denaturierung 30 s 95 °C

Annealing 45 s TA

Elongation TE (1 min/kb) 72 ° C
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Aktivität, damit ist sie in der Lage zu erkennen, wenn ein falsches Nukleotids eingebaut wurde. Diesen  

Fehler kann das Enzym wieder entfernen und durch das korrekte Nukleotid ersetzen. Deshalb wurde 

die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase verwendet.

Ansatz einer PCR mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase:

DNA-Template 100 ng

Phusion HF-Puffer, 5x 10,0 μL

Primer forward (5 pmol/μL) 4,0 μL

Primer reverse (5 pmol/μL) 4,0 μL

dNTPs, 10 mM 1,0 μL

Phusion Polymerase 0,5 μL

H2OUF ad 50 μL

Tab.3: Programm  für  die  Phusion®  High-Fidelity  DNA  Polymerase (TA =  Primeranlagerungs-

temperatur, TE = Elongationszeit), GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt)

Initiale Denaturierung 30 s 98 °C

35 Zyklen

Terminale Elongation 5 min 72 °C

Die  Anlagerungstemperatur  TA für  die  verwendeten  Primerpaare  wurde  mit  Hilfe  des 

Anlagerungstemperatur-Rechners  der  Firma  Fisher  Scientific  berechnet 

(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/  ),  die Elongationszeit TE bei 72 °C richtete sich 

nach der Produktgröße. Die Polymease elongiert je 1000 bp in ca. 15-30 s.

Wenn  das  Programm  eine  TA der  Primer  höher  als  72 °C  errechnet,  kann  das  vom  Hersteller 

empfohlene two-step Protokol verwendet werden. Die Programmierung ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tab.4: Programmierung für eine two-step-PCR mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase,  TA = 

Primeranlagerungstemperatur, TE = Elongationszeit

Initiale Denaturierung 30 s 98 °C

35 Zyklen

Terminale Elongation 5 min 72 °C
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Denaturierung 10 s 98 °C

Annealing 30 s TA

Elongation TE (1 min/kb) 72 °C

Denaturierung 10 s 98 °C

Annealing und Elongation TE +15 s 72 °C
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In dieser Programmierung kann auf eine Trennung der Annealing-sowie der Elongationszeit verzichtet 

werden.

2.2.1.2 Amplifizierung von DIG-11-dUTP-markierter DNA-Sonden

Zur Amplifizierung von DIG-11-dUTP-markierten DNA-Sonden für Hybridisierungsexperimente wurde 

die Taq DNA Polymerase verwendet. Im Folgenden ist der PCR-Ansatz zu sehen:

Template-DNA 1,0 μL

PCR-Puffer ohne MgCl2, 10x 5,0 μL

MgCl2, 25 mM 5,0 μL

dNTPs, 10 mM 1,0 μL

DIG-11-dUTP 1,5 μL

Primer forward (5 pmol/μL) 2,5 μL

Primer reverse (5 pmol/μL) 2,5 μL

Taq Polymerase 1,0 μL

H2OUF ad 50 μL

Die  durch  DIG-11-dUTP-konjugierte  Nukleotide  markierte  DNA  kann  bei  der  Detektion  mittels 

Southern Blot Analyse (2.2.5) mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden. 

2.2.1.3 PCR zur Amplifikation unbekannter gDNA Regionen

Zu Beginn dieser Methode musste zuerst gDNA aus pilzlichem Myzel gewonnen werden. Hierzu wurde 

das  Genomic  DNA  Purification  Kit  (Fisher  Scientific-Germany  GmbH,  Schwerte)  nach 

Herstellerangaben verwendet. Im Anschluss wurden die gDNA nach den Ansätzen von Zhang und Gurr 

(2000)  restringiert.  Als  Puffer  wurde  P2  der  Firma  NEB  eingesetzt  (NEB  New  England  Biolabs, 

Ipswich, MA, USA).

Restriktionsenzyme (1-5):

1.BcuI (SpeI) 2.NheI 3.XbaI 4.XmaI 5.NgoMIV

Bevor die restringierte gDNA zur Ligation verwendert werden konnte, wurde sie wie von Zhang und 

Gurr (2000) beschrieben aufgearbeitet. Auch die Ligationsansätze wurden wie in der Veröffentlichung 

beschrieben  im  GeneAmp  PCR  System  9700  durchgeführt.  Die  nachfolgenden  Polymerase-

Kettenreaktionen I und II wurden nach Protokollangaben angefertigt.

Im  Anschluss  an  die  PCR  wurden  die  Ansätze  wie  unter  2.2.3.2 erklärt,  mit  Gelelektrophorese 

aufgetrennt und dann wie unter 2.2.4 beschrieben in den pGEM-T®easy-Vektor ligiert.
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2.2.2 Präparation von Nukleinsäuren

2.2.2.1 Plasmid-Präparation aus Escherichia coli

Vor der Isolierung von Plasmid-DNA aus einer Kultur von  E. coli,  wurde diese über Nacht inkubiert 

(5 mL Flüssigmedium (M2.2 und M2.3), 37 °C, 250 rpm). Danach wurden die Zellen mittels alkalischer 

Lyse  (L4-6) nach  Sambrook  et  al. (2001)  aufgearbeitet.  Für  präparative  und  analytische  Zwecke 

erfolgte die Isolierung mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits (Macherey-Nagel, Düren).

2.2.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus Pilzen

Die  Isolierung  genomischer  DNA  für  die  Southern  Blot Analyse  und  zur  Amplifikation  von 

Gensequenzen erfolgte mit Hilfe des Genomic DNA Purification Kit (Fisher Scientific-Germany GmbH, 

Schwerte)nach Herstellerangaben. Zuvor wurden die Kulturen in 1 L-Schüttelkolben in 500 mL  M8-

Medium (120 rpm, 26 °C) bis zu einem Glukosegehalts des Mediums von 0.25 % angezogen. Das Myzel 

aus  den  Kolbenkulturen wurde  durch  Filtration  über  Papierrundfilter  vom  Medium  getrennt.  Das 

Myzel  wurde  in  ein  50 mL-Reagiergefäß  überführt,  anschließend lyophilisiert  und unter  flüssigem 

Stickstoff mittels eines Mörsers zu einem feinen Pulver zerkleinert. Danach erfolge die Isolation mit 

oben genanntem DNA-Extraktions-Kit.

2.2.2.3 gDNA-Isolation aus Pilzmyzel mit Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol

Das Myzel wurde wie im Kapitel  2.2.2.2 beschrieben unter flüssigen Stickstoff zerkleinert.  Danach 

wurden  4 mL  CATB-Puffer  (P2)  (65 °C)  und  40 μL  β-Mercaptoethanol  hinzugegeben  und 

homogenisiert.  Im  Anschluss  wurde  das  Reagiergefäß  30 min bei  65 °C  inkubiert  und alle  10 min 

invertiert. Nach der Inkubation wurden 4 mL Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben 

und das Reagiergefäß 2 min offen unter dem Abzug stehen gelassen. Anschließend wurde das Gemisch 

für 20 min vorsichtig auf einem Wippschüttler (ST5, CAT Scientific Inc., CA, USA) inkubiert. Nachdem 

das  Gefäß  zentrifugiert  (5 min,  4 °C,  5000 rpm)  worden  war,  konnte  die  obere,  wässrige  Phase 

abgenommen und in ein neues steriles 15 mL-Röhrchen (PP-Tube, Greiner bio-one, Frickenhausen) 

überführt werden. Im Folgenden wurden die Arbeitsschritte mit Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 

wiederholt.  Nachdem  der  Überstand  erneut  in  ein  neues  15 mL-Röhrchen  überführt  worden  war, 

wurde ein Volumen Chloroform zugegeben und das Gemisch 2 min inkubiert. Wiederum wurde das 

Reagiergefäß zentrifugiert (5 min, 4 °C, 5000 rpm), die obere Phase isoliert und mit einem Volumen 

Isopropanol versetzt, invertiert und inkubiert (5 min). Nach der Inkubationsphase wurde das Gemisch 
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im Festwinkelrotor zentrifugiert (10 min, 4 °C, 10000 rpm, Rotor SS-34, Sorvall RC-6, Fisher Scientific-

Germany GmbH, Schwerte). Nachdem der Überstand abgenommen und das DNA-Pellet getrocknet war, 

wurde die DNA mit 300 μL 1x TE+RNAse-Puffer (P23) resuspendiert, 10 min inkubiert und die Lösung 

in ein neues 1,5 mL-Reagiergefäß überführt. Im Folgenden wurden 30 μL 3 M NaAc-Lösung (pH4,8) 

und 750 μL EtOH (p.A.,-20 °C ) zugegeben und die Fällung der DNA bei-20 °C für mindestens 30 min 

durchgeführt.  Danach  wurde  das  Pellet  zweimal  mit  EtOH  (70 %,-20°C)  gewaschen  zentrifugiert 

(5 min,  4 °C und 13000 rpm),  bevor es in 500 μL H2OUF aufgenommen wurde (nach Cathala  et  al., 

1983).

2.2.2.4 Konzentrations- und Qualitätsbestimmung von Nukleinsäuren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mittels UV/Vis Spektroskopie am NanoDrop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies, Rocky River, USA) mit je 1,5 μL DNA/RNA-Lösung.

2.2.3 Gelelektrophorese und Restriktion von Nukleinsäuren

2.2.3.1 Restriktion von DNA

Die  für  diese  Arbeit  nötigen  Restriktionen  von  bakterieller  und  pilzlicher  DNA  wurden  nach  den 

allgemeinen Vorschriften von Sambrook  et al. (2001) durchgeführt. Die Restriktionsenzyme wurden 

nach Angaben des jeweiligen Herstellers verwendet.

Restriktionsansatz zu Analysezwecken von generierten Plasmiden:

DNA 1 μL

10x Puffer 2 μL

Restriktionsenzym 1 μL

H2OUF ad 20 μL

Der Restriktionsansatz wurde für 60 min. bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

Restriktionsansatz zu Klonierungszwecken:

DNA bis zu 20 μL (ca. 1-2 µg)

10x Puffer 10 μL

Restriktionsenzym 3 μL

H2OUF ad 100 μL

Zu  Klonierungszwecken  wurden  jeweils  1-2 μg  DNA  eingesetzt,  die  Inkubation  erfolgte  für  zwei 
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Stunden  bei  37 °C  im  Wasserbad.  Restringierte  Plasmide  wurden  vor  der  Ligation  einer 

Dephosphorylierung mittels  der  Fast  Alkaline Phosphatase (FastAP)  unterzogen.  Dabei  wurde 1 μL 

FastAP je 100 μL Verdau verwendet. Der Reaktionsansatz wurde für 10 min bei 37 °C inkubiert und 

anschließend  für  5 min  bei  65 °C  deaktiviert.  Zur  weiteren  Analyse  und  Bearbeitung  wurde  der 

komplette Ansatz auf ein Agarose-Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 2.2.3.2) und die gewünschte Bande aus 

dem Gel extrahiert (vgl. Kapitel 2.2.3.3).

Restriktionsansatz für Southern Blot Analysen:

DNA bis zu 100 μL (ca. 10 µg)

10x Puffer 20 μL

Restriktionsenzym 5 μL

H2OUF ad 200 μL

Die Inkubation erfolgte stets für zwei Stunden bei 37 °C im Wasserbad.

2.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Nach den Vorschriften von Sambrook  et  al. (2001) wurde die Gelelektrophorese durchgeführt.  Als 

Laufpuffer und zum Lösen der Agarose wurde TAE-Puffer (P21) verwendet. Es wurde mit Gelen von 

1 %  Agarose-Gehalt  gearbeitet.  Die  Proben  wurden  mit  einer  entsprechenden  Menge  Ladepuffer 

(Ladepuffer  6x)  versetzt  und  in  1x  TAE-Puffer  bei  einer  konstanten  Spannung  von  60-100 V 

aufgetrennt.  Zur  Bestimmung  der  Fragmentgrößen  diente  die  GeneRulerTM 1kb  DNA  Ladder. Zur 

Dokumentation  wurden  die  Gele  in  einer  Ethidiumbromidlösung  (ca.  5 μg/mL)  10 s  gefärbt,  im 

Wasserbad  mindestens  20 min  entfärbt,  anschließend  unter  dem  QUANTUM 

Geldokumentationssystem Modell 1100 der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) belichtet 

und dokumentiert.

2.2.3.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegel

Das  gewünschte  DNA-Fragment  wurde  aus  dem  Agarosegel  ausgeschnitten  und  mit  Hilfe  des  Gel  

Extraktion Kits (Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte) eluiert.

2.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen  wurden  mit  der  T4  DNA-Ligase  (Fisher  Scientific-Germany  GmbH,  Schwerte) mit  dem 

zugehörigen  Puffer  durchgeführt.  Jeder  Ligationsansatz  (20 μL  Gesamtvolumen)  enthielt  ca.  50 ng 

Vektor und je nach Größe der DNA-Fragmente die zwei-bis dreifache Menge an Insert-DNA.
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Standard-Ligationsansatz:

Vektor 5 μL

Insert-DNA 10 μL

Puffer (10x) 2 μL

T4-Ligase 1 μL

H2OUF ad 20 μL

Ligationen  des  pGEM®-T  Easy  Plasmids  (Promega,  Mannheim)  und  des  pJET1.2/blunt-Plasmids 

(Fisher  Scientific-Germany  GmbH,  Schwerte)  erfolgten nach  Herstellerangaben.  Die  Ligationen des 

Gibson Assembly Kits (New England Biolabs Inc.,  Ipswich, USA) wurden mit Hilfe der Angaben des 

Programms NEBuilder (https://www.neb.com/external-links/nebuilder) durchgeführt.

Ligationen  von  selbst  erstellten  Plasmiden  wurden  mit  Hilfe  des  im  Folgenden  beschriebenen 

Programms im GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgeführt.

Ligationsprogramm im GeneAmp PCR System 9700:

Ligation 22 °C 60 min.

Inaktivierung 65 °C 10 min.

Lagerung 4 °C

2.2.5 Southern Blot-Analyse

Die gDNA Analyse wurde mittels Southern Blot auf der Grundlage der Vorschriften von Sambrook et al. 

(2001) durchgeführt.

Die  aus  den  zu  untersuchenden  Transformanten  und  den  Wildtypen  Pm.  chlamydospora,  Pa.  

aleophilum, F.  mediterranea und  E.  lata isolierte  genomische  DNA  (2.2.2.2)  wurde  mit 

Restriktionsendonukleasen  geschnitten  (2.2.3.1).  Danach  folgte  die  Fällung  der  DNA  (200 μL 

Restriktionsansatz, 400 μL Ethanol, 20 μL 3 M Natriumacetatlösung,-20 °C, 2 h). Im Anschluss wurde 

die DNA zentrifugiert (30 min,  13.200 rpm,  4 °C;  Zentrifuge 5415D,  Eppendorf  AG,  Hamburg).  Das, 

mittels Druckluft getrocknete Pellet wurde in 30 μL H2O und 6 μL Loadind Dye (6x) aufgenommen und 

im Wasserbad bei 37 °C resuspendiert.  Es folgte eine elektrophoretische Auftrennung der DNA auf 

einem  1 %igen Agarosegel  bei  100 V.  Zur  Größenbestimmung der  Bande  wurde  ein  DIG-11-dUTP-

markierter Marker (DIGIII, Roche, Mannheim) verwendet. Nach der Auftrennung wurde das Gel 10 min 

auf  einem  Wipptisch  in  0,25 M  HCl  depuriniert.  Darauf  folgten  zwei  Mal  10 min  Inkubation  in 

Denaturierungspuffer  (P13)  und  zweimal  10 min  in  Neutralisationspuffer  (P16).  Zwischen  den 

Puffern  wurde  das  Gel  immer  kurz  mit  H2Odeion. gespült.  Der  Blot wurde  dann  nach  der 
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Standardvorschrift  (Darling und Brickell,  1996) aufgebaut.  Nach etwa 12 h konnte die übertragene 

DNA auf der Membran durch „Crosslinken“ bei UV-Licht fixiert werden (Crosslinker FLX-20.M, Vilber 

Lourmat, Marne La Vallee, Frankreich).

Die Membran wurde in einer Hybridisierungsröhre in 20 mL Hybridisierungspuffer (P15) für 2 h bei 

65 °C  im  Hybridisierungsofen  inkubiert.  Danach  wurde  dieser  Puffer  durch  25 mL 

Hybridisierungspuffer  (P15),  welchem  DIG-11-dUTP-markierte  Sonde  (40 ng/mL)  zugefügt  wurde, 

ersetzt. Die Sonde wurde zuvor für 5 min bei 95 °C denaturiert und für 5 min auf Eis abgekühlt. Die 

weitere Hybridisierung erfolgte für 2 h bei 65 °C im Hybridisierungsofen. Dann wurde die Membran in 

der Hybridisierungsröhre zweimal 5 min mit 2x SSPE + 0,1 % SDS und zweimal 5 min mit 0,2x SSPE + 

0,1 % SDS bei 65 °C im Hybridisierungsofen gewaschen.

Zur Detektion der Sonde wurde die Membran 1 min in 50 mL Waschpuffer (P17) bei 22 °C ebenfalls im 

Hybridisierungsofen  gewaschen.  Im  Anschluss  wurde  die  Membran  für  30 min  in  100 mL 

Blockingpuffer  (P12)  inkubiert,  der  dann  durch  Antikörperlösung  (L2)  ausgetauscht  wurde.  Nach 

20 min Inkubation wurde  die  Antikörperlösung  verworfen,  die  Membran zweimal  5 min in  50 mL 

Waschpuffer  gewaschen  und  anschließend  3 min  in  20 mL  Detektionspuffer  (P14)  inkubiert.  Die 

Membran wurde nach Abtropfen in eine Kunststofffolie (Verpackungsfolie FO 60) gelegt und an drei 

Seiten eingeschweißt. Anschließend wurden einige Tropfen CSPD-Lösung (Roche, Mannheim) auf die 

Membran  aufgebracht,  so  dass  diese  von  einem  gleichmäßigen  Flüssigkeitsfilm  bedeckt  war. 

Überschüssige Flüssigkeit wurde abgestrichen, die Membran in die Folie eingeschweißt und 15 min bei 

37 ° C inkubiert. Nach diesem Schritt wurde die so behandelte Membran in eine Filmkassette eingelegt,  

ein Röntgenfilm (Hyperfilm™ MP, Amersham GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) aufgelegt und 

30 min  bei  Raumtemperatur  exponiert.  Die  Entwicklung  der  Filme  erfolgte  in  der  CP 1000 

Röntgenfilm-Entwicklungsmaschine (AGFA, Morstel, Belgien).

2.2.6 Transformation der Mikroorganismen

2.2.6.1 Transformation von Escherichia coli

Präparation elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

Die elektrokompententen Zellen (E. coli XL1 blue; E. coli BL21 pLySs DE3) wurden nach dem Protokoll 

von Ausubel et al., 2002 (Short Protocols in Molecular Biology, 5th Edition) hergestellt und bei-80 °C 

im Tiefkühlschrank gelagert.
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Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

Die  Transformation wurde in  1 mm-Elektroporationsküvette  (PeqLab,  Erlangen)  und mit  Hilfe  des 

Gene Pulser II (Biorad, München) mit den Einstellungen 25 μF, 1,3 kV, 200 Ω und 12,5 kV/cm nach dem 

Protokoll von Ausubel et al., 2002 (Short Protocols in Molecular Biology, 5th Edition) durchgeführt.

Identifizierung von Transformanten

Zur Identifizierung von Transformanten wurden einzelne Kolonien ausgewählt und in 5 mL Medium 

M2.1,  M2.2  bzw.  M2.3  in  sterilen  14 mL-Röhrchen  (PP-Tube,  SARSTEDT  AG  &  Co.,  Nümbrecht) 

angeimpft und über Nacht im Schüttler (Orbital Shaker, Thermo Forma, Marietta, USA) bei 37 °C und 

220 rpm inkubiert.  Aus diesen Kulturen wurde dann,  wie unter  2.2.2.1 beschrieben,  Plasmid-DNA 

isoliert und restringiert.

2.2.6.2 Transformation von Phaeomoniella chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

Präparation und Transformation kompetenter Zellen von Agrobacterium tumefaciens

Die Präparation und Transformation der kompetenten Agrobacterium tumefaciens Zellen wurde nach 

dem Protokoll, das Michielse et al. 2008 veröffentlicht haben durchgeführt.

A. tumefaciens-vermittelte Transformation von Pm. chlamydospora und Pa. aleophilum

Die nach der Transformation (Landi  et al.,  2012) auf dem Selektionsmedium auskeimenden Sporen 

wurden auf neue MM-Selektionsplatten (M14) überführt, erneut bei 26 °C ca. eine Woche inkubiert 

und nach weiterem ausreichendem Wachstum auf die Anwesenheit von funktionsfähigem GF Protein 

im Zytosol hin, mit Hilfe des Mikroskop Axioskop 2 der Firma Zeiss untersucht.

2.2.6.3 Protoplastentransformation

Gewinnung der Protoplasten

Um Eutypa lata zu transformieren wurde ein weiteres Protokoll verwendet. Drei Wochen alte E. lata 

Agarplatten  (26 °C,  BAF-Medium  M6)  wurden  abgeschwemmt  und  durch  zwei  Lagen  Miracloth 

(Calbiochem,  San  Diego,  USA)  unter sterilen  Bedingungen  filtriert.  Danach  wurden  die  Konidien 

sedimentiert  (10 min,  4000 rpm,  20 °C,  Rotor  SLA-1500,  Zentrifuge  Sorvall-RC-6,  Thermo  Fisher 

Scientific, Waltham, USA). Die Protoplastierung der Konidien erfolgte durch Zugabe von 20 mL 0,7 M 

NaCl-(L9) oder 1 M Sorbitol-Lösung (L16) für circa 3 Stunden (Kontrolle durch Mikroskopieren) bei 

22 °C auf  dem Wippschüttler  (ST5,  CAT Scientific  Inc.,  CA,  USA).  Nach der  Zentrifugation (10 min, 

1000 rpm, 4 °C, Rotor SS-34, Zentrifuge Sorvall-RC-6, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurden 
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die Protoplasten in 20 mL STC-Puffer (P19) gewaschen, erneut zentrifugiert und anschließend in 1 mL 

STC-Puffer (P19) aufgenommen.

Transformation der Protoplasten

Je 100 μL der Protoplastenlösung wurde auf Eis in 14 mL-Röhrchen mit Plasmid-DNA (30 μL, 1.5 µg 

DNA) versetzt und 30 min bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 1 mL PEG-Lösung 

(L11)  und  eine  weitere  zwanzigminütige  Inkubation  bei  RT  auf  dem  Wippschüttler.  Zu  jeder 

Suspension wurden 5 mL flüssiges, 55 °C warmes Regenerationsmedium (M19) gegeben. Der gesamte 

Ansatz wurde dann zum Überschichten von M14-Agarplatten verwendet.

2.2.7 Klonierungsstrategien der verwendeten Konstrukte

2.2.7.1 Konstruktion der Plasmide mit den Fluoreszenzfarbstoffen für Fomitiporia 

mediterranea

Zur Konstruktion der beiden Vektoren pCAMB-trpC(Fm)-HPT-EFA(Fm)-Cyan bzw. pCAMB-trpC(Fm)-

HPT-EFA(Fm)-GFP wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. 

pCAMB-trpC(Fm)-HPT-EFA(Fm)-GFP 

Der Vektor wurde mit Hilfe der Restriktions-und Ligationsmethode wie in den Kapiteln  2.2.3.1 und 

2.2.4 beschrieben hergestellt. Zu Beginn wurde unter Zuhilfenahme der sequenzierten Genomsequenz 

des Pilzes die Primer zur Amplifikation der beiden Promotorsequenzen trpC (Indolglycerin-Phosphat 

Synthase,  Kagan  et  al.,  2008) und EFA (Elongationsfaktor  α,  Odenbach  et  al.,  2007) generiert.  Die 

Sequenzen sind in Kapitel  2.1.9 in Tabelle  1 aufgelistet. Die beiden Promotorsequenzen wurden im 

Anschluss in pJet1.2/blunt ligiert. Der Promotor EFA wurde durch die eingefügten Schnittstellen ApaI 

und NcoI in den Vector pAJF-EFA-GFP eingebracht. Dabei wurde er gegen den EFA Promotor aus  M. 

oryzae ersetzt. Dann wurde der Promotor (Elongationsfaktor α) und der Fluoreszenzfarbstoff mit Hilfe  

der Restriktionsenzyme XhoI und NotI aus dem Plasmid pAJF-EFA(Fm)-GFP ausgeschnitten und in den 

ebenfalls  so  geschnittenen  pCAMB-HPT-EFA-GFP  ligiert.  Die  trpC  Promotorsequenz  von  F.  

mediterranea wurde mittels 'Rf-Cloning' (Restriction-free Cloning; Van den Ent und Löwe, 2006) in die 

HPT Kassette eingebracht.  Dadurch wurde die vorherige Promotorsequenz von  Aspergillus nidulans 

ersetzt (Yelton et al., 1984; Cullen et al., 1987). Aus dem Vektor pCAMB-HPT-EFA(Fm)-GFP wurde im 

Anschluss mit Hilfe des Restriktionsenzyms HindIII die HPT Kassette entnommen und durch die neue,  

die den  Fm-Promotor enthielt  ersetzt.  Nach der Kontrolle  auf die Korrektheit  des Plasmids wurde 

dieses wie unter 2.2.6.2 beschrieben durch in A. tumefaciens-Zellen transformiert.
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pCAMB-trpC(Fm)-HPT-EFA(Fm)-Cyan

Dieser  Vektor  wurde  mit  Hilfe  des  Gibson  Assembly Systems  erstellt  (http://nebuilder.neb.com/). 

Hierfür wurden die Primer aus Kapitel 2.1.9 verwendet. Zuerst wurde der Vektor pAJF-EFA(Fm)-GFP 

mit den Enzymen NcoI und BsrGI restringiert und die Sequenz Cyan (NcoI, BsrGI) integriert. Die Cyan-

Farbstoffgensequenz  stammte  aus  dem  Vektor  pAmCyan  (Best.Nr.  632440,  Takara  Bio 

Europe/Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich). Der Grundvektor pCAMB-HPT(HindIII) wurde 

mit den Restriktionsenzymen SmaI und NcoI verdaut und aufgereinigt. Mit den Primern GA_E-C-t-H-

for2 und GA_t-H-pC-rev wurde die HPT-Kassette (Fm) vom Vektor pJet1.2-trpC(Fm)-HPT amplifiziert  

und mit den Primern GA_pC-E-C-for1 und GA_E-C-t-H-rev1 die Sequenz EFA(Fm)-Cyan aus dem Vektor  

pJF-EFA(Fm)-Cyan. Im Anschluss wurden die Teile nach Herstellerangaben (NEB, New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt a.M.) mit Hilfe des Gibson Assembly® Cloning Kit (E5510S) ligiert und in  E. coli-

Zellen transformiert. 

2.2.7.2 Konstuktion der ΔPKS2-Plasmide für Phaeomoniella chlamydospora und 

Phaeoacremonium aleophilum

Die beiden Plasmide pCAMB-HPT-ΔPKS2(Pm bzw. Pa) wurden von Lena Licht (Bachelorthesis, 2012) 

und  Elisabeth  Grundmann  (Masterarbeit,  2012)  generiert.  Hierzu  mussten  zuerst  die  noch 

unbekannten  Sequenzen  der  Polyketidsynthasegene  durch  PCR  Ansätze  amplifiziert  werden.  Es 

wurden  degenerierte  Primer  (die  mit  Hilfe  von  Sequenzen  anderer  verwandter  Pilze  durch  das 

Erzeugen von Konsensus-Sequenzen in hochkonservierten Regionen der PKS-Gensequenz abgeleitet 

wurden)  und das 'step-down-PCR'  basierte  Verfahren nach Zhang und Gurr  (2000)  eingesetzt.  Die 

Transformationen  der  Pilze  wurde  mit  Hilfe  der  Agrobacterium  tumefaciens vermittelten 

Transformation von Sporen durchgeführt (Figueiredo et al., 2010).

43

http://nebuilder.neb.com/


 Material und Methoden

2.3 Fermentation

2.3.1 Fermentation in Schüttelkulturen

Pilze  wurden  im Rahmen  dieser  Arbeit  in  verschiedenen  Varianten  fermentiert.  Die  Kulturgrößen 

betrugen für Schüttelkolben 250 mL Medium im 500 mL-Kolben (eine Schikane), 500 mL Medium im 

1 L-Kolben (eine Schikane) und 2,5 L Medium im 5 L-Glaskolben. Das Inokulum bestand entweder aus 

Sporen,  die  von  2-3  Wochen  alten  Agarplatten  der  zu  untersuchenden  Stämme  Phaeomoniella  

chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum und Eutypa lata durch Abschwemmen erhalten wurden 

oder aus 10-25 Myzelstücken (vor allem bei Fomitiporia mediterranea, die als Rondelle (ca. Ø 10mm) 

ausgestochen und dem Medium steril zugegeben wurden. Die Kolben wurden nach dem Inokulieren 

auf Plattformschüttlern (Orbital Incubator, Sanyo Electric Co., München) bei 120 rpm und 22 °C bzw. 

26 °C inkubiert. Alle zwei Tage wurden der Glukosegehalt und der pH-Wert bestimmt. Wenn der Gehalt 

an freier Glukose im Mediums null Prozent erreicht hatte (DIABUR Test 5000 Teststreifen, 50 St. Roche 

Diagnostics  GmbH,  Mannheim),  wurde  die  Fermentation  beendet.  Dann  wurden  Myzel-  und 

Kulturfiltrat-Extrakte hergestellt (siehe 2.4.1) und wie unter 2.4.2 beschrieben analysiert. Außerdem 

wurden Blattauftropftest  und  Weinpflanzeninjektionsversuche  (siehe  2.6)  mit  Vitis  vinifera 

durchgeführt.

2.3.1.1 Spezialkulturen mit Weinblattextraktmedium / Interaktionsstudien

Zu  Beginn  dieser  Versuche  wurden  jeweils  drei  1 L-Erlenmeyerkolben  pro  Pilz  (Phaeomoniella  

chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum, Fomitiporia mediterranea und Eutypa lata) mit 500 mL 

WEM (M22)  oder  HMG-Medium (M10)  gefüllt  und die  Pilze bei  26 °C bei  120 rpm heranwachsen 

lassen. Die Inkubationszeit betrug für F. mediterranea vier Wochen, für E. lata drei Wochen und für Pm.  

chlamydospora bzw. Pa. aleophilum eine Woche. Diese Kulturen wurden wie bereits erwähnt weiter zu 

Extrakten verarbeitet die weiteren Untersuchungen zugeführt wurden oder die Vorkulturen wurden so 

angesetzt, dass alle Pilze am selben Tag das maximale Myzelgewicht erreichten. Im Anschluss wurden 

die  Kulturen  gemischt  um  zu  untersuchen,  ob  eine  veränderte  Siderophorproduktion  in  den 

Mischkulturen  beobachtet  werden  kann.  Dafür  wurden  die  Kulturen  wie  in  den  Kapiteln  2.4.1 

beschrieben aufgearbeitet.

2.3.1.2 Fermentationsstudien zur Isolation von Kaempferol-3-O-Glykosid

Nachdem bei der Fermentation von Pm und Pa in WEM (M22) eine Weinblatt-phytotoxische Substanz 
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isoliert werden konnte, die nach der Aufreinigung und Strukturanalyse (Dr. Louis P. Sandjo, Prof. Dr. 

Till  Opatz,  Organische Chemie,  Universität Mainz) als Kaempferol-3-O-Glykosid identifiziert werden 

konnte, wurden weitere Studien zur Glykosilierung von Kaempferol durchgeführt. Hierzu wurde der 

Pilz Pm in 50 mL HMG-Medium (M10) für drei Tage fermentiert. Im Anschluss wurde das Myzel in 

sterilen 50 mL Gefäßen bei 2000 rpm für 10 min pelletiert und danach in 50 mL MM (M13) versetzt 

mit 10 mg/L (bzw. 20 mg/L) Kaempferol (analytical standard, 96353 Fluka, CAS Nummer 520-18-3, 

Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,  München)  überführt  und  fermentiert  (4 d,  120 rpm,  22 °C).  Der 

Kulturfiltratextrakt aus 5 mL Medium wurde mit Ethylacetat isoliert und in 50 μL MeOH elutiert. Im 

Folgenden folgenden wurde der Extrakt mittels HPLC-MS analysiert (Kapitel 2.4).

2.3.1.3 Fermentationsstudien zur Isolation von Siderophoren

Auch  für  diese  Fermentation  wurden  1 L-Erlenmeyerkolben  pro  Pilz  (Pm.  chlamydospora, Pa.  

aleophilum, F. mediterranea und E. lata) mit 500 mL Medium (M13) gefüllt und die Pilze bei 26 °C bei 

120 rpm  heranwachsen  lassen.  Die  Aufarbeitung  und  Analyse  erfolgte  wie  in  Kapitel  2.4.1 

beschrieben.

2.3.1.4 Fermentation der antagonistischen Endophyten- bzw. Trichoderma-Stämme

Die Fermentation der als antagonistisch gegen die vier Esca-assoziierten Pilze getesteten Endophyten 

bzw.  Trichoderma sp.-Stämme wurde in 1 L-Kolben (mit  einer  Schikane) mit  500 mL Medium (M9, 

M10) durchgeführt. Die Pilze wurden bei 120 rpm und 22 °C inkubiert, bis der Gehalt an freier Glukose 

des Mediums auf null Prozent gefallen war. Es wurden im Anschluss Extrakte aus dem Myzel und dem  

Kulturfiltrat erstellt und mittels verschiedener biologischer Assays untersucht (siehe Kapitel 2.4-2.6). 

Während der Arbeiten wurden Pilzkulturen in Agar-Schrägröhrchen unter Paraffinöl (bei 4 °C) und auf 

Agarplatten (bei 26 °C) kultiviert um ausreichend Sicherheits- und Vorkulturen zu gewährleisten. 

2.3.1.5 Fermentation von antagonistischen Bakterienstämmen

Bakterienstämme wurden in 1 L-Kolben (mit vier Schikanen) mit 500 mL Medium (M9) bei 120 rpm 

und 22 °C fermentiert. Nach 3 Tagen wurde die Kultur zentrifugiert (10 min, 4000 rpm, 22 °C, Jouan 

GR  4  22,  Thermo  Fisher  Scientific,  Schwerte)  und  das  Zellpellet  sowie  die  Kulturbrühe  getrennt 

aufgearbeitet (siehe 2.3.3).
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2.3.2 Fermentation im 20 L-Maßstab

Die  Fermentation  erfolgte  nach  Standardverfahren  (Witter  et  al.,  1998)  im  20 L-Fermenter  (Typ 

Biostat A-20, Fa. Braun, Melsungen). Die Rührerdrehzahl betrug 120 rpm und belüftet wurde mit 4-

5 Litern Luft pro Minute bei 22 bzw. 26 °C. Der Fermenter wurde mit 500 mL Vorkultur des selben 

Mediums mit dem jeweiligen Pilzes inokuliert.  Während der Fermentation wurden täglich  200 mL 

Probe  steril  entnommen.  Es  wurde  der  pH-Wert  (MP220,  Mettler  Toledo,  Gießen)  und  der 

Glukosegehalt  (Diabur-Test  5000 Teststreifen)  bestimmt.  Nach der  Trennung von Kulturfiltrat  und 

Myzel wurde das Myzeltrockengewicht ermittelt. Das Kulturfiltrat wurde wie unter 2.4.1 beschrieben 

extrahiert.  Das  von  der  Kulturbrühe  getrennte  Myzel  wurde  auf  ausgewogenen  Filterpapieren 

(Rundfilter  604,  Fa.  Schleicher  &  Schüll,  Dassel)  6 h  bei  65 °C  getrocknet  und  so  das 

Myzeltrockengewicht bestimmt.

2.4 Isolation von Sekundärmetaboliten

2.4.1 Herstellung von Rohextrakten aus Kulturfiltrat und Myzel

Nach dem Beenden der Fermentation wurde das Myzel durch Filtration über einen Büchner-Trichter 

oder  durch  Zentrifugation  (10 min,  4000 rpm,  22 °C)  vom  Kulturfiltrat  getrennt.  Das  Kulturfiltrat 

wurde  dann  mit  je  einem  Volumen  Ethylacetat  mit  Hilfe  eines  Scheidetrichters  extrahiert.  Das 

organische Lösungsmittel wurde anschließend über wasserfreiem Na2SO4 getrocknet und im Vakuum 

eingeengt  (Rotationsverdampfer  Heidolph  Laborota  4002;  SpeedVac  Jouan  RC  10.11).  Bei  den 

Fermentationen  mit  Bakterien  wurde  das  Kulturfiltrat  mit  einem  Volumen  2-Propanol  versetzt,  

welches  durch  die  Zugabe  von  14 g/L  NaCl  wieder  als  Lösungsmittelphase  vom  wässrigen  Filtrat 

getrennt  werden  konnte.  Das  2-Propanol  wurde  danach  ebenfalls  mittels  Rotationsverdampfer 

eingeengt  und  durch  zweimaliges  Waschen  mit  MeOH  und  anschließender  Zentrifugation  (2 min, 

13.200rpm,  22 °C)  entsalzt.  Entsprechend  wurde  das  Myzel  der  Tagesproben  für  1 h  in  100 mL 

Methanol extrahiert und ebenfalls mittels Vakuumrotationsverdampfer eingeengt. Die so gewonnenen 

Rohextrakte wurden in 1 mL MeOH gelöst und in 4 mL-Probengläschen bei-20 °C aufbewahrt. Vor der 

HPLC-Analyse wurden dann 50 μL der Proben zentrifugiert (1 min, 13.200 rpm, 22 °C) um etwaige 

Schwebstoffe zu pelletieren, bevor der Extrakt in 0,2 mL-HPLC-Gläschen überführt wurde.

Das Kulturfiltrat am Tag der Fermenteraufarbeitung wurde entweder mit einem Volumen Ethylacetat 

extrahiert  oder  über  einem  Polystyroladsorberharz  (DIAION-HP  21,  Mitsubishi  Kasei  Corporation, 

Tokyo, Japan) einer Festphasenextraktion unterzogen. Die Elution erfolgte jeweils in zwei Stufen mit 

2 L  Methanol  und  dann  mit  2 L  Aceton.  Im  Anschluss  wurden  die  Extrakte  mit  einem 
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Rotationsverdampfer eingeengt.  und danach chromatograpisch an Kieselgel 60 (0,063-0,2 mm) mit 

Cyclohexan-Ethylacetat- und einem Ethylacetat-Methanol-Gemisch aufgetrennt.

2.4.2 Säulenchromatographie

Die  Auftrennung  des  gewonnenen  Rohextraktes  aus  den  Fermentationsansätzen  erfolgte  durch 

Chromatographie  an  Kieselgel  60  und  Elution  mit  Cyclohexan-Ethylacetat-Methanl-Gradienten 

(Gradient siehe Tab.5).

Tab.5: Gradient für eine Kieselgel 60 Chromatographie (100 g Kieselgel 60, Fraktionsgröße 250 mL)

2.4.3 Bond Elut™ C18-Säule

Die Chromabond Säulen C18 ec (Art-Nr: 730141, Chromab. Säulen C18 ec, 6 mL, 2000 mg, Macherey 

Nagel, Düren) sind mit einem hydrophobem Kieselsäure-basierten Sorbent gefüllt. Es wird allgemein 

als das unselektivste silikatische Sorbent angesehen, da es die meisten organischen Substanzen aus 

wässrigen Lösungen auf der Säule zurückhält. Diese Eigenschaft ist vor allem dann von Vorteil, wenn 

die Verbindungen, die isoliert werden sollen, sehr unterschiedlich sind. 

Tab.6: Gradient für die C18-Säulen Chromatographie (2 g C18-Silkat-Material, Fraktionsgröße 15 mL)

Es wurde in einem H2O (0,1 % Trifluoressigsäure)-Acetonitril-Gemisch (Gradient siehe Tab.6) eluiert.
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Fraktion Cyclohexan [%] Ethylacetat [%] Methanol [%]
1 100 0 0
2 80 20 0
3 60 40 0
4 40 60 0
5 20 80 0
6 10 90 0
7 0 100 0
8 0 50 50
9 0 0 100

Fraktion Acetonitril [%]
1 100 0
2 75 25
3 50 50
4 30 70
5 0 100

H2O+0,1%TFA [%]
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2.4.4 HPLC-Analyse von Rohextrakten

Zur Untersuchung der gewonnenen Rohextrakte wurden HPLC-Analysen durchgeführt (siehe Kapitel 

2.3). Es wurde eine mit Dioden-Array-Detektor (DAD) ausgestattete HPLC-Anlage (Agilent 1100 Series, 

Agilent Technologies, Waldbronn) mit RP18-Trennsäule (LiChrospher 100, 125x4 mm, 5  μm, Merck, 

Darmstadt) eingesetzt. Um bekannte Verbindungen in den Extrakten identifizieren zu können, wurden 

Standard-Laufparameter gewählt, um die Vergleichbarkeit der Retentionszeiten und UV-Spektren mit 

der vorhandenen Datenbank zu gewährleisten. Als Eluenten wurden  H2OUF (+0,1 % TFA) (Eluent A) 

und  Acetonitril  (Eluent  B)  eingesetzt.  Die  Säule  wurde  auf  40 °C  temperiert,  die  Flussrate  betrug 

1 mL/min.  Das  Injektionsvolumen  aller  Proben  betrug  abhängig  von  deren  Konzentration  und 

Absorbtionskoeffizienten 2-20 μL. Es wurde stets der in Tab.7 dargestellte Gradient verwendet.

Tab.7: Standardgradient der analytischen HPLC, Eluent A = H2OUF (+0,1 % TFA), Eluent B = Acetonitril

Um Extrakte auftrennen zu können, die bereits mit einer Retentionszeit von weniger als zwei Minuten 

von der Säule eluieren, wurde eine weitere HPLC-Säule eingesetzt (HILIC, Eurospher II, Knauer GmbH, 

Berlin).  Es wurde ein abgewandelter Gradient (siehe  Tab.8)  eingesetzt.  Die Säule wurde auf 40 °C 

temperiert, die Flussrate betrug 1 mL/min.

Tab.8: Standardgradient der analytischen HPLC mit HILIC-Säule

Alle von der HPLC-Säule chromatographisch aufgetrennten Substanzen konnten auch mit Hilfe eines 

Fraktionssammlers in 96-Loch-Platten mit je 15 s Fraktionierung gesammelt werden um ihre Aktivität 

später in verschiedenen biologischen Testverfahren zu untersuchen. Dieses Verfahren erlaubte es es 

auch die aufgetrennten Extrakte in 24-Loch-Platten mit einer Fraktionierungszeit von einer Minute 

abzulegen.
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0 99 1
20 0 100
24 0 100
25 99 1

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

Zeit [min] Eluent A [%]  Eluent B [%]
0 1 99
20 100 0
24 100 0
25 1 99
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2.4.4.1 Präparative HPLC

Um größere Mengen von biologisch aktiven Sekundärmetaboliten zu isolieren wurde ein JASCO LC-

2000Plus HPLC System (JASCO Labor-und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt) eingesetzt. Mit Hilfe 

einer SunFire C18 Säule (100 Å,  5 µm, 19 mm x 250 mm, 1/pkg OBD; Best.Nr.  186004027; Waters 

S.A.S.,  Saint-Quentin,  Frankreich)  und  einem  an  die  Elutionsbedingungen  der  jeweiligen  Substanz 

angepassten  Gradienten  konnten  so  größere  Mengen  an  Reinsubstanz  für  weitere  Test  gewonnen 

werden.  Die  Chromatografie  wurde  bei  22 °C  Säulentemperatur  mit  einem  Fluss  von  17 mL/min 

durchgeführt.  Der  Gradient  wurde  zuvor  im  kleinen  Maßstab  auf  der  HPLC  Agilent  1100  Series 

(Agilent Technologies, Waldbronn), ebenfalls bei 22 °C Säulentemperatur, optimiert.

2.4.5 HPLC-MS-Analyse

Zur  Bestimmung  der  Molekülmasse  (bzw.  des  m/z-Verhältnisses)  der  Metabolite  erfolgte  eine  

Untersuchung  des  entsprechenden  Extraktes  mittels  HPLC-MS.  Das  dabei  eingesetzte  Gerät  (HP-

LC/MSD-System Series  1100,  Hewlett-Packard,  Waldbronn) war mit einer  RP18-Säule (Superspher 

100, 125x2 mm, 4 μm, Merck, Darmstadt) ausgestattet, die auf 40 °C temperiert wurde. Der Gradient, 

sowie der Eluent B, entsprachen dabei denen der analytischen HPLC (siehe 2.4.4), allerdings bei einem 

Fluss  von  0,45 mL/min.  Als  Eluent  A  wurde  H2OUF mit  0,1 Vol.%  HCOOH  verwendet.  Die 

Massenspektren  wurden  mit  APCI  (chemische  Ionisierung  bei  Atmosphärendruck)  bei 

Kapillarspannungen  von  3.500 V  (positiv)  bzw.  2.200 V  (negativ)  aufgenommen.  Die 

Verdampfungstemperatur betrug 400 °C und die Fragmentorspannung 140 V. Auch hier war wiederum 

ein Datenbankvergleich mittels einer Massenspektrenbibliothek (IBWF, Kaiserslautern) möglich, um 

bereits bekannte Substanzen zu identifizieren oder um unbekannte Substanzen zu charakterisieren. 

Zudem  wurde,  mit  Hilfe  der  ermittelten  Molekulargewichte  und  UV/Vis-Spektren,  in  externen 

Bibliotheken nach Übereinstimmungen gesucht (Chapman & Hall, 2005).

2.5 Biologische Testverfahren mit Pflanzen, Pilzen und Bakterien

2.5.1 Weinpflanzen als Testorganismen

Es wurden mehrere Verfahren mit Rebenteilen, ganzen Pflanzen oder Kalluskulturen während dieser 

Arbeit angewendet.

49



 Material und Methoden

2.5.1.1 Blattrondelltest

Es wurden Wasser-Kinetin-Agarplatten (M21) hergestellt und Kulturfiltrat-und Myzel-Extrakte sowie 

Reinsubstanzen auf die darauf aufgelegten Weinblattrondelle (Ø 1cm) aufgetropft. Es wurde verfahren 

wie von Harm et al. 2011 beschrieben. Die aufgebrachten Mengen betrugen zwischen 1 und 200 μg. Als 

Positivkontrolle wurde 5 %ige Phosphorsäure in H2OUF benutzt. Es wurden Tripletts angesetzt und die 

Blattrondelle  wurden  48  Stunden  bei  22 °C  in  einer  Feuchtekammer  ohne  Licht  inkubiert.  Die 

Auswertung erfolgte alle 24 h.

2.5.1.2 Pflanzensprühtest

Es  wurden  Weinpflanzenstecklinge  cv.  'Riesling'  (Herstellung  nach  Molitor  et  al.,  2012)  in  10 L-

Zugbeuteln verpackt und mit Sporensuspensionen von Wildtyp- und Deletionsmutanten-Stämmen von 

Pm.  chlamydospora und  Pa.  aleophilum besprüht.  Es  wurden je  5 mL Sporensuspension mit  1x104 

Sporen pro mL aufgebracht.  Die Pflanzen wurden dann im Gewächshaus (Herrn Dr.  A.  Kortekamp,  

Phytomedizin, Phytomedizin für den Weinbau, DLR Rheinpfalz, Neustadt a.d.W.) bei 24 °C und 16 h 

Tageslicht  weitere  4  Wochen  wachsen  lassen.  Danach  wurden  die  Pflanzen  auf  nektrotische  und 

infizierte Stellen hin untersucht. Außerdem wurde eine Isolation der, sich in der Pflanze befindlichen 

Pilze, unternommen (2.7.1) und diese anschließend mikroskopisch bestimmt. Zur Kontrolle wurden 

immer GFP-bzw-CFP-markierte Pilzstämme auf Kontrollpflanzen aufgebracht um deren Wachstum in 

und auf der Pflanze mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops (siehe 2.1.10) zu untersucht. 

2.5.1.3 Pflanzeninjektionstest

Vitis  vinifera cv.  'Riesling'  Pflanzen,  die  sechs  bis  acht  Blätter  entfaltet  hatten,  wurden  mit  einem  

Injektion Zyklus behandelt.  Der Zyklus bestand aus sechs Injektionen mit  einer sterilen Spritze  in 

sechs  Stunden  (eine  Injektion  pro  Stunde)  mit  in  250 μL  MeOH/H2O  (50 %)  gelösten  100 μg 

Kaempferol-3-Glykosid (K3G). Es wurden drei verschiedene Injektionsstellen ausgewählt, jedoch nur 

eine pro Pflanzen. Die K3G-Lösung wurde bei drei Pflanzen in ein Internodium, bei drei Pflanzen in 

den dritten Sprossachsenknoten und bei  drei  Pflanzen direkt in den Blattstiel  des zweiten Blattes 

injiziert. Zusätzlich wurden neun Kontrollpflanzen erstellt (gleiche Einstichstellen wie bei K3G, sechs 

Injektionen  mit  je  100 μL  MeOH  in  sechs  Stunden).  Die  Pflanzen  wurden  danach  alle  zwei  Tage 

gewässert und auf Veränderungen der Blattstruktur und Farbe hin untersucht. Das Experiment wurde 

zweimal  in  den  Gewächshäusern  von  Frau  Prof.  Dr.  Beate  Berkelmann-Löhnertz  (Institut  für 

Phytomedizin, Hochschule Geisenheim Univerity, Geisenheim) durchgeführt. 
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2.5.1.4 Kalluskulturtest

Die Kalluskultur (Kapitel 2.1.6.8) wurde auf Platten und in Schüttelkulturen kultiviert (Medium M23). 

Es wurden Zellen in 200 μL Medium in 96-Lochplatten-Tests eingesetzt.  Diese Platten wurden fünf 

Tage bei 22 °C und 6 rpm inkubiert und alle 24 Stunden mikroskopisch analysiert. Außerdem wurden 

das Färbeverfahren von Wildholm (1972) eingesetzt und die Zellen dann mikroskopisch untersucht.

2.5.1.6 Vitis-shoot-Assay

Für  das  Vitis-shoot-Assay (Weinpflanzen-Trieb-Test)  wurden  Wasser-Kinetin-Agarplatten  (M21) 

gegossen.  Auf  diese  Platten  wurden  5 mm  kurze  Stücke  von  verholzten  Rebentrieben  (Ø=  3 mm) 

aufgesetzt. Danach wurden auf die obere Wunde 10 µL Sporensuspension des Esca-assoziierten Pilzes 

(bei  Pm,  Pa  und  El  wurden  die  GFP  bzw.  CFP  markierten  Stämme  verwendet)  getropft  (104 

Sporen/mL)  und  einwirken  lassen.  Im  Anschluss  (nach  zwei  Minuten)  wurden  10 µL 

Sporensuspension des anatgonistischen Pilzes (104 Sporen/mL) oder Bakteriums (105 Sporen bzw. 

Zellen/mL) aufgetropft und ebenfalls einwirken lassen. Die Agarplatten wurden dann für sieben bis elf  

Tage  bei  26 °C  inkubiert.  Die  aus  dem  unteren  Ende  herauswachsenden  Pilze  wurden  dann 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht (bei Pm, Pa und El). Die Platten, die mit Fm inokuliert worden 

waren, wurden nur mikroskopisch analysiert. Alle Versuchsansätze erfolgten dreifach. Ansätze die kein 

Wachstum der Esca-assoziierten Pilze mehr zeigten wurden wiederholt.

2.5.1.5 Agardiffusionstest und Bestimmung der cytotoxischen Aktivität

Dieser Test  erfolgte  in Anlehnung an Zähner (1965) und ermöglichte  den Nachweis  antibiotischer  

Aktivität gegen Pilze und Bakterien. Es wurden die im Kapitel  2.1.6.7 beschrieben Organismen zu 

Testzwecken verwendet. Die Organismen wurden auch in 96-Platten-Tests mit je 200 μL Medium (M9) 

pro Loch eingesetzt.

Die Bestimmung der cytotoxischen Aktivität der isolierten Verbindung erfolgte im Cytotoxizitätstest 

wie bei Schwarz et al. (1997) beschrieben.

2.5.1.6 Agarplattenbasierte Stresstests

Um die Deletionsmutanten der Esca-assoziierten Pilze auf ihr Wachstumsverhalten auf Stressmedien 

hin  zu  testen,  wurden  verschiedene  Ansätze  gewählt.  Auf  der  Basis  von  Minimalmedium  (M13) 

wurden Agarplatten versetzt mit NaCl (0,5; 1,0 und 2,0M), D-Sorbit (0,5; 1,0 und 1,5M) und H2O2 (0,1; 

0,5  und  1mM)  gegossen.  Auf  die  Platten  wurden  Myzelrondelle  (Ø  5 mm)  von  je  drei  ΔPKS2-
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Deletionsmutanten von Pm und Pa sowie deren Wildtyp aufgebracht. Die Platten wurden 7-10 Tage bei 

18 °C,  26 °C  und 30 °C  inkubiert  und  nach  7  bzw.  10  Tagen  wurde  der  Durchmesser  der  Kolonie 

ermittelt. Es wurden Tripletts hergestellt und der Versuch wurde zweimal wiederholt. 

Diese  Tests  wurden  von  Sabine  Schwarz  (Diplomarbeit,  2011)  und  Jean-Philippe  Bürckert 

(Diplomarbeit, 2012) mit den Wildtypstämmen und je zwei unterschiedlichen Esca Stämmen auf einer 

Platte, unter Stress und im Temperaturversuch durchgeführt und waren die ersten Vorversuche zur 

weiteren Analyse der Interaktionen zwischen den beschrieben Pilzen.

2.6 Untersuchungen zur Kaempferolumsetzung

Um  die  Kaempferol-Umsetzung  durch  Pm.  chlamydospora zu  untersuchen,  wurde  der  Pilz,  wie  im 

Kapitel 2.3.1 beschrieben, fermentiert.

2.6.1 Kulturfiltrataufarbeitung

Die durch die Fermentation erhaltenen 500 mL Kulturfiltrat wurden durch Filtration gewonnen und 

mit 1,5 L Aceton bei-20 °C 18 h gefällt. Das Gemisch wurde im Anschluss zentrifugiert, um die gefällten 

Proteine zu pelletieren (60 min, 4 °C, 10.000 rpm, Rotor SLA-1500, Zentrifuge Sorvall-RC-6, Thermo 

Fisher  Scientific  Waltham,  USA).  Das  Medium-Aceton-Gemisch  wurde  verworfen,  das  Pellet  wurde 

luftgetrocknet und anschließend in 50 mL Bindepuffer (P1) aufgenommen und auf Eis gelagert. Die 

Proteine wurden mit Hilfe der NGC ((NGC™ Quest 10 ml Medium-Pressure Chromatography Systems,  

Biorad, München) in 18 mL-Fraktionen aufgetrennt (Q Sepharose Fast Flow, 45 µm-165 µm, Best.Nr. 

17-0510-01, GE Healthcare GmbH, Solingen). Von diesen Fraktionen wurden je 250 µL entnommen 

und mit 10 µL Kaempferol (10mg/ml) versetzt. Nach einer Inkubation von 2 h bei 22 °C wurde das 

Gemisch  mit  250 µL  Ethylacetat  gemischt.  Die  ca.  500 µL  Gemisch  wurden  dann  in  eine  1 mL 

Pipettenspitze aufgenommen und dort fand die Trennung der beiden Phasen statt. Die wässrige untere 

Phase  wurde  verworfen  und  die  Ethylacetatphase  wurde  eingeengt  und  erneut  in  25 µL  MeOH 

aufgenommen. Von diesen 25 µL wurden 10 µL per HPLC-MS auf den Gehalt von K3G hin untersucht 

(siehe Kapitel 2.4.5).

2.6.2 Myzelaufarbeitung

Das Myzel, welches auf dem Filter (siehe 2.6.1) zurück blieb, wurde mit 100 mL H2Odest. gewaschen und 

dann in 50 mL Bindepuffer aufgenommen. Die Zellen wurden danach in einem 50 mL-Reagiergefäß auf 

Eis  gelagert  und  mit  Hilfe  eines  Ultraschallstabs  (Branson  Sonifier™  S-450  Digital  Ultrasonic  Cell  
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Disruptor/Homogenizer, BRANSON ULTRASCHALL Niederlassung der EMERSON Technologies GmbH 

& Co. OHG, Dietzenbach) aufgeschlossen. Es wurden folgende Einstellungen verwendet: 6 Pulse, à 10 s, 

unterbrochen durch je 20 s Pulspause, mit einer Amplitude von 30 %). Im Anschluss wurde die Probe 

abzentrifugiert um die Zelltrümmer zu sedimentieren (20 min, 16.000 rpm, 4 °C) und der Überstand 

wurde dann mittels NGC chromatografisch fraktioniert und weiter bearbeitet (siehe  2.6.1). Danach 

erfolgten die Untersuchungen zum Umsatz von Kaempferol.

2.6.3 Kaempferol-Glykosilierungsversuche

Nach  der  Auftrennung  mittels  NGC  (Biorad,  München)  wurden  je  100 μL  der  26  entstandenen 

Fraktionen in eine 96-Loch-Platte überführt. Zu dieser Proteinfraktion wurden im Folgenden 10 μL 

KAE-Stammlösung (200 μg/mL), 10 μL UDP-Glukose (100 μg/mL), 10 μL NADP (50 μg/mL) und 70 μL 

H2OUF gegeben. Es wurden zehn mal drei Ansätze durchgeführt.  Diese drei Ansätze wurden jeweils 

nach einer, zwei und sechs Stunden beendet und mittels Ethylacetat extrahiert. Im Anschluss erfolgte  

die Kontrolle des Kaempferolumsatzes mit Hilfe der HPLC-MS (Kapitel 2.4.5).

2.7 Auswahlverfahren für antagonistische Organismen

2.7.1 Endophytenisolation

Die Isolation von endophytisch wachsenden Pilzen aus Pflanzenteilen wurde nach den Angaben von 

Fisher et al. (1993) durchgeführt. 

2.7.2 Antagonistentest

Für die  Antagonistentests  wurde je  ein Rondell  aus  Pilzmyzel  (Ø 10 mm) eines  Esca-assoziiertern 

Pilzes an den Rand einer Agarplatte (Pm, Pa, Fm auf  M10 und El auf  M6) gesetzt und 72 h bei 26 °C 

inkubiert. Danach wurde auf die andere Seite der Platte ein Rondell eines endophytischen Pilzes, oder 

eines  Pilzes  der  Gattung  Trichoderma gesetzt.  Im  Anschluss  wurden  die  Platten  alle  zwei  Tage 

kontrolliert und antagonistische Effekte protokolliert. Es wurde registriert, ob ein Pilz den anderen am 

Wachstum  hinderte  (Vermessung  des  Hemmhofdurchmessers)  oder  überwuchsen.  Es  wurden 

endophytische Pilze der Jahrgänge 1999 (208 Pilze),  2000 (147 Pilze), 2001 (119 Pilze), 2003 (71 

Pilze), 2004 (109 Pilze), 2009 (53 Pilze), 2010 (122 Pilze) und 2011 (212 Pilze) der Stammsammlung 

des Instituts für Biotechnologie und Wirkstoffe-Forschung getestet.

Wenn ein Pilz eine Substanz ins Medium abgab, die zu einer Hemmung des Wachstums eines Esca-
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Pilzes führte wurde der Antagonistentest wiederholt und bei erneuter Hemmung der antagonistische 

Pilz  im  500 mL-Maßstab  fermentiert  (siehe  Kapitel  2.3.1).  Danach  erfolgte  die  auf  biologische-

Aktivität-gestützte  Isolierung  der  fungiziden  Wirkstoffe  (siehe  auch  Kapitel  2.4).  Die  biologische 

Aktivität  der  Extrakte  und  Wirkstoffe  wurde  in  96-Loch-Platten  mit  Sporen  des  jeweiligen  Esca-

assoziierten Pilzes in 200 μL HMG-Medium (72 h, 120 rpm, 26 °C, M10) getestet.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel sind die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst. Anhand der im 

Kapitel 2 genannten Materialien und Methoden wurden Untersuchungen an den vier Esca-assoziierten 

Pilzen  Pm. chlamydospora,  Pa. aleophilum,  F. mediterranea und  E. lata durchgeführt. Unter anderem 

wurden  Transformationsversuche  der  einzelnen  Pilze,  unter  Zuhilfenahme  geeigneter  Methoden, 

vorgenommen und Mutanten durch Insertion von Resistenzmarkern in Kandidatengene erstellt.  In 

weiteren  Projektteilen  wurden  mehrere  Auswahlverfahren  zur  Identifizierung  antagonistischer 

Organismen durchgeführt und ausgewählte Pilze aus der Stammsammlung des IBWF bezüglich der 

Bildung  von  sekundären  Metabolite  und  Enzymen  analysiert.  Im  letzten  Projektteil  sollte  die 

molekularen und biochemischen Grundlagen zur Interaktion der Phytopathogene mit der Wirtspflanze 

untersucht werden, wobei die Aktivität der bisher wenig beachteten Substanz Kaempferol-3-Glykosid 

(K3G) in Pflanzentests erforscht wurde. Die Ergebnisse zu diesen Versuchen sind im folgenden Kapitel  

3.1 zusammengefasst.

3.1 Kaempferol und Kaempferol-3-Glykosid

Während der Isolierung und Charakterisierung von Sekundärmetaboliten der Esca-assoziierten Pilze 

Pm und Pa wurde der aus Pflanzen bekannte Metabolit Kaempferol-3-Glykosid im Medium detektiert. 

Zuerst wurde angenommen, dass es sich um eine Verbindung aus dem verwendeten Weinblattextrakt-

Medium (M22) handelt. Die Substanz konnte aber auch dann noch nachgewiesen werden, wenn Pm in 

Minimalmedium unter Zusatz von Kaempferol fermentiert wurde. Nach mehrfacher Wiederholung des 

Fermentationsansatzes und der HPLC-MS Analytik, konnte die Glykosylierung von Kaempferol durch 

Pm bestätigt  werden.  Die  Substanz wurde im Anschluss  in  Vitis  vinifera cv.  'Riesling'  injiziert  und 

verursachte dort Esca-ähnliche Symptome. 

3.1.1 Fermentation zur Isolation phytopathogener Wirkstoffe aus Phaeomoniella 

chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

3.1.1.1 Fermentation zur Isolation phytotoxischer Sekundärmetabolite aus Phaeomoniella 

chlamydospora

Es wurden während dieser Arbeit Fermentationsansätze mit  Pm. chlamydospora und  Pa. aleophilum 

durchgeführt. Es wurden sowohl Schüttelkulturen in Kolben mit einem Fassungsvermögen zwischen 

0,25 und 2,5 L fermentiert, als auch weitere Upscaling-Versuche in 20 L Fermentern unternommen. Bei 
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den Standardfermentationen wurden täglich der pH-Wert, die freie Glukosemenge im Medium und das  

Myzeltrockengewicht des jeweiligen Pilzes bestimmt. Zusätzlich wurden Kulturfiltrat und Myzel wie in 

Kapitel  2.4.1 beschrieben,  aufgearbeitet.  Mit  Hilfe  der  HPLC-MS  konnten  dann  die  Metabolite 

analysiert werden. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich wird, dauerte eine Standardfermentation von Pm. 

chlamydospora in einem Fermenter mit 20 L Minimalmedium ca. 90 Stunden bevor die freie Glukose 

im Medium aufgebraucht war. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Fermentation beendet. Zu Beginn der 

Fermentation war eine Latenzphase zu beobachten, in der das Myzeltrockengewicht langsam zu- und 

der Glukosegehalt des Mediums langsam abnimmt. In dieser ersten Phase, die ca. 40 Stunden anhält  

sinkt  der  pH-Wert  und  erreicht  4,2.  Im  Anschluss  daran  steigt  die  Biomasse  stark  an.  Der  Pilz 

verstoffwechselt  die  im  Medium  enthaltene  Glukose  und  der  pH-Wert  steigt  gegen  Ende  der 

Fermentation leicht über den Startwert.

Abb.1: Fermentationsdiagramm  einer  Standardfermentation  von  Pm.  chlamydospora in  20 L 

Minimalmedium (M13)

Um  etwaige  phytotoxische  Substanzen  zu  detektieren,  wurden  die  Extrakte  der  einzelnen 

Fermenterproben auf Blattrondelle von Vitis vinifera cv. 'Riesling' aufgetropft (siehe Abbildung 2 und 

Kapitel 2.1.6.8). 
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Abb.2: Vitis  vinifera cv.  'Riesling',  Blatttropftest  mit  je  100 μg  Rohextrakt  in  MeOH  der 

Fermentationsproben von Pm in Minimalmedium, nach 78 h (A), 84 h (B) und 90 h (C)

Nekrosen, die durch eine phytotoxische Aktivität der isolierten Extrakte entstehen, sind erst nach ca.  

60 Stunden zu beobachten und erreicht eine maximale Ausdehnung bei Extrakten, die am Ende der 

Fermentation  isoliert  wurden.  Es  wurden  jeweils  100 μg  Extrakt  auf  die  Weinblattsegmente 

aufgebracht. Extrakte, die aus Proben zu den Zeitpunkten 78, 84 und 90 Stunden angefertigt wurden, 

bilden die größten Nekrosen aus (Vergleich Abb.2). Die Auswertung und fotografische Dokumentation 

erfolgte 24 Stunden nach der Applikation.

3.1.1.2 Fermentation zur Isolation phytotoxischer Sekundärmetabolite aus Phaeoacremonium 

aleophilum

Phaeoacremonium  aleophilum wurde  in  Minimalmedium  (M13)  fermentiert  und  die  aus  dieser 

Fermentation gewonnen Extrakte wurden ebenfalls mittels eines Blatttropftests auf ihre phytotoxische 

Aktivität hin getestet.

Abbildung 3 zeigt die Fermentationsgrafik von Pa.  Bei Pa beginnt die Fermentation ebenfalls mit einer  

Latenzphase, die nach ca. 36 Stunden endet. Nachfolgend steigt das Trockengewicht des Myzels und 

der  pH-Werts  an.  Dieser  Anstieg  ist  jedoch  weniger  deutlich  als  bei  Pm.  chlamydospora.  Die  freie 

Glukose ist bereits nach 78 h verbraucht. 

Bei allen durchgeführten Fermentationen, unabhängig davon, ob mit Sporen oder einer Vorkultur aus 

Myzelstücken inokuliert wurde, wächst Pa im gleichen Medium schneller als eine Kultur von Pm. Es 

wurden  auch  Fermentationen  im  Maßstab  mit  2,5 L  in  5 L  Schüttelkolben  durchgeführt.  Die 

Peakmuster der HPLC-Chromatogramme, die von allen Extrakten aus Fermentationsproben angefertigt 

wurden  und  die  Fermentationsdauern  (soweit  das  Inokulum  an  die  Flüssigkeitsmenge  angepasst 

worden war) waren vergleichbar  mit  der  Fermentation im 20 L Fermenter.  Jedoch reichten die  so 

gewonnenen  Extraktmengen  nicht  aus  um  weitere  Untersuchungen  der  isolierten  Naturstoffe  zu 

unternehmen.
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Abb.3: Fermentationsdiagramm  einer  Standart-Submerskultur  von  Pa.  aleophilum in  20 L 

Minimalmedium (M13)

Die Phase, in der biologisch aktive Substanzen im 20 L Fermenter von Pa produziert werden, beginnt 

nach ca. 72 h. Während die phytotoxische Aktivität, im Vergleich zu Pm, erst nach 78 h ihr Maximum 

erreicht. Die produzierte Menge an Sekundärmetaboliten ist bei Pm zum Zeitpunkt von 72 h höher als 

bei Pa, was sich auch in der Ausbildung der Nekrosen zeigt. Nach 66 h Stunden also 12 Stunden vor 

dem Ende der Fermentation ist bei Pa im Pflanzentest mit Extrakten im Vergleich zu Pm keinerlei  

Läsion  zu  beobachten.  In  den  folgenden  Untersuchungen  sollten  die  Substanzen  isoliert  und 

charakterisiert werden, welche die in Abb.4 gezeigten Nekrosen induzieren.

Abb.4: Vitis vinifera cv. 'Riesling', Blatttropftest mit je 100 μg Rohextrakt in MeOH der Fermentation 

von Pa in Minimalmedium (M13), nach 66 h (A), 72 h (B) und 78 h (C)
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3.1.1.3 Isolierung der biologisch aktiven Sekundärmetabolite aus Phaeomoniella 

chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

Aus  den  Pilzen  Pm.  chlamydospora und  Pa.  aleophilum wurden  bereits  in  der  Vergangenheit 

Sekundärmetabolite  isoliert  und  charakterisiert.  Diese  Substanzen  sind  Isoscleron  und  Scytalon 

(Bruno und Sparapano,  2007a).  Die  Produktion dieser  Metabolite  aus  dem  Jahr  2007 konnten im 

Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden. Bei der Fermentation der beiden Pilze in Minimal-Medium 

(M13)  konnten  ebenfalls  Isoscleron  und  Scytalon  identifiziert  werden.  Mit  Hilfe  einer  HPLC-MS 

Analyse wurden die Konzentrationen der beiden Sekundärmetabolite im Kulturfiltratextrakt bestimmt 

(Abb.5). Die folgende Abbildung zeigt den Gehalt im Verlauf der Fermentationen, gemessen in einem 

Abstand von 6 h. Der Scytalongehalt des Kulturfiltrats ist etwa zehnmal höher als jener von Isoscleron. 

Darin  unterscheiden  sich  die  Ergebnisse  der  beiden  Pilze  kaum.  Bei  Pm  beginnt  die 

Sekundärenmetabolitenproduktion jedoch ca. 24 Stunden vorher und erreicht etwas höhere Mengen.

Abb.5: Scytalongehalt  und  Isosclerongehalt  in  Submerskulturen  von  Pm (links)  und  Pa (rechts), 

gemessen im Abstand von 6 h

Bei Pa sinkt der Scytalongehalt sogar wieder leicht ab, bevor der Glukosegehalt des Mediums 0 g/L 

erreicht.

Weitere  Substanzen  die  in  Minimal-Medium  (M13)  in  auffallend  großen  Mengen  isoliert  werden 

konnten  sind  Siderophore.  Die  Eisenchelatoren  konnten  anhand  ihrer  sehr  spezifischen  UV/Vis 

Spektren  detektiert  werden.  Sie  absorbieren  im  Gegensatz  zu  den  meisten  Substanzen  in  der  

Reinsubstanzendatenbank  des  IBWF  bei  einer  Wellenlänge  von  430 nm.  Anhand  der 

Kurvenintergration der mittels HPLC detektierten Chromatogramme wurde ein Konzentrationswert 

von  ca.  acht  Prozent  des  Gesamtextraktes,  der  jeweiligen  Pilze  Pm  bzw.  Pa  errechnet. 
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Interessanterweise konnte keine Siderophorproduktion bei Eutypa lata und Fomitiporia mediterranea 

detektiert  werden.  Es  wurde  weder  Ferrichrom  A  noch  Ferricrocin  mittels  HPLC-MS  Analyse 

identifiziert. Siderophore bilden mit Eisenionen Komplexe und haben ein niedriges Molekulargewicht. 

Sie werden von Pilzen und Bakterien, welche bei niedrigen Eisenkonzentrationen wachsen, gebildet. 

Die  Rolle  dieser  Verbindungen ist  es  Eisen aus  der  Umgebung einzufangen.  Für  einige  pathogene 

Organismen  sind  sie  sehr  wichtig  für  die  Virulenz  (Oide  et  al.,  2006).  Aus  Abbildung  6 ist  zu 

entnehmen, dass bei den beiden Pilzen Pm und Pa die Produktion von Siderophoren auf verschiedene 

Medien während der Fermentation sehr unterschiedlich ausfällt. Während Pm einen höheren Gehalt 

an  Ferrichromen  im  Weinblattextrakt-Medium  im  Gesamtextrakt  produziert,  sinkt  die  Menge  an 

isolierten Siderophoren bei Pa. Die Menge an detektierten Eisenbindemolekülen, wenn alle vier Pilze 

gemeinsam in einem Ansatz fermentiert werden, ist deutlich reduziert. Da weder Fm noch El selbst in 

Einzelfermentationen  Siderophore  produzieren,  ist  die  Menge  an  diesen,  im  Verhältnis  zum 

Gesamtextrakt reduziert. Besonders zu beachten ist bei diesem Versuch aber, dass gerade die beiden 

tracheomycotischen Pilze Siderophore produzieren.

Abb.6: Siderophorproduktion  von  Pm,  Pa und  den  vier  Esca  Pilzen  (Pm,  Pa,  Fm,  El)  im 

Fermentationsgemisch (MM: M13, WBWEM: M22)

Die geringe Siderophor-Menge, in der gemeinsamen Fermentation der Esca Pilze in M13, könnte aus 
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dem allgemein reduzierten Wachstum der vier Pilze in diesem Medium herrühren. Es wurden im Laufe 

der  Untersuchungen  starke  Schwankungen  der  Ausbeuten  je  nach  verwendeten  Weinblättern 

festgestellt. So konnten in allen Fällen mehr Siderophore aus dem Weinblattextrakt-Medium, welches 

mit 'Weißem Burgunder' angesetzt wurde, isoliert werden, als aus Fermentationen mit Medium auf 

Basis von 'Cabernet Sauvignon'.

Neben  Substanzen,  wie  Scytalon,  Isosclerone  und  den  Siderophoren  Ferrichrom  und  Ferricrocin 

wurden aus den Submerskulturen im Laufe dieser Arbeit weitere Substanzen isoliert. Zu diesen gehört  

auch Xylaron und Kaempferol-3-Glukosid.

In einem weiteren Verfahren wurde nach phytotoxischen Substanzen der  Pilzextrakte  gesucht,  die 

toxisch  gegen  Zellen  von  Kallus-Kulturen  sind.  Mit  Hilfe  des  Kallus-Kultur-Assays  wurden 

phytotoxische Wirkstoffe anhand ihrer Aktivität chromatografisch aufgetrennt. Im Anschluss wurden 

die Eluenten der Chromatographie unter Vakuum evaporiert. In die Platten konnten danach 200 μL 

Kallus-Kultur  in  Flüssigmedium  (M23)  überführt  werden  (Kapitel  2.5.1.4).  Mit  Hilfe  des 

Fluoreszenzmikroskops  konnten  die  Zellen  nach  der  Färbung  mit  Fluorescein-Diacetat  auf  die 

Schädigung des Metabolismus  hin untersucht werden.

Abb.7: Fluoreszenzaufnahmen von  Vitis-Kalluskultur  bei  einer  Extinktionswellenlänge von 475 nm 

und einer Emission von 525 nm; A: lebende Vitis-Zellen (Nahaufnahme), die Fluorescein im Zytosol 

angereichert haben; B: Ein ebenfalls noch lebendes Zellkonglomerat; C: abgestorbene Zellen, die nicht 

fluoreszieren (Maßstab 50 μm)

Mit Hilfe dieses Testverfahrens können aktive Substanzen aus komplexen Stoffgemischen mittels HPLC 

aufgetrennt  und  danach  analysiert  werden.  So  können  phytotoxische  Substanzen  isoliert  und 

charakterisiert werden (Abb.7 C).  Zu den Substanzen, die in dieser Arbeit mit Hilfe des genannten 

Verfahrens  detektiert  werden  konnten,  gehören  bei  Pa,  Palitantin,  welches  bereits  durch  seine 
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antibiotische  Wirkung  aus  Penicillium sp.  bekannt  ist  (Fuska  et  al.,  1970)  und  verschiedene 

Siderophore, sowie die genannten Sekundärmetabolite Xylaron und Isoscleron.

3.1.2 Isolation von Kaempferol-3-Glykosid

3.1.2.2 Bioaktivitäts-geführte Isolierung von Kaempferol-3-Glykosid

Für die Isolation von Sekundärmetaboliten aus  Pm und  Pa wurden die Extrakte aus dem jeweiligen 

Kulturfiltrat  bzw.  Myzelextrakt  mittels  HPLC chromatografisch  aufgetrennt  und in  24-Loch-Platten 

abgelegt  (siehe  2.4.4).  Die  getrockneten  und  separierten  Extrakte  wurden  im  Folgenden  auf 

Weinblätter aufgetropft. Jedoch wurde die Charakterisierung von phytotoxischen Substanzen während 

der  gesamten  Arbeit  durch  die  sehr  geringen  Ausbeuten  an  bioaktiven  Stoffen  behindert.  Da  die 

meisten biologischen Verbindungen hoch wirksam sind,  werden diese  von den Organismen nur in 

geringer  Menge  synthetisiert.  Wie  bereits  beschrieben,  wurden  immer  wieder  die  bekannten 

Substanzen Isoscleron, Scytalon, sowie Pullulan isoliert, die auch in diesem Versuch zu Nekrosen der 

Blätter führten (Bruno et al. , 2007). Zusätzlich wurden die Sekundärmetabolite Xylaron (Schüffler et  

al., 2011) und Kaempferol-3-O-Glykosid detektiert (Masuoka et al., 2012).

Kaempferol-3-O-Glykosid wurde bei der optimierten HPLC von Pm Extrakt mit einer Retentionszeit 

von  11,37 min  und  dem  charakteristischen  UV/Vis-Spektrum  mit  der  maximalen  Absorption  bei 

266 nm  und  347 nm  detektiert.  Die  massenspektroskopische  Analyse  mittels  HPLC-MS  ergab  eine 

Masse von 448 g/mol. Die Arbeitsgruppe von Prof. T. Opatz konnte dann durch die Strukturaufklärung 

unter  Zuhilfenahme  des  IR-Spektrums  (OH-Streckung  der  aromatischen  und  aliphatischen 

Hydroxylgruppen bei 3437 cm-1, CH-Streckung des Aromaten bei 2927 cm-1, C=O-Streckschwingung bei 

1611 cm-1,  C-O-C-Dehnung bei 1182 cm-1) belegen, dass es sich um Kaempferol-3-O-Glykosid (K3G) 

handelt.

3.1.3 Phaeomoniella chlamydospora in Minimal-Medium mit Kaempferol im 

Fermentationsversuch

Um den Nachweis zu erbringen, dass Kaempferol-3-O-Glykoside auch ohne Pflanzenmaterial von Pm 

produziert  wird,  wurden  Tests  mit  Minimal-Medium  (M13)  und  zugesetztem  Kaempferol  (KAE) 

durchgeführt  (Kapitel  2.3.1.2).  Während  des  Glykosylierungs-Assays  konnten  kleine  Mengen 

Kaempferol-3-O-Glykosid (K3G) mittels HPLC-MS Analyse detektiert werden. In Abbildung 8 sind die 

Ergebnisse der Tests zusammengefasst. Es sind die Konzentrationen von KAE und K3G dargestellt, die 
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mit Hilfe eines externen Standards erfasst wurden.

Abb.8: Konzentrationen von Kaempferol und Kaempferol-3-O-Glykosid während der Fermentations-

versuche  (120 rpm,  22 °C),  (grüne  unterbrochene  Linien (Dreiecke)  K3G-Gehalt  (10 mg/L Ansatz), 

orange unterbrochene Linien (Diamanten) K3G-Gehalt  (20 mg/L Ansatz),  rote  Linien (Rauten)  mit 

20 mg/L KAE im Ansatz, blaue Linien (Quadrate) mit 10 mg/L KAE im Ansatz),  Kontrollkolben, rote, 

unterbrochene Kreise  mit  20 mg/L  KAE und blaue Kreise  mit  10 mg/L KAE ohne Pm im Ansatz, 

Fehlerbalken (n=3)

Es  ist  zu  erkennen,  dass  die  Abnahme  des  zugesetzten  Kaempferols  während  der  38-stündigen 

Fermentation in Minimal-Medium (M13)  relativ unabhängig von der zuvor eingesetzten Menge an 

Kaempferol ist. Weiter zeigt sich, dass die Abnahme bei allen drei jeweils angesetzten Experimenten 

kaum  schwankt.  In  Vorversuchen  konnte  zeigt  werden,  dass  mindestens  10 mg/L  KAE  eingesetzt 

werden müssen um das später entstehende K3G detektieren zu können. Jedoch führte der Einsatz von 

mehr  als  20 mg/L KAE zu  einer  starken  Hemmung des  Myzelwachstums.  Aufgrund  dieser  beiden 

Erkenntnisse wurden die hier gezeigten Ansätze ausgewählt.

Eine Stunde nachdem das Myzel in das mit KAE versetzt Minimal-Medium überführt wurde, war noch 

keine Abnahme von KAE zu beobachten. Außerdem wurden noch keine detektierbaren Mengen von 
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K3G gebildet. Erst in der Probe nach 15 Stunden zeigte sich eine erste deutliche K3G-Menge, die mit  

Hilfe  der  HPLC-MS  gemessen  werden  konnte.  Während  die  Menge  an  KAE  im  Zeitraum  bis  zur 

Probenahme nach 15 bzw. 24 Stunden stark abnahm, stieg die Substanzmenge an K3G im Medium in 

diesem Zeitraum auf ein Maximum an. Im Anschluss und nach weiterer Fermentation bis hin zu 39 h 

waren jedoch beide Substanzen kaum noch nachweisbar. Auch die anderen Sekundärmetabolite, die 

anhand ihrer UV/Vis-Spektren detektiert werden konnten, wurden zu dieser Zeit wieder abgebaut und 

die Absorbtionsmaxima wurden nicht mehr beobachtet (Ergebnisse nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse belegen, dass Pm in der Lage ist KAE in Minimal-Medium zu K3G zu glykosylieren. In 

Kontrollkolben, die parallel inkubiert wurden, in denen sich nur Minimal-Medium und KAE befanden,  

konnte keine Umsetzung von KAE nachgewiesen werden. Die Menge an KAE blieb während der ersten 

24 Stunden konstant und sank dann um etwa 5 Prozent bis zur Stunde 39 ab.  Jedoch zeigten sich 

Schwankungen  der  K3G-  und  KAE-  Konzentrationen  durch  das  Isolationsverfahren  von  bis  zu  8 

Prozent.  Man  kann  in  diesem  Fall  von  einer  Ungenauigkeit  bei  der  Isolation  und  beim 

Nachweisverfahren der Substanzen ausgehen. Die Ergebnisse in Abbildung 8 zeigen dies sehr deutlich, 

da aus den Kontrollkolben ebenfalls nur geringere Mengen an KAE isoliert werden konnten, als zu 

Beginn in das Medium gegeben wurden. So sind die Werte an KAE die aus den Kolben ohne Pilz isoliert 

wurden  um  ca.  12-13 mg/L  (20 mg/L  KAE)  und  ca.  4,5 mg/L  (10 mg/L  KAE)  niedriger  als  die 

eingesetzten Mengen, die sich nach der Zugabe im Medium befinden.

3.1.4 Enzymisolationsversuche mittels Proteinchromatographie (in vitro 

Glykosylierung)

In einem weiteren Versuch sollte überprüft werden, ob die Möglichkeit besteht KAE in vitro, d.h. ohne 

lebende Pm. chlamydospora  Zellen zu glykosyslieren. Dafür wurde der Versuchsansatz wie in Kapitel 

2.6.2 beschrieben, durchgeführt. In keinem Ansatz konnte eine Umsetzung von KAE zu K3G beobachtet 

werden. Jedoch ließ sich das KAE reisolieren. Die Verdopplung der angegebenen Mengen an KAE, UDP-

Glukose  und  NADP  führte  ebenfalls  nicht  zur  Bildung  von  K3G.  Die  Veränderungen,  die  an  der 

Vorfermentation, d.h. Fermentation in HMG-Medium (M10), den Extraktionsbedigungen des Myzels, 

z.B.  Verdopplung  der  Extraktionszeit  und  Verwendung  größerer  Methanolmengen  und  der 

proteinchemischen Aufreinigung durchgeführt wurden, führten auch nicht zum Nachweis von K3G. 

Daher konnte die in vitro Synthese von K3G bisher nicht bestätigt werden. 

64



 Ergebnisse

3.1.5 Weinpflanzeninjektionstest

Um  den  Nachweis  zu  führen,  dass  K3G  in  Weinpflanzen  auch  zu  Esca-ähnlichen,  nekrotischen 

Symptomen führt wurde K3G mit Hilfe einer Spritze in Weinpflanzen  injiziert (siehe Kapitel 2.5.1.3).

Abb.9: Pflanzeninjektionstest, A und B: Pflanzen nach sechsfacher Injektion (von K3G in 6 Stunden, C:  

Kontrollpflanze (6 Injektionen mit  dem verwendeten Lösungsmittel),  D und E:  Nahaufnahmen der 

Blattnekrosen einer behandelten Pflanze (100 μg Kaempferol-3-Glykosid in 250 μL MeOH/H2O 50:50), 

F: Vergleich der Kontrollpflanze (rechts) und der Pflanze, die nur einmal behandelt wurde (links), die 

Dokumentation erfolgte nach 30 Minuten.

Bei den Versuchen im Gewächshaus der Hochschule Geisenheim (Arbeitsgruppe Phytopathologie im 

Weinbau, Prof. Dr. Beate Berkelmann-Löhnertz) wurde in ersten Vorversuchen nur je eine Injektion 

pro Pflanze vorgenommen. Bereits nach wenigen Minuten waren Symptome erkennbar.  Die Blätter 

hingen schlaff herab (Abb.9F). Jedoch erholten sich die Pflanzen nach ca. 60 Minuten wieder. In einem 

neuen Experiment wurden alle 60 Minuten und dann sechs Mal Injektionen vorgenommen. Auch in 

diesem  Versuchsteil  zeigten  die  Blätter  nach  30  Minuten  an  den  Spitzen  des  Triebs  erste 

Erschlaffungserscheinungen.  Zusätzlich  zeigten  sich  an  diesen  Pflanzen  nach  1-5  Tagen  erste 
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Nekrosen.  Das Symptom der  hängenden Blätter  zu Beginn des Versuches blieb jedoch weitgehend 

reversibel. Dies zeigte sich auch bei Pflanzen, welche nur zwei Injektionen erhielten. Die Injektionen 

wurden am dritten Blatt (von den Wurzeln aus gezählt) gesetzt. Die Nekrosen, die nach wenigen Tagen 

entstanden sind in Abbildung 9 D und E zu sehen. 

3.2 Polyketidsynthase-Deletionsmutanten von Phaeomoniella 
chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

3.2.1 Herstellung von Deletionsmutanten

3.2.1.1 Molekularbiologische Manipulation von Phaeomoniella chlamydospora

Im  Jahr  2009  konnte  die  Agrobacterium  tumefaciens-vermittelte  Transformation  der  Pilze  Pm. 

chlamydospora und  Pa.  aleophilum zur  genetischen  Manipulation  des  filamentösen  Ascomyceten 

etabliert werden (Fischer, 2010).  Mit diesem Ansatz können nicht nur die beiden Esca-assoziierten 

Pilze  sondern  auch  viele  andere  Pilze  genetisch  manipuliert  werden,  wie  zum  Beispiel  der 

reispathogene Pilz Magnaporthe oryzae (Odenbach et al., 2009).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Sekundärmetaboliten bei der Ausbildung der Esca 

Krankheitssymptome an Weinpflanzen untersucht.  Da bereits  vor einigen Jahren postuliert  wurde,  

dass besonders Scytalon und Isoscleron, zwei Intermediate aus der Melaninbiosynthese für die Esca 

Symptome an den Blättern befallener Rebstöcke verantwortlich sind (Evidente  et al.,  2000),  wurde 

während  dieser  Arbeit  versucht  die  Produktion  dieser  Substanzen  durch  den  Pilz  zu  verhindern. 

Hierfür  sollten  einzelne  Polyketidsynthasegene  in  Pm  und  Pa  inaktiviert  werden.  Mit  Hilfe  dieser 

Mutanten sollten im Anschluss in vivo an Vitis vinifera weitere Untersuchungen durchgeführt werden. 

Sollten  die  Mutanten,  welche  keine  Scytalon  bzw.  Isoscleron  produzieren  können  immer  noch 

Blattsymptome  hervorrufen,  müssten  weitere  Faktoren  der  Pilz-Pflanzen-Interaktion  identifiziert 

werden.

Mit Hilfe der  Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Transformation wurden  die Gensequenzen für 

das grüne, gelbe, rote und blaue Fluoreszenzgen in das Genom der Pilze integriert. So konnten im Zuge  

dieser  Arbeit  Fluoreszenzaufnahmen  gemacht  werden,  bei  denen  ein  Schnitt  durch  mit 

Fluoreszenmutanten infizierte Weinpflanzen aufgenommen wurde.

Im weiteren Verlauf werden Ergebnisse zu den  in vivo Pflanzentests mit  ΔPKS2-Mutante gezeigt. Die 

Mutanten wurden von Elisabeth Grundmann, Sabine Schwarz und Lena Licht generiert (Grundmann, 

2012; Schwarz, 2012; Licht 2012).
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Zu Beginn der Arbeiten lagen noch keine Genomsequenzen von Pm. chlamydospora und Pa. aleophilum 

vor. Deshalb mussten alle Gensequenzen der einzelnen Polyketidsynthasen, die für die Inaktivierung 

der Gene benötigt wurden, mittels Primer-walking nach Zhang und Gurr (2010) isoliert werden. 

Im ersten Schritt zur Identifizierung der Nukleotidsequenz der PKS aus  Pm. chlamydospora wurden 

degenerierten  Primer  erstellt.  Diese  basieren  auf  dem  Vergleich  der  konservierten 

Aminosäuresequenz der  Ketosynthasedomäne (bzw.  Acetyltransferasedomäne) verschiedener  Pilze, 

die mit Pm und Pa verwandt sind und die bereits sequenziert wurden (Khaldi et al., 2008). Die Pilze, 

deren Gensequenzen zum Erstellen der degenerierten Primer verwendet wurden, waren Botryotinia  

fuckeliana,  Aspergillus  nidulans,  Neonectria  radicicola,  Fusarium  circinatum,  Neurospora  crassa, 

Sordaria macrospora, Glomerella cingulata und Colletotrichum graminicola.

Die Primer wurden so erstellt, dass mit ihnen hochkonservierte Bereiche amplifiziert werden können. 

Bei Polyketidsynthasen sind einige Komponenten obligatorisch und zeigen dadurch nur eine geringe 

genetische Varianz. Zwei dieser Domänen sind die α-Ketoacylsynthase bzw. die Acyltransferase.

Um die Polyketidsynthasesequenz 1 zu isolieren, wurde mit Hilfe der oben genannten Primer eine PCR 

Step  up-Methode  angewandt  (Zhang und Gurr,  2010).  Die  isolierten Sequenzen waren ca.  350 bis 

460 bp  lang.  Um  anschließend  eine  Deletionsmutante  zu  generieren,  wurden  neue  Primer  auf 

Grundlage der ersten Gensequenzen erstellt. Mit Hilfe des sogenannten 'Primer walkings' nach Zhang 

und Gurr (2000) wurden diese kurzen Gensequenzen verlängert.  Am Ende konnten so für die PKS 

Gene 1 und 2 PCR-Produkte der Länge 1600 bp bis 1700 bp aus der genomischen DNA amplifiziert und 

sequenziert werden. Bei Pm. chlamydospora handelte es sich um ein 1609 bp großes Stück einer PKS. 

Bei Pa. aleophilum wurde mit den gleichen degenerierten Primern und unter Anwendung der gleichen 

Methoden ein 1581 bp großes Fragment eines PKS-Gens beschrieben (Bürckert, 2011).

Die  so  erhaltenen  Genfragmente  wurden  durch  das  Einfügen  eines  bakteriellen  Hygromycin-

Phosphotransferase-(hpt)-Genes (Staben et al., 1989) unterbrochen. Dieses Gen wurde zusammen mit 

einem Tryptophan-Biosynthese Promotor zu einer Genkassette zusammengefasst und gehört zu den 

Standardantibiotikaresistenzen (Hamer und Timberlake, 1987). Es zeigte sich, dass diese Genkassette  

auch bei  den Esca-assoziierten Pilzen Pm und Pa eingesetzt  werden kann.  Der  trpC-Promotor  aus 

Aspergillus nidulans (Kalleda et al., 2013) kann auch von den beiden genannten Pilzen genutzt werden, 

da  eine  Hygromycin-Resistenz  bis  zu  400 mg/L  bei  den  hier  durchgeführten 

Transformationsversuchen beobachtet wurde.

Der Nachweis, der erfolgreichen Insertion der rekombinanten Nukleinsäuren erfolgte mittels PCR und 

Southern Blot. Um eine Inaktivierung des PKS-Gens oder einen ektopischen Einbau der Gensequenz 
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und  der  Hygromycinkassette  zu  unterscheiden,  wurde  die  isolierte  genomische  DNA  mittels 

Restriktionsenzymen geschnitten und danach für den Southern Blot gelelektrophoretisch aufgetrennt. 

So  konnten  die  Bandengrößen  des  nativen  Gens  und  des  integrierten  Deletionsfragments 

unterschieden  werden.  Die  Restriktion  erfolge  mit  Hilfe  der  Enzyme  PvuII,  KpnI und  SacII.  Das 

Hybridisierungssignal bei den Insertionsmutanten war um 1191 bp größer als jenes des Wildtyps.

Es  konnte  bei  jedem  Transformationsansatz  ca.  200  Hygromycin  B-resistente  Transformanten  pro 

1x106 Sporen von Pm. chlamydospora erzeugt werden. Eine erfolgreiche Rekombination in etwa 9-15 

Prozent der generierten Mutanten wurde durch eine  Southern Blot Analyse bestätigt. Im Folgenden 

wurde mit den PKS1 Mutanten 2, 6 und 15 weitergearbeitet. 

Bei der zweiten Polyketidsynthasesequenz, die isoliert werden konnte,  wurde nun analog als PKS2 

bezeichnet. Auch um diese Gensequenz zu amplifizieren wurde zuerst mittels degenerierten Primern 

ein  hoch  konservierten  Bereich  einer  PKS  amplifiziert.  Anschließend  erfolgte  das  oben  genannte 

'Primer walking' gefolgt von der Insertion der HPT-Kassette. Das korrekte Hybridisierungssignal beim 

Southern Blot sollte bei 2923 bp liegen. Diese Bedingung erfüllten die Transformanten ΔPKS2 8 und 11. 

Nur  vier  Prozent  der  Transformanten  zeigten  kein  Hybridisierungssignal  der  Größe  von  1609 bp, 

welches auf  eine ektopische Integration hindeutet.  Es entstanden ca.  120  Hygromycin B resistente 

Transformanten pro 1x106 Sporen von Pm. chlamydospora.

3.2.1.2 Molekularbiologische Manipulation von Phaeoacremonium aleophilum

Auch  bei  Pa.  aleophilum wurden  Insertionsmutanten  von  Polyketidsynthase-Genen  generiert.  In 

einigen  pflanzenpathogenen  Pilzen  spielen  PKS  beim  Infektionsverlauf  eine  entscheidende  Rolle 

(Elliott  et al., 2013; Díaz-Sánchez et al., 2012). Die Substanzen Scytalon und Isoscleron, die auch aus 

den  beiden  Esca  assoziierten  Pilzen  Pm  und  Pa  isoliert  werden  konnten  sind  Intermediate  der  

Melaninbiosynthese.  Aus  diesem  Grund  wurde  die  PKS  als  essentielles  Enzyme  der 

Melaninbiosynthese  ausgewählt.  Durch  Transformation  des  Integrationsvektors  pCAMB_wPKS_ko 

mittels  Agrobacterium tumefaciens Transformation wurden die Mutanten von Pa generiert (Bürckert, 

2012).  Die  Vektoren  für  die  Transformation von Pa  wurden  analog  zu  jenen  von Pm  erstellt.  Die 

Transformanten wurden ebenfalls mittels PCR und Southern Blot analysiert. Auf der Membran wurde 

mittels der DNA Sonde das erwartete restringierte genomische DNA-Fragment der Transformanten 2, 

6, 8, 17, von 4650 bp markiert. Es wurden die Transformanten 2, 6 und 8 für die weiteren Versuche 

ausgewählt. Die Effizienz der Transformationen lag bei ca. 30 Prozent korrekter Integrationen bei den 

hygromycinresistenten  Transformanten  (280  Transformanten  bei  1x106 Sporen).  Die  Restriktion 
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erfolgte mit Enzyme EcoRI, das zu erwartenden Fragment hat eine Größe von 2028 bp. 60 Prozent der 

Transformanten zeigten, ein zusätzliches Fragment von ca. 2700 bp.

3.2.2 Fermentationscharakterisierung und Stresstests

Um die Unterschiede in der Biosynthese von Sekundärmetaboliten nach der gelungenen Inaktivierung 

von PKS2 zu  untersuchen,  wurden die  oben beschriebenen Mutanten und die  Wildtyp-Stämme  in 

500 ml BAF-Medium (M6) fermentiert und analysiert. Die Kulturbrühen der ΔPKS2-Mutanten von Pm 

und Pa ist nach fünf Tagen Fermentation im Vergleich zum Wildtyp deutlich heller. Die Mutanten, allen 

voran die Mutanten 15 bei Pm und die Mutanten 6 und 8 bei Pa bilden weißes Myzel. Dies spricht 

bereits für eine reduzierte oder gar gestörte Melaninbiosynthese. 

Weiter wurden die Extrakte von Myzel und Kulturfiltrat mittels HPLC analysiert. Die Chromatogramme 

der Fermentationsansätze wurden auf die Quantität phytotoxischer Sekundärmetabolite untersucht. 

Es wurden die Substanzen Scytalon und Isoscleron quantifiziert.  Wie zu erwarten war produzierten 

die ΔPKS2-Mutanten von Pm 2 und 6 eine deutlich geringere Menge an Scytalon und Isoscleron nur die  

Mutante 15 zeigte sogar eine leichte Produktionssteigerung (Tab.9). In Pa. aleophilum zeigten alle drei 

Mutanten eine Reduktion im Sekundärstoffwechsel, wobei Mutante 2 eine ähnliche Produktionsrate im 

Vergleich zum Wildtyp-Stamm aufweist. Anhand der Chromatogramme der jeweiligen HPLC Läufen 

lies  sich  bei  den  Pm  Mutanten  2  und  6  sowie  bei  den  Pa  Mutanten  2,  6  und  8  eine  reduzierte  

Metabolitenproduktion  nachweisen.  Allen  Transformanten  hatten  eine  geringere  Substanz-

konzentration als die Wildtyp-Stämme. Dieser Effekt führte bei den jeweiligen Mutanten Nummer 6 zu  

einer Reduktion der Sekundärmetabolitproduktion um 52 Prozent (Pm) bzw. 58 Prozent (Pa).

Tab.9: Sekundärmetabolitproduktion der ausgewählten Transformanten im Vergleich zum jeweiligen 

Wildtyp-Stamm (WT immer = 100%)

In einem weiteren Arbeitsschritt wurden die ΔPKS-Transformanten und die Wildtyp-Stämme erneut in 

BAF-Medium (M6) fermentiert. Nach 3 Tagen in 250 mL Medium in 500 mL Kolben mit einer Schikane 

konnte bereits ein höheres Myzeltrockengewicht der Wildtypen beobachtet werden. Außerdem war zu 

diesem  Zeitpunkt  der  Gehalt  an  freier  Glukose  im  Medium  der  Transformanten  höher.  Zusätzlich  

verfärbte sich das Medium der Wildtypstämme gelblich. Am vierten Fermentationstag konnte bei der 
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Transformanten  2  (Pa)  ein  höheres  Myzeltrockengewicht  im  Vergleich  zu  den  beiden  anderen 

Mutanten gemessen werden.

Zusätzlich wurden die Rohextrakte mittels HPLC in 24-Loch-Platten chromatographisch aufgetrennt 

und  analysiert  (Kapitel  2.4.4).  Die  Extrakte  aller  Mutanten  zeigten  veränderte  Maxima  in  den 

Chromatogrammen im Vergleich zum Wildtyp. Jedoch waren auch signifikante Unterschiede zwischen 

der Mutante 2 einerseits und den Mutanten 6 und 15 andererseits zu beobachten. 

Besonders  auffällig  war  die  Ansammlung  polarer  Sekundärmetaboliten  in  den  Kulturen  von   der 

Transformanten. Die Fraktionen wurden im Anschluss im Phytotoxizitätstest untersuchten. So konnten 

Unterschiede zwischen den einzelnen Extrakten beobachtet werden. Die Transformanten produzierten 

im  Vergleich  zum  Wildtyp  deutlich  weniger phytotoxisch-aktive  Substanzen.  Die  phytotoxischen 

Substanzen in den HPLC-Fraktionen 12 und 13 (d.h. in den Fraktionen nach 12 und 13 Minuten der  

Chromatographie) wurden jedoch nach wie  vor  vom Wildtyp und den Transformanten produziert. 

Weiter produzierte die Mutante 2 von Pm, anders als die übrigen Transformanten bisher noch nicht 

detektierte Substanzen in der Fraktion 21, die Transformante 6 sekretierte ausschließlich die aktiven 

Substanzen in den Fraktionen 12 und 13 und die Mutante 15 produzierte zusätzlich aktive Substanzen 

in Fraktion 4 und 6, welche vom Wildtyp nicht produziert wurden. Diese Ergebnisse zeigten sich in 

allen drei durchgeführten Fermentationen (Licht, 2012).

Zusätzlich zur Untersuchung des Metabolitenspektrums wurden Stresstests mit den oben genannten 

Transformanten durchgeführt. Bei drei verschiedenen Temperaturen (18, 26 und 32 °C) wurden drei 

unterschiedliche Chemikalien in Minimal-Medium (M13) eingegossen (0,5 M, 1,0 M und 2,0 M NaCL; 

0,5 M, 1,0 M und 1,5 M Sorbitol; 0,1 M, 0,5 M und 1,0 M H2O2). Natriumchlorid wurde eingesetzt um 

Trockenstress zu simulieren, während es mit Hilfe von Sorbitol möglich ist, den osmotischen Schock 

ähnlich  den  Bedingungen  in  der  infizierten  Pflanze  nachzuahmen.  Durch  den  Einsatz  von 

Wasserstoffperoxid  lässt  sich  eine  Ausschüttung  von  ROS,  'reactive  oxygen  species'  als  oxidativer 

Stress,  den  die  Pflanze  zur  Verteidigung  einsetzt,  darstellen  (Daudi  et  al.,  2012).  Es  wurden  alle 

Kombinationen  der  jeweiligen  Mutanten,  Medien  und  Temperaturen  in  Triplikaten  durchgeführt. 

Zusätzlich  wurde  der  Versuch  dreimal  wiederholt.  Die  Ergebnisse  sind  in   Abbildung  10 

zusammengefasst.  Die  einzelnen  Mutanten  verhalten  sich  recht  unterschiedlich.  Während  die 

Transformanten 2 und 6 von  Pm. chlamydospora eine Steigerung des Wachstums mit ansteigender 

Temperatur zeigten, aber dabei immer hinter dem Wildtyp-Stamm zurück blieben, wuchs die Mutante 

15 am schnellsten bei 18 °C und wächst schlechter bei höheren Temperaturen. Die Teststämme von Pa.  

aleophilum zeigten alle bei 26 °C ihre  Wachstumsoptimum. Dies entspricht den Erwartungen, denn 
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der Pa Wildtyp-Stamm wuchs ebenfalls bei 26 °C am schnellsten. Bei den Mutanten ist Pa ΔPKS1 2 die 

am schnellsten wachsende, während Pa ΔPKS1 6 und 8 um bis zu 50 Prozent langsamer im Vergleich 

zum Wildtyp, wachsen.

Abb.10: Wachstum  der  Transformanten  Pa ΔPKS1 und  Pm ΔPKS1 unter  Stressbedingungen, 

Aufgetragen im Vergleich zum Wildtyp-Stamm (= 100 %), schwarz bei 18 °C, rot bei 26 °C und grün bei 

32 °C, (Fehlerbalken als Mittel n=9)

Da die Produkte,  die von Polyketidsynthasen synthetisiert werden, auch bei der Zellwandintegrität 

eine  Rolle  spielen,  wurden  noch  andere  Versuche  mit  Chemikalien  durchgeführt.  So  wurde  zum 

Beispiel  Nitratstress  mittels  NaNO3 erzeugt  oder  durch  den  Einsatz  von  Algendünger  mit  hohen 

Phosphat  und  Kalisalzanteilen  Stress  hervorherufen.  So  sollte  der  Nährstoffstress,  wie  er  nach 

extremem Düngen in der Pflanze auftritt simuliert werden. Zusätzlich wurde SDS eingesetzt, um die 

Zellwandintegrität  zu  überprüfen.  Allerdings  konnten  bei  diesen  Versuchen  keine  signifikanten 

Unterschiede  im  Wachstum  zwischen  dem  Wildtyp-Stamm  und den  Mutanten  beobachtet  werden 

(Grundmann, 2012).
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3.2.3 Weinpflanzeninfektionsstudie

Für die  Weinpflanzeninfektionsstudie  wurden im Gewächshaus (DLR Neustadt  an der  Weinstraße, 

Arbeitsgruppe um Herrn Dr. A. Kortekamp) die Sporen von je drei Integrationsmutanten, die jeweiligen 

Wildtyp-Stämme  und  zwei  fluoreszenzmarkierte  Stämme  von  Pm  und  Pa  auf  Weinpflanzen 

aufgesprüht. Zusätzlich wurden Weinpflanzen zur Kontrolle mit Wasser besprüht (siehe Kapitel 2.5.1.2 

Pflanzensprühtest). Nach drei Monaten wurden die Pflanzen aus dem Gewächshaus entnommen und 

eine  Endophytenisolation durchgeführt.  Auf  diesem  Wege  konnte  die  Infektionsrate  der  einzelnen 

Pilze bestimmt werden. Zusätzlich wurde der Habitus der untersuchten Pflanzen dokumentiert. Die 

Kontrollen,  welche aus Pflanzen bestanden,  die mit fluoreszenzmarkierten Pilzen infiziert  wurden, 

wurden  mittels  Fluoreszenzmikroskopie  untersucht.  Alle  isolierten  Pilze  wurden  im  Anschluss 

mikroskopisch  bestimmt  und  zusätzlich  fermentiert.  Nach  der  Fermentation  wurde  aus  allen 

Endophyten  genomische  DNA  isoliert  und eine  Kontroll-PCR durchgeführt.  Hierzu  wurden  Primer 

verwendet,  die  zum  einen  an  der  eingebauten  Hygromycin-Kassette  und  zum  anderen  an  der  

teildeletierten  PKS  binden.  Die  Ergebnisse  dieser  Untersuchungen  sind  in  Tabelle  10 

zusammengefasst.  Bei  Pa  zeigte  sich  kein  Wachstum  beim  Wildtyp-Stamm,  während  die 

Fluoreszenzmutante reisoliert werden konnte. Der Nachweis erfolge durch die zu beobachtende blaue 

Fluoreszenz.  Es  konnten  jedoch  auch  aus  allen  angesetzten  Pflanzen,  die  mit  den  drei  Mutanten 

infiziert  worden  waren,  die  jeweiligen  Insertionsmutanten  isoliert  werden.  Der  Nachweis  sowohl 

morphologisch als auch per PCR waren positiv. Zusätzlich wurden aus den meisten Pflanzen weitere 

Endophyten isoliert. 

Im  Fall  von  Pm  konnte  keine  Fluoreszenzmutante  aus  der  Pflanze  isoliert  werden.  Auch  bei  der  

Auswertung durch direkte Schnittpräparate der Pflanze konnte keine Fluoreszenz beobachtet werden. 

Jedoch  konnte  der  Wildtyp-Stamm  aus  der  Kontrolle  isoliert  werden.  Bei  den  Insertionsmutanten 

konnte  lediglich  Mutante  2  nicht  reisoliert  werden.  Nach  mehrmaliger  Isolation  und  optischer 

Überprüfung  sowie  PCR-Kontrolle  zeigte  sich,  dass  diese  Mutante  nicht  aus  den  Pflanzen  isoliert 

werden konnte. Die Mutanten 6 und 15 wurden jedoch wie der Wildtyp reisoliert und in der Pflanze 

nachgewiesen.  Auch  bei  Pm  wurden  zusätzliche  Endophyten  isoliert,  die  teilweise  bei  den 

verschiedenen Pflanzen übereinstimmten.

Alle Pflanzen, welche mit Pm (Wildtyp-Stamm) sowie mit Pm Mutanten infiziert worden waren zeigten 

nach  drei  Monaten  starke  Chlorosen,  während  die  Pflanze,  nach  der  Pa  Wildtyp-Infektion  keine 

Symptome  aufwies.  Dies  lässt  sich  im  Nachhinein  dadurch  erklären,  dass  der  Wildtyp-Stamm  die 

Pflanze nicht infiziert hatte. Diese Beobachtung wurde ebenfalls bei der Mutante 2 (Pm) gemacht, auch 

hier blieben die Pflanzen ohne Symptome.
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Tab.10: Ergebnisse der Weinpflanzeninfektionsstudie (Iso.: Isolate, EG: E. Grundmann (2012), LL: L. 

Licht (2012), Fluoreszenz: Beobachtung, die mittels des Fluoreszenzmikroskops gemacht wurde, + 

Fluoreszenz, - keine Fluoreszenz; PCR: + die PCR Kontrolle mit den verwendeten HPT-Primern zeigte 

ein Amplifikat, - kein Amplifikat; Nr. Anzahl der Pilze, die aus einer Pflanze isoliert werden konnte)

In der Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Weinpflanzeninfektionsstudie zusammengefasst. Mittels der 

Kontroll-PCR  wurde  mit  spezifischen  Primern  die  HPT-Kassette,  welche  im  Genom  der  Mutanten 

integriert ist, amplifiziert. So zeigen die + Zeichen ein Amplifikat auf dem Agarosegel an. Zusätzlich 

wurden  die  Fluoreszenzmutanten  mittels  Fluoreszenzmikroskopie  untersucht.  Hierbei  konnte  die 

Cyan-Fluoreszenz der Pa-Mutante beobachtet werden.

3.3 Interaktionsstudien

Um die Interaktionen der einzelnen Esca-assoziierten Pilze zueinander besser untersuchen zu können 

wurden Ansätze auf Agarplatten gewählt,  um die gegenseitige Wechselwirkung zu beobachten. Alle 

vier Esca Pilze wurden jeweils zu zweit auf eine Agarplatte überführt und so lange beobachtet bis 

entweder  eine  gegenseitige  Hemmung  eintrat  oder  die  Pilze  zueinander  gewachsen  waren.  Die 
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Isolation Nr. Kontrolle (PCR) Fluoreszenz
Kontrolle 1 - -

2 - -
3 - -
1 + +
2 - -

kein Wachstum
1 +
2 -
3 +
4 -
5 -
1 +
2 +
1 -
2 +
3 +
4 +
5 +

kein Wachstum
1 Pilz 1 -

1 -
2 -
1 -
2 +
3 -
1 -
2 +
3 -
4 +

Stamm (Pm, Pa)
3 Pilze, 2 Hefen, keine Pm/Pa

Pa Cyan 2 Pilze, einer Pa

Pa WT
Pa ΔPKS2 2(EG) 5 Pilze, 5 Isolate (Iso.) von Pa

Pa ΔPKS2 6(EG) 2 Hefen, 2 Pilze, 2 Iso. von Pa

Pa ΔPKS2 8(EG) 5 Pilze, 5 Iso. Von Pa

Pm GFP
Pm WT
Pm ΔPKS2 2(LL) 2 Pilze, 2 Iso. Von Pm

Pm ΔPKS2 6(LL) 3 Pilze, 3 Iso. Von Pm

Pm ΔPKS2 15(LL) 2 Hefen, 4 Pilze, 4 Iso. Von Pm
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Versuche  wurden  auf  Weinblatt-Medium  (M22),  MM  (M13)  und  HMG  (M10)  sowie  den 

entsprechenden Sorbitolvarianten (1 M und 2 M) bei 18 °C, 26 °C und 30 °C durchgeführt. 

Phaeomoniella chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

Generell  wuchsen die beiden Pilze Pm und Pa  sehr gleichmäßig und radial  (Abb.11A).  Allerdings 

zeigten beide Pilze bei  der niedrigsten Temperatur (18 °C) auf Medien mit 2 M Sorbitolgehalt  kein 

Wachstum. Bei 26 °C auf HMG Platten kam es jedoch nach ca. zwei Wochen zu einem Wachstumsstopp 

beider  Pilze  und  im  Medium  zeigten  sich  halbkreisförmige  Ablagerungen  (Abb.11F).  Eine 

Temperaturänderung  hin  zu  höheren  Inkubationstemperaturen  veränderte  nur  generelle  die 

Wachstumsgeschwindigkeit.  Beispielsweise  benötigte  eine  Auswertung  bei  18 °C  ca.  zwei  bis  drei 

Monate, da die Pilze bei dieser niedrigen Temperatur nur sehr langsam wuchsen.

Unter,  durch  Sorbitol  erzeugtem,  osmotischen  Stress  kam  es  zu  auffälligen  Veränderungen  im 

Interaktionstest. Bei 18 °C und 1 M Sorbitol in der  HMG-Agarplatte wurde  Pm von  Pa gehemmt, Pa 

wuchs schneller auf dem Stressmedium. Bei weiterer Erhöhung der Sorbitolkonzentration, wuchsen 

beide Pilze nicht mehr auf den Platten an.

Bei 26 bzw. 30 °C auf 2 M Sorbitol HMG-Medium (M10) inhibierten sich die Pilze hingegen nicht mehr 

gegenseitig,  sondern  wuchsen  unbeeinflusst  aufeinander  zu.  Bei  Verwendung  von  Minimalmedien 

(M13) blieb dieser Effekt aus, die Pilze hemmten sich gegenseitig (s.o.).

Phaeomoniella chlamydospora und Fomitiporia mediterranea

Hier wurden die gleichen Beobachtungen gemacht wie zwischen Pa und  Fm. Fm wird auf fast allen 

Platten  durch  Pa  gehemmt  und  erwies  sich  bei  den  Stresstestplatten  als  wesentlich  sensitiver 

(Abb.11C und G).

Phaeomoniella chlamydospora und Eutypa lata

Auch  bei  diesen  Ansätzen  zeigte  El  erneut  den  Trend  besonders  bei  steigender  Temperatur  das 

Wachstum einzustellen. Dadurch wurde sein Einfluss auf  Pm bei hohen Temperatur und steigendem 

Salzstress  immer  geringer.  Bei  30 °C  starb  El  sowohl  auf  MM  als  auch  HMG  Platten  ab. Bei  der 

Koinkubation  zeigten  sich keine  besonderen  Myzelverfärbungen.  Auffällig  war  jedoch,  dass  im 

Gegensatz zu den Tests mit Fm, die beiden Pilze Pa und Pm, wenn sie gegen El wachsen Unterschiede  

zeigen. Pm und El wuchsen bei 30 °C und hohem Sorbitolstress nicht mehr, während Pa und El diese 

Platte zusammen besiedeln konnten. Pm hemmte El auf Minimalmedien mit und ohne Sorbitol jeweils 

stärker als dies bei Pa der Fall war. Die Ausprägung des Hemmhofes war deutlicher zu erkennen und 

trat schon nach sechs Tagen in Erscheinung (Abb.11D).
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Abb.11: Aufnahmen zur Interaktionsstudie der Esca-assoziierten Pilze Pm, Pa Fm El, A: Pm, Pa ( M13, 

kein Sorbitol); B: El, Fm; C: Fm, Pm; D: Pm, El; E: Pa, El; F: Pm, Pa (M13, 1 M Sorbitol); G: Fm, Pm (M13, 

1 M Sorbitol); H: Fm, Pa; I: Fm, Pm (M13, 26 °C)

Phaeoacremonium aleophilum und Fomitiporia mediterranea

Generell  war  Pa bei allen Versuchsansätzen in der Lage  Fm im Wachstum zu hemmen. Auch diese 

beiden Pilze wuchsen bei 18 °C am langsamsten und steigerten die Wachstumsgeschwindigkeit mit der 

steigenden Temperatur. Bei osmotischem Stress von 2 M Sorbitol war auch hier kein Wachstum der 

Pilze mehr zu beobachten. Auf HMG-Medium verfärbte sich das Myzel von Fm in der Gegenwart von Pa 

an der Unterseite auffällig braun, grundsätzlich aber nur auf der Interaktionsseite (Abb.11H). Diese 

Verfärbung  zeigte  sich  bei  der gesamte  Kolonie  von  Fm unter  Sorbitolstress  (1 M).  Auf  Minimal-

Medium ist diese Verfärbung nicht zu beobachten. Bei 30 °C wuchs Fm zusätzlich sehr lansgam. Dieser 

Effekt wurde bei Stressbedingungen weiter verstärkt.

Phaeoacremonium aleophilum und Eutypa lata

Wenn eine Agarplatte mit El und Pa inokuliert wurden, wurde El durch Pa am Wachstum gehindert, es 

bildete sich ein Hemmhof. Außerdem zeigte sich El sehr empfindlich bei höheren Temperaturen und 
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bei  osmotischem  Stress.  Bei  30 °C  kam  es  zu  keinem  Myzelwachstum  von  El..  Bei  niedrigen 

Temperaturen bildet Pa im Medium ein braunes Pigment, das schon bei Fm beobachtet werden konnte  

(Abb.11E). Eine Myzelfärbung konnte auch hier bei Minimal-Medium nicht beobachtet werden. 

Fomitiporia mediterranea und Eutypa lata

Da die beiden Pilze Fm und El sehr unterschiedlich auf die unterschiedlichen Bedingungen, d.h. den 

Temperaturanstieg und die veränderte Osmolarität der Mediums reagieren, sind die Ergebnisse der 

einzelnen  Platten  sehr  unterschiedlich  und  uneinheitlich  ausgefallen.  El  wurde  bei  niedrigeren 

Temperaturen  von  Fm  im  Wachstum  behindert.  Lediglich  auf  1 M  Sorbitolmedium  konnte  sich  El 

durchsetzen.  Osmotischer  Stress  durch  1 M  Sorbitol  in  Minimal-Medium  beeinträchtigte 

erstaunlicherweise  das  Wachstum  von  El  bei  30 °C  nicht,  während  dies  ohne  Sorbitol  nicht  zu 

beobachten war.  Wenn Fm im Wachstum gehemmt wurde,  konnten wieder  die  bereits  erwähnten 

Verfärbungen des Mediums beobachtet werden (Abb.11B).

Es zeigte  sich bei  diesem Versuchen,  dass die vier Esca-assoziierten Pilze sehr unterschiedlich auf  

einander reagieren und, dass sich die Zusammensetzung der Pilze in der Pflanze möglicherweise durch 

die  Außentemperatur  und  den  osmotischen  Stress  verändert.  Alle  vier  Pilze  haben  ein  anderes 

Temperaturoptimum  für  das  Wachstum.  Dies  könnte  eine  besondere  Rolle  spielen,  da  die  Esca-

Symptome besonders im Sommer und bei  starker  Trockenheit  auftreten (Bürckert,  2012,  Magnin-

Robert  et  al.,  2011;  Lecomte  et  al.,  2012).  Die  Ergebnisse  dieses  Teilprojekts  sind,  dass  sich  die 

Zusammensetzung der Pathogene in der Pflanze abhängig von den abiotischen Einflüssen verändert 

könnte. Somit sind die trachiomykotischen Pilze Pm und Pa besondern unter hohen Temperaturen und 

unter  erhöhter  Osmolarität  in  der  Pflanze  im  Vorteil  gegenüber  den  anderen  Esca-assoziierten 

Erregern.  Dieser  Veränderung  des  Pathogenspektrums  könnte  für  die  Entwicklung  etwaiger 

Krankheitssymptome von entscheidender Bedeutung sein. 

3.4 Fluoreszenzmarkierte Esca-assoziierte Pilze und in planta-Versuche

3.4.1 Erstellung einer fluoreszenzmarkierten Mutante von Fomitiporia mediterranea

Die fluoreszenzmarkierten Mutanten von Pm. chlamydospora,  Pa. aleophilum und E. lata, die in einige 

Untersuchungen Verwendung fanden,  wurden bereits  in einer  früheren Arbeit  hergestellt  (Fischer, 

2010).  Ein  Ziel  dieser  Arbeit  war  die  Herstellung  einer  fluoreszenzmarkierte  Mutante  von 

F. mediterranea. Die Vektoren, die für die Transformation von Pm und Pa mittels A. tumefaciens genutzt 

wurden,  entstanden  auf  der  Grundlage  eines  M.  oryzae Vektors.  Hier  kamen  der  Promotor  des 

Elongationsfaktors α aus M. oryzae und der trpC Promotor aus Aspergillus nidulans zum Einsatz. Der 
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trpC Promotor ist in die HPT-Kassette vor der Sequenz der Hygromycin Phosphat Transferase ligiert 

worden,  während  der  Promotor  des  Elongationsfaktors  α  für  die  Expression  des 

Fluoreszenzfarbstoffes benötigt wurde. Diese beiden Promotoren können in Pm und Pa, als auch in El  

genutzt werden. Es gelang jedoch nicht unter Zuhilfenahme der Standard-Transformationsmethoden 

und angepasster Methoden Transformanten von Fm zu generieren. Es bildeten sich nach einiger Zeit 

auf den Hygromycin-Minimal-Medium-Agarplatten zwar neues Myzel von Fm, dieses war,  nach der 

Überprüfungen durch PCR oder Southern Blot Analyse aber nicht transformiert (Fischer, 2010).

Nachdem die Genomsequenz von Fm (http://genome.jgi.doe.gov/Fomme1/Fomme1.home.html) 2012 

zugänglich gemacht worden war, konnten die Promotoren (Elongationsfaktors α,  trpC Promotor) von 

M.  oryzae und  A.  nidulans mit  jenen  von  Fm  verglichen  werden.  Die  Sequenzen  zeigten  geringe 

Übereinstimmungen. Aus diesem Grund wurden die Promotoren mit Hilfe von Primern (Kapitel 2.1.8) 

aus  dem  Genom  von  Fm  amplifiziert  und  mittels  eingefügten  Restriktionsschnittstellen  in 

Vektorvorstufen (pJet1.2-blunt,  pGEMT-easy) ligiert. Die weitere Klonierung, um die Promotoren in 

den bereits eingesetzten pCambia-Vector zu ligieren erfolgt nach Standardmethoden (Kapitel 2.2.2-

2.2.4).  Es  war  jedoch  nicht  möglich  die  beiden  Genkassetten  in  den  Transformationsvektor  auf 

pCAMBIA3080-Basis einzubauen. Aus diesem Grund wurde auf das Klonierungssystem InPhusion von 

Clontech®  Laboratories,  Inc.  (Takara  Bio  Company,  Saint-Germain-en-Laye,  Frankreich) 

zurückgegriffen.  Damit  war es möglich den Transformationsvektor pCAMB-EFA(Fm)-GFP-trpC(Fm)-

HPT  zu  generieren.  Mit  diesem  Vektor  wurden  Agrobacterium  tumefaciens-vermittelte 

Transformationen  von  Fm  Myzel  durchgeführt.  Hierfür  wurden  50 mg/L  Hygromycin  in  Minimal-

Medium  eingesetzt.  Außerdem  wurden  Protoplastentransformationen,  mit  PEG  und  linearisierter 

Vector-DNA  durchgeführt (Kapitel 2.2.6.2 und 2.2.6.3).

Während  der  Transformationsversuche  wurden  neun  potentielle  Transformanten  durch 

Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation und vier durch Protoplasten-Transformation 

generiert.  Diese  möglichen  Transformanten  wurden  isoliert  und  mittels  Fluoreszenzmikroskopie 

untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass das Myzel von Fm unter grünem Anregungslicht (395 nm) 

eine  Eigenfluoreszenz  besitzt.  Bei  einer  Anregungswellenlänge  von  458 nm  zeigte  sich  keine 

Eigenfluoreszenz des Myzels mehr. Aus diesem Grund wurde der pCambia-Vektor mit dem der 'Cyan 

Fluorescence Protein' Sequenz generiert. Hierzu wurde das Gibson Assembly der NEB GmbH verwendet. 

Alle  dreizehn  möglichen  Mutanten  wurden  auf  neue  Minimal-Medium-Agarplatten  (M13)  mit 

Hygromycin überführt. Es wuchs keines der Myzele erneut an. Das Myzel der Transformanten wurde 

mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops untersucht, es zeigte sich keine Fluoreszenz mit der erwarteten 
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Emissionswellenlänge  (489 nm).  Auf  Grund  der  oben  erwähnten  Eigenemission  wurden  die 

Transformanten  zusätzlich,  um  etwaige  Fehler  auszuschließen  zu  können,  in  50 mL HMG-Medium 

(M10) 26 Tage fermentiert und genomische DNA isoliert (Kapitel 2.2.2.3). Die gDNA wurde mittels 

Southern Blot und zweier Sonden,  welche zum einen an die transformierte HPT-Kassette und zum 

anderen an die CFP-Sequenz binden würden, kontrolliert. Es zeigte sich, dass keine der gewachsenen 

Kulturen die DNA Sequenzen des CFP bzw. der HPT ins Genom integriert hatte. Es konnte bisher keine 

Mutanten  mit  Hilfe  der  Agrobacterium-vermittelten  Transformation  und  der 

Protoplastentransformation generiert werden. Auch das Einbringen der spezieseigenen Promotoren 

führte bisher nicht zum gewünschten Erfolg. Der neu generierte Vektor kann nun aber für weitere  

Transformationsmetoden  als  Grundlage  verwendet  werden  um  eine  genetische  Manipulation  von 

F. mediterranea zu ermöglichen. Zusätzlich muss hierfür aber auch die Funktionalität des generierten 

Vektors überprüft werden.

3.4.2 Charakterisierung der Esca-Fluoreszenzmutanten mittels 

Weinpflanzenwachstumsversuchen und Fluoreszenzmikroskopie

Um zu untersuchen in welchem Bereich die, in Schnittwunden eingedrungenen Esca-assoziierten Pilze 

im  Pflanzeninneren  wachsen,  wurden  V.  vinifera cv.  'Cabernet  sauvignon'  Pflanzen  oberhalb  des 

sechsten  Blattes  beschnitten  und  die  Schnittwunde  mit  Sporen  von  Pm,  Pa  oder  El  benetzt.  Die  

Schnittwunden wurden anschließend mit Parafilm bedeckt und dann die Pflanzen bei 26 °C 12 Wochen 

im  Pflanzenbrutschrank  zu  inkubierten.  Während  dieser  Zeit  zeigten  sich  keine  morphologischen 

Veränderungen an den Pflanzen. Acht der neun infizierten Pflanzen (je drei Pflanzen pro Pilz) trieben 

an der ersten Blattachsel unterhalb der Schnittwunde neu aus und der sekundäre Trieb überragte nach 

drei bis vier Wochen die Schnittwunde. Es wurden jedoch in den ersten drei Monaten des Wachstums 

keine Symptome der Esca-Krankheit beobachtet. Nach der Inkubationszeit wurden die Pflanzen 5 cm 

unterhalb der Infektionsstelle erneut beschnitten. Es wurden mehrere 1 cm lange Stücke des Triebes 

mit einem Skalpell entnommen und in der Mitte zerteilt. Von den beiden Hälften wurden im Anschluss  

Schnittpräparate  angefertigt  und mit  Hilfe  des Fluoreszenzmikroskops analysiert.  In Abbildung  12 

sind exemplarisch zwei Aufnahmen eines Schnittes zu sehen. Bei der Aufsicht im Bildteil A sind die 

Myzelfäden von Pm zu erkennen. Sie fluoreszieren bei einer Anregungswellenlänge von 395 nm mit 

der grünen Emission des cytosolisch vorhandenen GF Proteins. Es ist außerdem zu erkennen, dass sich 

das Myzel entlang der Leitungsbahnen der Pflanze ausbreitet, einzelne Pflanzenfasern sind im linken 

oberen Bildteil zu sehen. 
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Abb.12: Schnittpräparat  durch  einen  mit  Pm.  chlamydospora (GFP-Transformante)  infizierten 

Weinrebenspross (A: Maßstab 100 μm; B: Maßstab 50 μm)

In  allen  drei mit  Pm-Sporen  infizierten  Pflanzen  konnte  dieses  fluoreszierende  Myzel  beobachtet 

werden. Auch bei Pa zeigten alle Schnitte die charakteristische Emission. Auch bei diesem Pilz breitete  

sich das Myzel  entlang der Leitungsbahnen der Pflanze aus und der Pilz drang innerhalb von drei 

Monaten 10 cm in die Pflanze ein. Bei Pm konnte 7 cm unterhalb der Infektionsstelle keine Fluoreszenz 

mehr beobachtet werden. Die Pflanzen, die mit El infiziert worden waren, zeigten kein einheitliches 

Bild. Bei zwei der Pflanzen konnte Fluoreszenz beobachtet werden, bei der dritten Pflanze konnte der  

Pilz  nicht  eindringen.  Bei  einer  Pflanze  konnte  anhand des  Fluoreszenzsignals  das  Wachstum  des 

Pilzes nur im oberen Zentimeter direkt unterhalb der Infektionsstelle nachgewiesen werden. Eine der 

Pflanzen  wurde  möglicherweise  nicht  infiziert.  Es  konnte  nach  12  Wochen  keine  Fluoreszenz 

festgestellt werden. Auch die Untersuchung der Schnittfläche blieb ohne Nachweis des GF Proteins. Da 

für jede Infektion die gleiche Sporensuspension verwendet wurde, kann ausgeschlossen werden, dass 

keine  transformierten  Zellen  auf  die  Schnittwunde  aufgebracht  worden  waren.  Diese  Ergebnisse 

zeigen  auch,  dass  Pm  und  Pa  deutlich  schneller  in  die  Pflanze  eindringen  und  eine  höhere 

Wachstumsgeschwindigkeit  innerhalb  der  Pflanze  besitzen.  Das  Myzel  von  El  ist  nur  im  äußeren 

Bereich des Sprosses und deutlich näher an der Infektionsstelle anzutreffen. 
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3.5 Auswahlverfahren für Esca-antagonistische Organismen

Im Antagonisten-Screening wurden verschiedene Pilze aus der Stammsammlung des IBWF gegen die 

vier Esca-assoziierten Pilze getestet. Es wurden Versuche mit Trichoderma spp., endophytischen Pilzen 

und  Bakterienstämmen  durchgeführt.  Die  Tests  wurden  in  Flüssigmedium  und  auf  Agarplatten 

durchgeführt.  Die  Trichoderma-Stämme  wurden  vor  allem  aufgrund  der  bereits  in  der  Literatur 

vermerkten  positiven  Ergebnisse  im  ökologischen  Weinbau  analysiert  (Di  Marco  und  Osti,  2007; 

Pellegrini et al., 2012).

3.5.1 Identifikation und Untersuchung antagonistischer Trichoderma Stämmen

Trichoderma  (Teleomorph:  Hypocrea)  ist  eine  Pilzgattung,  deren  Spezies  in  vielen  Ökosystemen 

weltweit  zu  finden  sind.  Spezies  dieser  Gattung sind  Bestandteile  von  mehr  als  60  Prozent  der 

registrierten Biofungizide,  die global  in der Landwirtschaft  eingesetzt werden (Verma  et  al.,  2007; 

Mukherjee  et al.,  2012).  Einige Stämme haben die Fähigkeit,  das Ausmaß von Pflanzenkrankheiten 

durch die Hemmung der verursachenden pilzlichen Pflanzenpathogene zu reduzieren. Diese Stämme 

zeigen ihr hohes antagonistisches und mykoparasitisches Potential vor allem im Boden oder direkt auf  

den Pflanzenwurzeln. Sie zeichnen sich zusätzlich durch eine große Bandbreite bei der Wirkung gegen 

verschiedenste mykologische Krankheitserreger aus.

Um zu untersuchen, ob diese positiven Eigenschaften von Vertretern dieser Gattung auch im Weinbau 

gegen  Esca-assoziierte  Pilze  eingesetzt  werden  können,  wurden  die  IBWF-eigenen  Trichoderma-

Stämme in Antagonistentests gegen Pm, Pa,  Fm und El getestet.  In Tabelle  11 sind die Ergebnisse 

dieses  Tests  zusammengefasst  und  es  zeigte  sich,  dass  die  untersuchten  Stämme  ein  sehr 

unterschiedliches Wirkspektrum haben. So waren einige Organismen (z.B. IBWF 008-91) nur gegen 

einen  Pilz  (in  diesem  Fall  gegen  Pm)  aktiv  und  hemmten  auf  der  Agarplatte  dessen  Wachstum, 

während andere (z.B. IBWF 211-05) gegen alle vier getesteten Esca Pilze erfolgreich einsetzbar waren.  

Die  Tabelle  zeigt  außerdem,  dass  die  untersuchten  Esca  Pilze  sehr  unterschiedlich  auf  die  

Koinkubation  mit  antagonistische  Pilze  reagieren.  Während  bei  Pa  nur  fünf  der  209  im  Versuch 

eingesetzten  Trichoderma spp.  das  Wachstum  des  Pathogens  reduzieren oder  verhindern konnten 

(2,3 %), waren bei Fm 23 Stämme aktiv (11,0 %). Es zeigte sich, dass Pm und Pa häufiger resistent 

gegen die Substanzen und Enzyme antagonistischer Pilze sind. Um zu untersuchen ob die Hemmhöfen 

gegen  die  Esca-assoziierten  Pilze  Pm  und  Pa  auf  die  Wirkung  von  Sekundärmetaboliten  beruhen 

wurde  zusätzlich  untersucht  ob  das  häufig  durch  Trichoderma spp.  produzierte  Gliotoxin  eine 

fungizide  Wirkung  auf  diese  beiden  Pilze  ausübt.  Hier  durchgeführte  Tests  zeigten,  dass  20 μg 

Gliotoxin gerade bei Pm zu einer deutlichen Hemmung der Sporenkeimung beiträgt. Das vegetative 
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Wachstum reduzierte sich um ca. 60 Prozent.  Dieser Effekt war bei Pa in abgeschwächter Form zu  

sehen. Es keimten nur 25 Prozent der Pilzsporen in den mit Gliotoxin versetzten Proben nicht aus.

Während der Agarplattentests wurden die Trichoderma spp. in mehr als 20 Prozent der Fälle von Pm 

und Pa im Wachstum gehemmt, waren nicht in der Lage diesen zu überwachsen und sind nicht für den  

biologischen Pflanzenschutz im Bereich der Esca-Krankheit geeignet. Bei Fm war dies nur bei zwei der 

getesteten Stämme der Fall,  bei El  in ca.  fünf Prozent.  Bei Fm und El  konnten fast 40 Prozent der 

Trichoderma spp. die Esca-assoziierten Pilze überwachsen und das Myzel der Pathogene lysieren.

Tab.11: Liste der als positiv getesteten Trichoderma spp. Stämme (Stammsammlung IBWF)

Trichoderma  spp.  z.B.  die  Stämme  259-05  und  211-05,  wurden  im  weiteren  Verlauf  der 

Untersuchungen im  Vitis-shoot-Assay erneut getestet  um ihre  Aktivität  gegen die  Esca-assoziierten 

Pilze direkt auf Schnittwunden zu untersuchen. Die Ergebnisse zu diesen Versuchen sind in Kapitel  

3.5.4 zusammengefasst. Alle hier als positiv getesteten Organismen sollten, um mögliche Antagonisten 

für den Einsatz nach dem Rebschnitt zu erhalten, in weitere Untersuchungen in vivo analysiert werden. 

3.5.2 Untersuchung von Endophyten

Seit  der  ersten  Beschreibung  der  Symbiose  als  "das  Zusammenleben  von  unterschiedlichen 

Organismen" durch Anton De Bary (1879), wurde eine Vielzahl symbiotischer Lebensstile, basierend 

auf  den Fitness-Vorteilen oder den Untersuchungen zum Zusammenspiel  von makroskopische und 
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Esca Pilze Esca Pilze
211-05 Pm, Pa, Fm, El 364-96 Fm
034-05 Pm, Pa, Fm 079-98 Fm
042-85 Pm, Pa, Fm 205-98 Fm
259-05 Pm, Fm 161-99 Fm
305-86 Fm, El 205-99 Fm
101-92 Fm, El 177-04 Fm
141-94 Fm, El 369-04 Fm
345-95 Fm, El 036-07 Fm
008-91 Pm 211-10 Fm
100-92 Pm 113-84 El
032-05 Pm 209-87 El
161-99 Pa 008-91 El
172-82 Fm 046-91 El
110-84 Fm 283b-95 El
111-85 Fm 305-95 El
045-91 Fm 546-95 El
102-92 Fm 038-05 El
098-96 Fm 104-09 El

Trichoderma Stamm Trichoderma Stamm
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mikroskopische Organismen beschrieben (Rodriguez et al., 2009; Hoppe und Kutschera, 2010). So ist 

nach  100  Jahren  des  Forschens  der  allgemeine  Konsens,  dass  die  meisten,  wenn  nicht  sogar  alle 

Pflanzen  in  natürlichen  Ökosystemen  eine  Koevolution  mit  Mykorrhiza-und/oder  endophytischen 

Pilzen  durchlaufen  haben  (Aly  et  al.,  2011).  Diese  mykotischen  Symbionten  können  tiefgreifende 

Auswirkungen auf die Ökologie, die Fitness,  und die Resistenz der Wirtspflanze haben (Pozo  et al., 

2010). Zusätzlich haben sie einen starken Einfluss auf die pflanzenumgebende Ökosphäre (Bakterien, 

Nematoden und Insekten). Fossilien zeigen, dass Pflanzen mit endophytischen und Mykorrhiza-Pilzen 

seit  mehr  als  400 Mio.  Jahren assoziiert  sind.  Die  Verbindung  besteht  wohl  schon  seit  die  ersten 

Pflanzen Land besiedelten (Krings  et al.,  2012;  García-Garrido  et al.,  2009). Anders als Mykorrhiza-

Pilze, die Pflanzenwurzeln besiedeln, sind Endophyten im ganz Pflanzengewebe aber auch innerhalb 

der  Wurzeln  zu  finden  (Sikora  et  al.,  2008).  Endophytische  Pilze  werden  in  zwei  Hauptgruppen 

aufgeteilt, einmal die Endophyten der Familie der Clavicipitaceae, die in einigen Gräser zu finden sind 

und  die  anderen  Endophyten  (Non-Clavicipitaceae),  die  aus  nicht  vaskulären  Pflanzen,  Farnen, 

Koniferen und Angiospermen isoliert wurden (Rodriguez et al., 2004; White und Torres, 2010).

Auch die endophytisch wachsenden Pilze wurden gegen die Esca-assoziierten Pilze Pm, Pa, Fm und El  

auf Agarplatten getestet (Kapitel 2.7.2). Die bei diesem Test gegen die einzelnen Pathogene aktiven 

Pilze sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Wie bei den Trichoderma spp. zeigten sich auch hier starke 

Unterschiede im Wirkspektrum. So war ein Pilz gegen alle vier Esca-Pathogene aktiv (IBWF E99327) 

und einige Pilze zeigten nur gegen einen der Schadpilze z.B. Pa einen ausreichenden Antagonismus 

(IBWF E99121). In dieser Liste sind nur diejenigen Pilze aufgeführt, die durch in den Agar abgegebene 

Substanzen und Enzyme den pathogenen Pilz am Wachstum gehindert haben.  Es wurden also nur 

Pilze, die einen Hemmhof erzeugen berücksichtigt.  Während des Versuchs wurden die Hemmhöfe, die 

nach 5-9 Tagen entstanden vermessen.

Die Tabelle enthält in diesem Fall  auch nur Pilze,  die dreimal nachgetestet worden waren, und die 

einen Hemmhof > 1 cm erzeugten, d.h. das Wachstum der ESCA-assoziierten Pilze deutlich inhibiert 

haben.  Im  Schnitt  zeigten nur  3,1  Prozent  der  getesteten Stämme  (1041 Pilze)  eine ausreichende 

Aktivität gegen die Esca-assoziierten Pilze, während bei etwa 7,4 Prozent noch eine geringe Hemmung 

mit einem deutlichen Hemmhof zu erkennen war. Die Pilze IBWF E99121 und IBWF E11228 wurden 

im Anschluss im 20 L Maßstab fermentiert und auf ihr Wirkspektrum des Sekundärmetabolite hin 

untersucht. 
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Tab.12: Endophytische Pilze (Stammsammlung IBWF e.V.),  die als positiv antagonistisch gegen die 

Esca Pilze getestet wurden
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Esca Pilze Esca Pilze Esca PilzeEsca Pilze Esca Pilze
E99309 Pm, Pa, Fm E04031 Pa
E99327 Pm, Pa, Fm, El E04060 Pa
E10087 Pm, Pa, El E04061 Pa
E11215 Pm, Pa, Fm E04093 Pa
E11223 Pm, Pa, El E10133 Pa
E11228 Pa, Fm, El E11226 Pa
E11262 Pm, Pa, Fm E99093 Fm
E11308 Pa, Fm, El E99136 Fm
E99124 Pm, Pa E99160 Fm
E99266 Pm, Pa E99202 Fm
E99268 Pm, Pa E99280 Fm
E04039 Pm, Pa E99341 Fm
E04056 Pm, Pa E99361 Fm
E04059 Pm, Pa E09001 Fm
E04062 Pm, Pa E10067 Fm
E10090 Pm, Pa E11211 Fm
E10102 Pm, Pa E11213 Fm
E10114 Pm, Fm E11232 Fm
E10139 Pm, Pa E11290 Fm
E11230 Pm, Pa E11311 Fm
E11257 Pm, Pa E11334 Fm
E11297 Pm, Pa E99043 El
E99127 Fm, El E99115 El
E99134 Fm, El E99156 El
E99336 Fm, El E99185 El
E04096 Fm, El E99222 El
E09006 Fm, El E99225 El
E09032 Fm, El E99228 El
E99104 Pm E99299 El
E99260 Pm E99320 El
E99261 Pm E99352 El
E99276 Pm E99365 El
E99321 Pm E00090 El
E99349 Pm E00093 El
E99350 Pm E00111 El
E01022 Pm E00116 El
E04025 Pm E01033 El
E04058 Pm E01046 El
E99104 Pa E09002 El
E99121 Pa E09018 El
E99259 Pa E11216 El
E99330 Pa E11270 El
E00084 Pa E11290 El
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3.5.2.1 Fermentation und Wirkstoffisolation aus dem Endophyten IBWF E11228

Der  Endophyt  IBWF E11228  wurde  aufgrund  seiner  Aktivität  gegen  Pa,  Fm  und  El  ausgewählt. 

Nachdem durch den beim Platten-Antagonistentest entstandenen Hemmhof gezeigt werden konnte, 

dass der Pilz eine oder mehrere Substanzen in das Medium abgibt, die die anderen Pilze am Wachstum 

hindern, wurde der Pilz im 20 L Maßstab in HMG Medium fermentiert. Zusätzlich wurde genomische 

DNA aus dem Pilzmyzel isoliert und eine ITS Sequenzierung durchgeführt. Die Sequenzierung ergab, 

dass es sich um einen Pilz der Gattung Xylaria handelt. Es konnte eine 97 prozentige Übereinstimmung 

mit  den  587  Basen  zu  einem  Stamm  Xylaria sp.  1  des  ICMP  nachgewiesen  werden  (GenBank: 

JN225909.1).  In  Abbildung  13 ist  eine  Fermentationsgrafik  dargestellt.  Die  Fermentation  dauerte, 

nachdem der Fermenter mit 250 mL einer 6 Tage alten Vorkultur inokuliert worden war, 12 Tage. Zu 

diesem Zeitpunkt war die Menge der freien Glukose im Medium auf 0 g/L gesunken. Zusätzlich nahm 

die  Konzentration  der  Substanz  JF-E11228-2  bereits  wieder  ab.  Die  maximale  Menge  der 

Verbindungen wurden am Tag 11 gemessen. Zudem ist zu erkennen, dass die Metabolite JF-E11228-3 

und -4 besonders in den letzten 48 Stunden produziert werden und sich im Medium anreichern.

Abb.13: Fermentationsgrafik  von  E11228  (IBWF)  in  5  x  2 L  HMG-Medium  (blau  (Quadrate), 

Glukosegehalt  [g/L];  (lila  Dreiecke)  Myzeltrockengewicht  [g/L];  (orange  Rauten)  pH-Wert; 

Reinsubstanzen:  JF-E11228-2  (rote  lange  unterbrochene  Linie),  JF-E11228-3  (grüne  kurze 

unterbrochene Linie) und JF-E11228-4 (graue gepunktete Linie).
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Abb.14: Aufarbeitungsschema für die biologisch aktiven Substanzen aus dem Pilz IBWF E11228

Nach dem Ende der Fermentation wurden das Myzel von der Kulturbrühe durch Filtration getrennt 

und wie in der Abbildung  14 zusammengefasst, weiter verarbeitet. Die Aktivität des Myzelextrakts 

wurde  gegen Pa,  Fm und El  bis  zu  einer  Konzentration  von  500 μg  Extrakt  im  Agardiffusionstest 

getestet.  Es  wurde keine Aktivität festgestellt.  Daher  wurde nur  mit  dem Kulturfiltrat,  welches im 

Agardiffusionstest  aktiv  war,  weitergearbeitet.  Nach  der  Ethylacetat-Extraktion,  der  Festphasen-

extraktion mittels 2000 mg C18 (Bond-Elut C18, Macherey-Nagel) und der Auftrennung mit Hilfe der 

präparativen HPLC (Kapitel 2.4.4.1) wurden drei Substanzen aus dem Kulturfiltratextrakt isoliert.
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12 Tage Fermentation im 20 L Fermenter mit HMG Medium

19 L Kulturfiltrat 242 g Myzel

Extraktion lyophilisiert
1 Vol. Ethylacetat mit 500 mL MeOH extrahiert
1,49 g Rohextrakt 2,79 g Rohextrakt

Festphasenextraktion 10 mg/mL in MeOH
(2000 mg C18 ec, Macherey & Nagel, Düren)

Fraktionen [% MeCN] 25 50 75 100
Extraktmenge [mg] 263 386 19 18

Fraktion be25 präparative HPLC Fraktion be50 präparative HPLC

1. Lauf (isokratisch 64 Prozent MeCN 1. Lauf (isokratisch 40 Prozent MeCN 
13 ml/min, SunFire C18 Kapitel 2.4.4.1) 13 ml/min, SunFire C18)

P23 (Fraktion 22+23 11, 74,2 mg)

Substanz 1 (Fraktion 24)
2. Lauf (Gradient von 30-100 Prozent MeCN JF-E11228-3 (86,5 mg) 

in 10 Minuten, 14 ml/min, SunFire C18)

Substanz 1 (Fraktion 4+5) Substanz 2 (Fraktion 18)
JF-E11228-2 (39,9 mg) JF-E11228-3 (18,5 mg)
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Es zeigte sich, dass die Substanz JF-E11228-4 keine Aktivität bis zu einer Substanzmenge von 500 μg 

gegen Pa, Fm und El im Agardiffusionstest aufweist. Durch die antimykotische Wirkung der beiden 

Substanzen  JF-E11228-2  und-3  entstehen  bei  Fm  und  El  jeweils  bei  50 μg  Substanz  pro 

Antibiotikatestplättchen im Agardiffusionstests Hemmhöfe. Substanz 2 war zusätzlich bei Pa, jedoch 

erst  bei  einer  Wirkstoffmenge  von  100 μg  im  Agardiffusionstest  aktiv.  Der  Hemmhofdurchmesser 

betrug  in  diesem  Fall  zwischen  1,6  und  1,9 cm.  Es  ist  jedoch  zu  beachten,  dass  die  extrahierten 

Substanzen  eine  weit  weniger  starke  Wirkung  im  Agardiffusionstest  aufweisen,  als  der  im  Test 

eingesetzte  Gesamtorganismus.  Der  Hemmhofdurchmesser  bei  den  vorher  durchgeführten 

Agardiffusionstests lag bei mehr als 2,5 cm. 

3.5.2.2 Fermentation und Wirkstoffisolation aus dem Endophyten IBWF E99121

Ein  weiterer  Endophyt,  der  im  Agarplattentest  durch  seine  ins  Medium  abgegebenen 

Sekundärmetabolite oder Enzyme einen Hemmhof bei Pa erzeugte ist IBWF E99121. Dieser Pilz wurde 

aufgrund des besonders ausgeprägten Hemmhofs (>3 cm) ausgewählt. Es sollte untersucht werden, ob 

dieser Stamm ein sehr potentes Fungizid produziert. 

Abb.15: Fermentationsgrafik von E99121 (IBWF) in 20 L HMG-Medium (blau (Quadrate),  Glukose-

gehalt [g/L]; (lila Dreiecke) Myzeltrockengewicht [g/L]; (orange Rauten) pH-Wert; Reinsubstanzen: JF-

E99121-1 (rote lange unterbrochene Linie) und JF-E99121-2 (grüne kurze unterbrochene Linie)
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Eine  ITS  Sequenzierung und der  anschließende  Sequenzvergleich (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

ergaben eine 99 prozentige Übereinstimmung (568 Basen) mit dem Stamm  Chaetomium globosum 

(CBS 418.80A; GenBank: JN209914.1). Der Pilz wurde zunächst, wie in Kapitel 3.5.2.1 beschrieben, im 

20 L-Maßstab fermentiert. Nach der Extraktion des Kulturfiltrats und des lyophilsierten Myzels konnte 

allerdings keine fungizide Wirkung im Agardiffusionstest gegen Pa beobachtet werde. 

Aus diesem Grund wurde der Pilz 12 Tage bei 22 °C und 120 rpm in Kolben fermentiert (5 x 2 L HMG-

Medium, M10) und die Extrakte der Tagesproben zeigten eine Aktivität gegen Pa, wenn 400 μg im 96-

Loch-Platten-Test  eingesetzt  wurden.  Der  Fermentationsverlauf  ist  in  Abbildung 15 zu  sehen.  Bei 

dieser Fermentation ist gut zu erkennen, dass nach sechs Tagen des pH-Wert stark ansteigt und dass  

im gleichen Zeitraum die Produktion der Sekundärmetabolite beginnt. Der Glukosegehalt des Mediums 

sinkt nur sehr langsam, auch nachdem das Myzeltrockengewicht ab Tag 7 deutlich zunimmt. Zu diesem 

Zeitpunkt korrelieren das Myzelwachstum und der pH-Wert Anstieg.

Nach der Fermentation wurden die drei Substanzen JF-E-99121-1, -2 und -3 nach dem in Abbildung 16 

zusammengefassten  Aufreinigungsschema  isoliert.  Auch  beim  Endophyten  IBWF  E99121  war  der 

Myzelextrakt  nicht  gegen  die  Esca-assoziierten  Pilze  im  Agardiffusionstest  biologisch  aktiv,  daher 

wurde nur das Kulturfiltrat weiter analysiert. Es wurde auf eine Aufreinigung mittels Kieselgelsäule 

verzichtet  und  der  Rohextrakt  direkt  mit  Hilfe  einer  Festphasenextraktion  (Chromabond  C18  ec, 

2000 mg,  Macherey  &  Nagel,  Düren)  mit  einem  MeCN-H2OUF-Gradienten  getrennt.  Von  den  so 

erhaltenen sechs Fraktionen zeigte nur die Fraktion, die mit 50 Prozent MeCN eluiert wurden eine 

biologische  Wirkung  im  96-Loch-Platten-Test  gegen  Pa  Sporen.  In  dieser  Probe  befanden  sich 

mindestens elf Substanzen, die anhand ihres UV/Vis-Spektrums unterschieden werden konnten. Nach 

der Optimierung der Trennung mit Hilfe einer präparativen HPLC-Säule (Kapitel 2.4.4.1) konnten diese 

elf Naturstoffe durch einen isokratischen Lauf mit 50 Prozent MeCN in 28 Minuten getrennt werden.
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Nachdem  die  192 mg  Extrakt  durch  vier  identische  Läufe  fraktioniert  worden  waren  zeigten  die 

Fraktionen 37+38 sowie 44 eine biologische Aktivität gegen Pa im Agardiffusionstest. JF-E-99121-1 

generierte bei  100 μg und JF-E-99121-2 bereits  bei  75 μg einen Hemmhof.  Die beiden Substanzen 

wurden zur Strukturaufklärung an die Arbeitsgruppe um Prof.  Dr.  T.  Opatz (Institut für Organische 

Chemie, Johannes-Gutenberg-Universität Mainz) geschickt. Die Analyse der Substanzen ergab, dass es 

sich bei der Substanz JF-E99121-1 um 3-Chloro-2-Hydroxy-4-Methoxy-6-Propyl-Benzoesäure handelt.

Abb.16: Aufarbeitungsschema für den Pilz IBWF E99121

Die  Substanz  JF-E-99121-2  wurde  als  5-Chlordivaricatinsäure  strukturaufgeklärt.  Die  Substanz  JF-

E99121-3  konnte  mit  Hilfe  der  UV/Vis-Datenbank  und  der  Masse  bereits  zuvor  als  Aureonitol 

charakterisiert werden.  Die restlichen Substanzen zeigten keine biologische Aktivität gegen Pa. Von 
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12 Tage Fermentation in 5 x 2 L Kolben (ohne Schikane) mit HMG Medium

9 L Kulturfiltrat 117 g Myzel

Extraktion lyophilisiert
1 Vol. Ethylacetat mit 500 mL MeOH extrahiert
2,18 g Rohextrakt 4,73 g Rohextrakt

Festphasenextraktion 10 mg/mL in MeOH
(2000 mg C18 ec, Macherey & Nagel, Düren)

Fraktionen [% MeCN] 25 40 50 60 75 100
Extraktmenge [mg] 325 373 192 22 15 24

Fraktion be50 präparative HPLC

1. Lauf (isokratisch 50 Prozent MeCN  
13 ml/min, SunFire C18 Kapitel 2.4.4.1)

Substanz 2 (Fraktion 27+28) Substanz 3 (Fraktion 34+35) Substanz 4 (Fraktion 44)
JF-E99121-1 (5,8 mg) JF-E99121-3 (1,4 mg) JF-E99121-2 (47,9 mg)
3-Chloro-2-Hydroxy-4- Aureonitol 5-Chlordivaricatinsäure
Methoxy-6-Propyl-
Benzoesäure
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der Substanz-1 konnten bisher 5,8 mg von der Substanz-2 sogar 47,9 mg isoliert werden. Die beiden 

Substanzen wurden ebenfalls im  Vitis-shoot-Assay (Kapitel 3.5.3) getestet, konnten in diesem jedoch 

das Wachstum von Pa nicht verhindern. Die Fluoreszenz-markierte Mutante von Pa wurde im Agar 

unter dem  Vitis-Spross detektiert. Auch gegen die anderen drei Esca-assoziierten Pilze zeigte sich in 

diesem Versuch, wie zu erwarten war, keine fungizide Wirkung.

3.5.3 Vitis-shoot-Assay

Das  Vitis-shoot-Assay wurde  entwickelt  um  eine  Möglichkeit  zu  haben,  die  bei  den  Vorversuchen 

entdeckten endophytischen Pilze,  Trichoderma spp. und Bakterien-Stämme direkt auf Schnittwunden 

von  Weinpflanzen  zu  testen.  Mit  diesem  Versuchsaufbau  ist  es  möglich  zu  untersuchen  ob  die 

Antagonisten  in  der  Lage  sind  die  Esca-assoziierten  Pilze  daran  zu  hindern  in  die  Schnittwunde  

einzudringen  (Sofia  et  al.,  2005).  Mehrere  Studien  haben  inzwischen  gezeigt,  dass  die  Esca-

assoziierten Pilze wohl vor allem über Schnittwunden in die Pflanze eindringen (Surico  et al., 2006; 

Landi et al., 2012, Kapitel 1.3). Die Ergebnisse dieses Tests sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Es ist 

zu sehen, dass nicht alle Antagonisten, die in den Agarplattentests eine Aktivität zeigten, diese auch im 

Vitis-shoot-Assay noch  aufwiesen.  Besonders  in  der  Kombination  mit  den  Pm-Sporen  zeigten  sich 

deutliche Defizite. Pm konnte nach der Inkubationszeit aus fast 50 Prozent der Agarproben isoliert 

werden. Ein Beispiel der zu beobachteten Fluoreszenz nach dem das Myzel der aus dem Agarmedium 

unterhalb  des  Weinpflanzensegments  isoliert  wurde,  ist  in  Abbildung 17 zu  sehen.  Ebenfalls  gut 

sichtbar ist ein weiterer Pilz in dieser Aufnahme. 
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Abb.17: CF Protein-markierte  Mutante  von  Pm  nach  Vitis-shoot-Assay,  Mehrdimensionale 

Bildaufnahme  mit  Hilfe  des  Fluoreszenzmikroskops  (Maßstab  100 μm;  CF  Protein-Fluoreszenz, 

Extinktion:458 nm, Emission:489 nm)

Es handelt sich um einen Endophyten, der in fast allen Proben, die mit den Weinpflanzen angesetzt 

wurde, zu finden war. Dieser Pilz wuchs auch aus nicht infizierten Weinstücken. Zusätzlich sind auch 

die Sporen dieses Pilzes zu sehen. Der Nachweis von Pm erfolgte mittels CF Protein-Fluoreszenz und 

von  Pa  bzw.  El  mittels  GF Protein-Fluoreszenz.  Das  Wachstum  von  Fm  wurde  lichtmikroskopisch 

beobachtet und im Falle von Wachstum im Agar bestimmt.

Neben der Analyse des Pilzwachstums im Agar unterhalb des Vitis-Sprosses wurden alle Schnittstellen 

mit dem Binokular untersucht. In Abbildung 18 sind exemplarisch drei Schnittwunden als Fotografien 

gezeigt. Im Bildausschnitt B ist eine Schnittwunde, auf der ein Trichoderma sp. wächst zu sehen. Das 

Hyphengeflecht hat die gesamte Schnittstelle überzogen.
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Abb.18: Aufnahmen von Weinpflanzensegmenten mit  Hilfe  eines  Binokulars;  A:  Aspergillus sp.,  B: 

Trichoderma sp., C: Pm. chlamydospora (Maßstab 5 mm)

Es handelt sich um IBWF 211-05, dieser Stamm war in der Lage die jeweilige Schnittstelle vor allen  

vier  Esca-assoziierten  Pilzen  zu  schützen  und  das  Eindringen  in  die  Pflanze  zu  verhindern.  Im 

Bildausschnitt C ist eine Schnittwunde zu sehen, die mit Pm Sporen und 10 μL H2Odest. benetzt worden 

war. Der Pilz zeigte sein normales Wachstum, da er durch keinen Antagonisten behindert wurde. Bei 

den Negativkontrollen waren alle vier Pilze in die Pflanzen eingedrungen und in den unteren Agar 

eingewachsen.  Die  Positivkontrolle  durch  das  Fungizid  Glufosinat-Ammonium  konnte  die  Pilze 

inhibieren und verhinderte ihr Wachstum vollständig. Die Substanz Glufosinat-Ammonium ist auch als 

Herbizid unter dem Markenname Basta® (Bayer CropScience, Deutschland) bekannt. Es wurden aber 

schon bei verschiedenen Transformationen auch bei Pilzen mit der Glufosinat-Ammonium-Resistenz 

(erzeugt  durch  die  Integration  des  Phosphinothricin-Acetyltransferase  Gens  aus  Streptomyces  

hygroscopicus)  genutzt.  Glufosinat  inhibiert,  ebenso wie  bei  Pflanzen die  Glutamin Synthetase  und 

kann so als Selektionsmarker eingesetzt werden (De Block et al., 1987; Bello et al., 2013).

Die Stämme aus Tabelle  13, welche aller vier Esca Pilze daran hindern konnten in die Schnittwunde 

einzudringen,  können  in  einem  nächsten  Schritt  an  ganzen  Vitis-Pflanzen getestet  werden.  Hierzu 

müssen  Weinpflanzen  im  8-Blatt-Stadium  zurückgeschnitten  und  die  Schnittwunden  mit  den 

jeweiligen Antagonisten-Sporensuspensionen benetzt werden.
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Tab.13: Ergebnisse  des  Auswahlverfahrens  nach  dem  Vitis-shoot-Assay (Bakterien, 

Sekundärmetabolite aus Zellen isoliert; B2-Iso: Isolation aus Bakterienkulturfiltrat; Positivkontrolle: 

100 μg/mL Glufosinat-Ammonium; Negativkontrolle:  10 μL H2Odest.;-:  keine Detektion von Pilzmyzel 

(ausgenommen endophytische Pilze aus V. vinifera); W: Wachstum des Pilzes in die Agarplatte; (n = 3)

Es ist notwendig Präparate der infizierten Pflanzen anzufertigen und das fluoreszierende Myzel mit  

Hilfe  des  Fluoreszenzmikroskops  nachzuweisen  (Kapitel  3.4.2).  Zusätzlich  ist  es  in  so  einem 

Testsystem möglich den Einfluss der Antagonisten auf die Pflanze zu untersuchen. Antagonistische 

Pilze,  die  selbst  weinpathogen  sind,  würden  in  diesem  Versuch  zur  Infektion  der  Pflanze  und 

Krankheitssymptomen  führen,  die  mit  dem  Vitis-shoot-Assay nicht  nachzuweisen  sind.  Außerdem 

können ganze Pflanzen die infiziert wurden, leichter über mehrere Monate beobachtet werden, um 

Rückschüsse  auf  die  Wirksamkeit  der  Antagonisten  und  ihre  Schutzdauer  der  Schnittstellen 

analysieren zu können. Des Weiteren lassen sich Versuche mit Mehrfachinfektionen oder der Einsatz 

von verschiedenen Antagonisten oder Schutzwiederholungen durchführen um mögliche Verfahren für 

einen ganzen Wachstumszyklus der Pflanzen zu etablieren.
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Pm Pa
D01022 - - - - - - W - - - - -
085-99 W W W - - - - W - W - -
111-99 W W W - - - - - - W - -
116-04 - - - - - - W - - - - -
211-05 - - - - - - - - - - - -
186-99 W W W - - - - - - - - -
360-04 W - - - - - - - - - - -
189-04 - W W - - - - - - - - -
104-09 - - - - - - - - - - - -
063-10 - - - - - - - - - - - -
97139 W W W - - - - - - - - -
B2-Zellen W W W W W - W - - - - -

W W W - - - - - - - - -
A28-90 W W W W W - - - - W - -
A04-91 - - - - - - - - - - - -
E99327 - W - - - - - - - - - -
A32-91 - - - - - - - - - - - -
A20-2000 W W W - - - W - - - - -
A21-2006 - - - - - - - - - - - -
259-05 - - - - - - - - - W W -
JF-E99121-1 W W W W W W W W W W W W
JF-E99121-2 W W W W W W W W W W W W

- - - - - - - - - - - -
W W W W - W W W W W W W

Pilze Fm El

B2-Iso

Positivkontr.
Negativkontr.



 Diskussion

4 Diskussion

Die Symptome der Esca Krankheit wurden bereits durch die Römer der Antike beschrieben und seit  

Beginn des 19. Jahrhunderts wird die Krankheit wissenschaftlich erforscht. Die starke Ausbreitung der  

Symptomatik wird allerdings erst seit etwa 30 Jahren beobachtet (Valtaud et al., 2009). Es sind zwei 

Krankheitsverläufe  beschrieben worden:  ein schwerer  apoplektischer  und ein  chronischer  Verlauf. 

Beim sogenannten apoplektischen Verlauf stirbt die Pflanze, meist ohne vorher Symptome gezeigt zu 

haben innerhalb weniger Tage von den Triebspitzen her ab. Während des chronischen Verlaufs können 

die  Pflanzen  mehrere  Jahre  Anzeichen  der  Krankheit  an  den  Blättern  und  Beeren  zeigen,  die  

Schwächung der Rebe führt allerdings nicht zum sofortigen Verlust der Vitalität (Letousey et al., 2010). 

Aus Weinpflanzen,  die typische Esca Symptome zeigen,  werden meist  die vier Pilze  Phaeomoniella  

chlamydospora (Pm),  Phaeoacremonium aleophilum (Pa),  Fomitiporia mediterranea (Fm) und  Eutypa 

lata (El) isoliert. Letzterer kann auch alleine die Rebkrankheit Eutypiose auslösen (Luque et al., 2009). 

Die beschriebenen Symptome sind chlorotische und gelb-braune Nekrosen an den Blättern. Zudem 

finden sich braune Verfärbungen des Holzes im Querschnitt und es bilden sich braune, punktförmige 

Verfärbungen auf den Schalen der Trauben (Mugnai  et al.,  1999).  Neuere Studien lassen vermuten, 

dass viele Faktoren einen Einfluss auf die zunehmende Verbreitung der Esca Krankheit haben. Effekte,  

wie  klimatische  Veränderungen,  durch  heiße  und  trockene  Sommer  mit  kurzen  und  heftigen 

Regenfällen, neue Weinbaumethoden bei der Pflege von Setzlingen und beim Weinbergsmanagement,  

die  Einführung  neuer  Weinrebenkultivare  und  Wurzelstöcke  und  der  unzureichenden  Schutz  von 

Schnittwunden,  haben  zur  raschen  Ausbreitung  der  Krankheit  in  den  letzten  15  Jahren  geführt  

(Hofstetter  et  al.,  2012).  Seit  2001  Natriumarsenit  wegen  seiner  hohen  Toxizität  für  Mensch  und 

Umwelt verboten wurde, sind die Esca Symptome in Weinbergen in ganz Europa vermehrt beobachtet 

worden. Die Anzahl der Berichte steigt in  Deutschland, Portugal, Ungarn, Italien und Frankreich stetig 

(Surico et al., 2008).

Die größte Herausforderung bei der Erforschung des Esca Krankheitskomplexes ist die noch schwer zu 

fassende Ätiologie (Crous und Gams, 2006). Da mehrere Pilze als Esca Krankheitserreger diskutiert 

werden,  die  molekularen Grundlagen der  Pilz  Pflanze  Interaktion noch ungeklärt  sind  und da  die 

typischen Esca Symptome, welche auf den Blättern sichtbar werden noch nicht in unterschiedlichsten 

Versuchsansätzen  rekonstruiert  werden  konnten,  sind  viele  Grundlagen  der  Krankheit  noch  zu 

analysieren (Larignon und Dubos,  1997).  Eine weitere ungeklärte Frage betrifft  die Symptome, die 

nicht regelmäßig in jedem Jahr an den infizierten Reben auftreten und sichtbar werden (Calzarano und 

Di Marco, 2007; Guerin-Dubrana et al., 2013).
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Der  Einfluss  der  beiden  tracheomycotischen  Pilze  Pm und  Pa gilt  inzwischen  jedoch  als 

wissenschaftlich gesichert (Surico  et al., 2008). Außerdem sind einige Enzyme aus dem Kulturfiltrat 

von Fm isoliert worden, die für die Reduktion von Zellulose und Lignin in der Weinrebe und für die  

Weißfäule in der letzten Stufe der Esca Infektion verantwortlich sind (Fischer, 2010b). Bis heute sind 

jedoch  die  Wechselwirkungen  zwischen  den  beteiligten  Pilze  unklar.  Außerdem  gibt  es  große 

Unterschiede in  der  Definition der  Krankheit,  da  die  befallene  Pflanzen ein  breites  Spektrum  von 

Symptomen zeigen (Kuntzmann  et  al.,  2010).  Hinzu kommt,  dass Versuche unter Feldbedingungen 

deutlich komplexer sind, da saisonale Einflüsse, biotische und abiotische Einflüsse, die nicht durch die 

Pathogene induziert werden und das langsame Wachstum berücksichtigt werden müssen (Bertsch et  

al., 2012).

Die meisten wissenschaftlichen Studien über Esca, die sich mit den Symptomen und ihrer Entstehung  

beschäftigen, legen den Fokus auf die Isolation von phenolischen Sekundärmetaboliten, z.B. Isoscleron 

und Scytalon oder anderer aromatischer Verbindungen,  die aus den Extrakten der Erreger isoliert 

werden  können.  Der  Großteil,  der  so  gefunden  Substanzen  ist  zwar  in  Zellkulturen  oder  in 

Blatttropftests  phytotoxisch,  zeigt  aber  bei  Injektion  in  die  Pflanze  keine  Symptome  (Bruno  und 

Sparapano, 2006 a,b).

Während dieser Arbeit wurden aus den oben genannten Gründen drei Schwerpunkte zur Erforschung 

des Esca Krankheitskomplexes gesetzt:

Ersten sollte eine systematische Suche nach neuen, noch unbekannten phytotoxischen Substanzen (mit 

Hilfe  verschiedener  Testsysteme)  unter  anderem  auf  der  Basis  von  Vitis sp.- Kalluskulturen 

durchgeführt  werden.  Diese  Sekundärmetabolite  sollten  im  Anschluss  auf  ihre  Wirkung  in  vivo 

getestet und charakterisiert werden. Die Ergebnisse zu diesem Teil der Arbeit werden im Kapitel 4.1 

diskutiert.

Zweitens sollten die molekularen Grundlagen der Interaktionen zwischen den Pilzen untereinander 

und zwischen den Pathogenen und der Wirtspflanze analysiert werden. Es sollten GFP-exprimierende 

Stämme generiert werden um das Wachstum der Pilze  in vivo in der Pflanze analysieren zu können. 

Des  Weiteren  sollten  die  Pilze  in  ihrer  gegenseitigen  Wechselwirkung  unter  Stressbedingungen 

untersucht werden. Die unterschiedlichen Versuchsansätze die zur Aufklärung wichtiger Fragen in der  

Esca Forschung durchgeführt wurden, werden in den Kapiteln 4.2 bis 4.4 diskutiert.

Im  dritten  Projektteil  dieser  Arbeit  sollten  neue  Antagonisten  der  vier  Esca-assoziierten  Pilze 

identifiziert  und  ihre  Wirkungsweise  bzw.  die  Produktion  fungizider  Substanzen  charakterisiert 

werden. Zusätzlich wurden erste Versuche unternommen um ein Testsystem zu etablieren, mit dem 
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die  antagonistische  Wirkung  der  selektierten  Pilze  und  Substanzen  analysieren  werden  kann. 

Inwieweit diese Systeme in der Zukunft für weitere Forschungen zum Einsatz kommen könnten, wird 

in den letzten Kapiteln der Diskussion (Kapitel 4.4 Folgende) resümiert.

4.1 Kaempferol und Kaempferol-3-Glykosid

Ein Naturstoff, der bei Experimenten zur Identifizierung von Phytotoxinen detektiert werden konnte, 

ist Kaempferol-3-Glykosid (K3G).

K3G ist ein Flavonol-Glukosid, das auch aus der Schale und dem Saft der Trauben isoliert werden kann  

(Castillo-Munnoz et al., 2008). Es werden von der Pflanze jedoch nur etwa zehn Prozent der Menge K3G  

im Vergleich zu Quercetin-3-Glukosid produziert (Mulero et al., 2010). Wie andere Flavonoide besitzt 

Kaempferol eine Diphenylpropan-Struktur (C6-C3-C6). Die Flavonoide, zu denen auch Quercetin zählt, 

gehen  in  pflanzlichen  Geweben  oft  hydrophile  Zuckerverbindungen  ein,  sodass  dann  Flavonoid-

Glykoside entstehen. Kaempferol und das korrespondierende Glykosid konnten auch aus 'Riesling' und 

'Sauvignon blanc' isoliert werden (Castillo-Munoz et al., 2007; Calderon-Montano et al., 2011).

Studien, in denen bisher mit Kampferol gearbeitet wurde, beziehen sich meist auf seine Wirkung bei  

der  Proliferation  von  Makrophagen.  Wenn  die  Flavonole  Quercetin  und  Kaempferol  in  die 

Kulturüberständen gegeben werden, hemmen sie die Makrophasenproliferation signifikant (Comalada 

et  al.,  2006).  In  Pflanzen  übernehmen  Flavonole,  wie  Quercetin  und  Kaempferol,  die  Rolle  der 

Radikalfänger und schützen die Zellen dadurch auch gegen UV-Strahlen. Es wurde in Studien, auch an 

Weinpflanzen gezeigt, dass die Synthese dieser Substanzen durch UV-Strahlen induziert wird (Kolb et  

al.,  2003).  Die  biologische  Aktivität  der  Flavonole  Kaempferol  und  Quercetin  wurden  in  früheren 

Versuchen  bereits  gegen  zwei  Krankheitserreger  von  Reis  getestet.  Kaempferol  zeigten  eine 

signifikante Hemmung der Sporenkeimung von Pyricularia oryzae (Padmavati et al., 1997).  Lambert et  

al. (2012)  testeten Kaempferol  gegen die  vier  Esca-assoziierten Pilze  und konnten die  deutlichste 

Hemmung des Wachstum bei  Pa.  aleophilum feststellen.  Es zeigte sich in den hier  durchgeführten 

Versuchen,  dass  Kaempferol-3-O-Glukosid  keine  hemmende  Wirkung  gegen  die  genannten  Pilze 

besitzt. Damit ist die Möglichkeit der beiden Pilze Pa und vor allem Pm Kaempferol zu glykosylieren 

eine entscheidender Vorteil gegenüber der pflanzlichen Abwehr, die auf den Einsatz von Phytoalexinen 

aufbaut.
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4.1.1 Fermentation von Phaeomoniella chlamydospora und Phaeoacremonium 

aleophilum

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind bereits einige Publikationen zur Produktion von Sekundärmetaboliten 

der beiden Esca-assoziierten Pilze Pm und Pa veröffentlicht worden (Bruno und Sparapano, 2007a). Es 

ist  beobachtet  worden,  dass diese  beiden tracheomycotischen Pathogene,  Scytalon,  Isoscleron und 

Pullulan sowohl in Flüssigkultur als auch im Myzel auf Agarplatten produzieren (Andolfi et al., 2006).

In dieser Arbeit wurden die beiden Pathogene in verschiedenen Medien und Volumina fermentiert, um 

das Spektrum an Sekundärmetaboliten zu untersucht. Außerdem wurden Studien zur Veränderung des 

Metabolitenspektrums unter Stressbedingungen durchgeführt.

4.1.1.1 Fermentation von Phaeomoniella chlamydospora

Die Fermentation von Pm wurde im 20 L Bioreaktor durchgeführt. Die Fermentationsdauer betrug ca. 

90  Stunden,  also  etwa  4  Tage,  danach  war  die  freie  Glukose  im  Medium  verbraucht  und  die 

Fermentation  wurde  beendet.  Die  Fermentation  im  Schüttelkolben  bei  120 rpm  und  22 °C 

Umgebungstemperatur dauerte sogar meist nur drei oder vier Tage, je nachdem ob der Kolben mit 

einer Sporensuspension oder Myzelstücken von einer Agarplatte angeimpft wurde.

Die hier beobachtete Fermentationsdauer ist im Vergleich zu den Literaturdaten sehr kurz.  Bei der 

Fermentation durch Santos et al. (2006) in Czapek-Dox Medium sind Kulturzeiten bis zur vollständigen 

Verstoffwechselung der C-Quellen von 15 Tagen beobachtet worden.  Da die Esca-assoziierten Pilze 

jedoch erstmals in Schüttelkulturen fermentiert wurden und nicht in Standkulturen wuchsen ist ein 

Vergleich zu den Literaturdaten nur schwer zu ziehen.

In  einer  Untersuchung  der  Sekundärmetabolite  von  Pm  durch  die  Arbeitsgruppe  um  Bruno  und 

Sparapano  (2002)  wurden  die  isolierten  Extrakte  des  Kulturfiltrats  an  Weinblättern  getestet.  Bei 

dieser Studie wurden die Blätter in das Filtrat gestellt, bis sie dieses aufgesaugt hatten. Es zeigte sich,  

dass  sowohl  das Kulturfiltrat  als  auch  reines  Scytalon bzw.  Isoscleron nach  6-8  Stunden zu Esca-

ähnlichen Symptomen führten.

In dieser Arbeit wurde ein verändertes Verfahren angewendet.  So konnte gezeigt werden, dass die 

Applikation des Extraktes nach etwa 24 Stunden zur Nekrosenbildung bei Weinblättern führt (Kapitel  

3.1.1.1  und  3.1.1.2,  Abb.  1 und 2).  Wie  in  der  genannten  Studie  wurden  die  Blattscheiben  nach 

weiterer  Wartezeit  nekrotisch.  Die  behandelten Blattschreiben zeigten eine  Art  Welke mit  starken 

Vertrocknungserscheinungen, wie sie auch durch Bruno und Sparapano (2002), nachdem die Blätter 
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die Kulturfiltrate und getesteten Reinsubstanzen absorbiert hatten, beobachtet werden konnten.

4.1.1.2 Fermentation von Phaeoacremonium aleophilum

Die Fermentation von Pa erfolgte wie in Kapitel 3.1.1.2 beschrieben. Ebenso wie bei Pm zeigte sich eine 

Fermentationsdauer, die deutlich kürzer war als jene, die für axenische Kulturen dieses Pilzes in der 

Literatur beschrieben ist. Obwohl die Medien mit denen bisher gearbeitet wurde stark variieren und 

während dieser Arbeit meist in HMG Medium (M10) fermentiert wurde, sind Unterschiede von über 

15 Tagen in der Fermentationsdauer zu beobachten (Reátegui  et al.,  2006).  Allerdings wurden die 

meisten  Substanzanalysen  mit  Extrakten  aus  Myzel,  dass  auf  festen  Medien  und  nicht  in 

Submerskulturen  fermentiert  wurde  durchgeführt.  Die  Arbeitsgruppe  um  Evidente  et  al.  (2000) 

verwendete  Standkulturen  mit  einer  Wachstumsdauer  von  28  Tagen.  Neben  den  Angaben  zum 

Wachstum des Pilzes auf Agarplatten sind bisher keine Information zur Fermentation im Bioreaktor 

publiziert. Es sind also kaum möglich Vergleiche zwischen den bisher veröffentlichten Ergebnissen und 

den hier durchgeführten Fermentationen zu ziehen. Auffällig ist jedoch, dass das Spektrum der aus Pa 

nach einer solchen Fermentation isolierten Substanzen, sehr ähnlich zu jenem von Pm ist (Andolfi  et  

al., 2011).

4.1.1.3 Isolation der biologisch aktiven Sekundärmetaboliten aus Phaeomoniella 

chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

Mit  Hilfe  der  Fermentation  im  Bioreaktor  sollten  größere  Mengen  der  produzierten 

Sekundärmetabolite isoliert werden, um eine weitere Charakterisierung zu ermöglichen. Durch eine 

HPLC-MS  Analyse  konnten  die  Massen  anderer Stoffwechselprodukte  detektiert  werden.  Diese 

Substanzen  konnten  jedoch  nur  in  sehr  geringen  Mengen  nachgewiesen  werden.  Sie  gehören 

verschiedene  Gruppen  von  Naturstoffen  an.  Die  Massen  und  UV/Vis-Spektren  von  1,3,8-

Trihydroxynaphtalen,  cis-4-Hydroxy-Scytalon,  2,4,8-Trihydroxytetralone  und  3,4,8-

Trihydroxytetralone  konnten  nachgewiesen  werden.  Diese  Substanzen  konnten  nach  dem 

Massenabgleich mittels HPLC-MS detektiert werden und wurden auch aus Isolaten von Pm und Pa 

Kulturen,  die  auf  Agarplatten  gewachsen  waren,  isoliert.  Die  hier  dargestellte  Analyse  liefert  fast 

identische Ergebnisse zu Andolfi et al. (2011). Es zeigt sich also, dass keine großen Unterschiede beim 

Metabolitenspektrum  zwischen  den  Fermentationsweisen  zu  beobachten  waren  (Evidente  et  al., 

2000).

Allerdings  wird  nach  einer  Fermentation  von  ca.  vier  Tagen  in  einer  Schüttelkultur  eine  ähnliche 

Substanzmenge  wie  in  vierwöchigen  Standkulturen produziert.  In  Submerskultur  ist  eine  deutlich 
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schnelleren Produktion von Sekundärmetaboliten mit einer höheren Ausbeute pro Zeit zu beobachten. 

Des Weiteren wurden bei  den durchgeführten Blatttropftests  ähnliche phytotoxische Eigenschaften 

und Symptome nachgewiesen, wie jene, die durch bereits beschriebene Experimente mit Saugtests von 

Extrakten der Pilze durch Vitis Blätter, beobachtet werden konnten (Evidente et al., 2000; Bruno und 

Sparapano,  2006b).  In den Blatttropftests zeigten sich die Symptome allerdings erst nach etwa 24 

Stunden und damit später als bei den Saugtests. Dies könnte daran liegen, dass durch die Aufnahme 

der Substanzen ins Xylem und dem anschließenden Transport der Substanzen in die Blätter, entlang 

der Leitungsbahnen eine schnelle Verteilung möglich war. Wenn die Substanzen auf die Blattoberfläche 

aufgebracht werden, müssen sie zuerst durch die lipophile Cuticula diffundieren.

In  weiteren  Experimenten  in  denen  die  beiden  Esca-assoziierten  Pilze  in  Minimalmedium  (M13) 

fermentiert wurden, konnten auffallend große Mengen an Siderophoren detektiert werden.

Siderophore  sind  niedermolekulare,  Eisenchelatoren,  die  von  fast  allen  Mikroorganismen  gebildet 

werden  (Höfte,  1993).  Besonders  Pilze  synthetisieren  eine  Vielzahl  von  Siderophoren,  diese 

funktionieren vor allem als Eisentransportverbindungen und ihre Expression und Biosynthese werden 

durch  die  interne  Eisenkonzentrationen  geregelt.  Der  Transport  der  Siderophore  durch  die 

Zellmembran  ist  ein  energieabhängiger  Prozess  und  stereoselektiv,  da  sich  die  molekülinterne 

Geometrie mit dem jeweiligen Metallion, das transportiert wird, ändert (Hider und Kong, 2010). Neben 

dem Transport von Eisen haben die Komplexbildner weitere Funktionen und Wirkungen. Es konnte 

gezeigt  werden,  dass  einige  Pilze  Siderophore  zur  Steigerung der   Virulenz  bilden.  Sie  wirken als 

intrazelluläre Eisenspeicher und unterdrücken das Wachstum von anderen Mikroorganismen in der 

Wirtspflanze  (Renshaw  et  al.,  2002;  Brakhage,  2005).  Intrazellulär  freies  Eisen  führt  zu  einer 

cytotoxischen  Produktion  von  reaktiven  Sauerstoffspezies,  weshalb  der  Eisentransport  bzw.  die 

Lagerung in allen Zellen strikt reguliert ist (Philpott, 2006). Oide  et al. (2006) konnten zeigen, dass 

extrazelluläre  Siderophore  Virulenzfaktoren  sind.  Eine  Deletion  eines  Siderophorsyntheseenzyms 

(NRPS6) führte  nicht  nur  zu einer  reduzierten Virulenz von  Cochliobolus  heterostrophus gegen die 

Wirtspflanze Oryzae sativa, sondern auch zu einer gesteigerten Empfindlichkeit gegenüber oxidativem 

Stress und einer verringerten asexuelle Sporenbildung in allen ebenfalls untersuchten Spezies.  Das 

Magnaporthe grisea SSM1 Gen, welches für die intrazelluläre Biosynthese von Eisenkomplexbildnern 

erforderlich ist, spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Pathogenität gegen Reis (Hof et al., 2007). 

Auch  hier  zeigte  sich  eine  erhöhte  Empfindlichkeit  der  Mutanten  gegenüber  reaktiver 

Sauerstoffspezies (Haas et al., 2008). Unter dem Aspekt, dass inzwischen einige Pilze bekannt sind, bei 

denen die Produktion von Siderophoren eine wichtige Rolle bei der Pathogenität gegen ihre jeweilige 
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Wirtspflanze spielen, ist es besonders interessant, dass die beiden tracheomycotischen Pilze Pm und 

Pa  bis  zu  5 mg  pro  100 mg  Extrakt  an  Siderophoren  bilden.  Der  Nachweis  der  Eisenchaletoren-

produktion in der Pflanze ist allerdings wissenschaftlich noch zu erbringen (Lee et al., 2005).

In den hier beschriebenen Versuchen wurden gerade dann besonders viele Eisenkomplexbildnern von 

Pm produziert, wenn Medium unter Zugabe von Weinblattextrakt (M22) fermentiert wurde (Kapitel 

3.1.1.3).  Die  Siderophore  wurden  mit  Hilfe  einer  HPLC-MS  Analyse  und  ihren  charakteristischen 

UV/Vis-Spektren detektiert. So konnte belegt werden, dass diese auch in Submerskulturen von Pm und 

Pa produziert werden.

In der Literatur wurde die Siderophorproduktion nur für Standkulturen beschrieben (Di Marco et al., 

2001). Zusätzlich wurde bereits das zelluloseabbauende System dieser beiden Pilze untersucht und es 

zeigte sich, dass weder Pm noch Pa in der Lage sind, kristalline Zellulose abzubauen. Durch die mit  

Hilfe von Eisen gebildeten Hydroxylradikale wurde die Zellulosematrix angegriffen. Eine Steigerung 

der Siderophorproduktion durch Pm und Pa im Weinblattextrakt-Medium, wie sie hier dargestellt ist, 

ist somit nachvollziehbar (Osti und Di Marco, 2010). 

Eine weitere Substanz, die besonders im Kulturfiltrat von Pa detektiert werden konnte, war Xylaron 

(Licht, 2012). Bei diesem Sekundärmetabolit handelt es sich um ein α-Pyron (McGlacken und Fairlamb, 

2005). Vertreter der Stoffklasse der Pyrone wurde schon aus mehreren Mikroorganismen, darunter 

auch Pilzen isoliert. Zu diesen Pilzen gehören Gyrostroma missouriensis und Trichoderma harzianum, 

welche  verschiedene  Pyronderivate  synthetisieren  (Dickinson  et  al.,  1995).  Xylaron  selbst  wurde 

bisher  aber  nur  aus  Xylaria  hypoxylon isoliert  und  als  schwach  cytotoxisch  gegenüber  humanen 

Krebszelllinien beschrieben (Schüffler et al., 2007). Eine phytotoxische Wirkung im Weinblatttropftest 

gegen  Vitis sp.  Blätter  wurde  demnach  zum  ersten  Mal  im  Zuge  dieser  Arbeit  beschrieben.  Eine 

phytotoxische  Wirkung  anderer  α-Pyrone  gegen  Brassica sp.  (Kohl)  wurde  aber  bereits  publiziert 

(Soledade et al., 1994).

4.1.2 Isolierung von Kaempferol-3-Glykosid

Es  ist  schon  seit  vielen  Jahrzehnten  bekannt,  dass  Kaempferol  und  Kaempferol-3-Glykosid,  sowie 

andere  Flavonole,  zum  Beispiel  Quercetin,  von  Pflanzen  als  Sekundärmetabolite  gebildet  werden 

(Seigler  und  Price,  1976).  Untersuchungen  an  wilden  und  transgenen  Petunia Stämmen  konnten 

zeigen, wie sich der Verlust oder die Steigerung der Flavonolproduktion auf das Verhalten der Pflanzen 

durch Bestrahlung mit natürlichem und UV-B angereichertem Licht auswirkt.  Dabei wurde gezeigt, 

dass eine Reduktion der sich im Blatt befindenden Flavonole zu einer Erhöhung der Empfindlichkeit 

gegenüber  UV-B  Strahlung  führt  (Ryan  et  al.,  1998).  Die  Enzyme,  die  an  der  Biosynthese  von 
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Kaempferol  beteiligt  sind,  sind  relativ  häufig  im  Pflanzenreich  anzutreffen  (Miean  und  Mohamed, 

2001).  Zusätzlich  werden  Zucker,  wie  Glukose,  Rhamnose,  Galaktose  und  Rutinose  häufig  an 

Kaempferol gebunden und es bilden sich Glykoside. Einige dieser Glykoside von Kaempferol, wie zum 

Beispiel  K3G,  sind  sehr  häufig  in  der  Natur  zu  finden.  Daher  sind  auch  die  Enzyme,  die  zu  ihrer 

Biosynthese benötigt werden weit verbreitet (z.B. die Flavonol-3-O-Glucosyltransferase, EC 2.4.1.91). 

Andere Glykoside (z.B. Kaempferol-3-p-Coumaroyltriglykosid) sind deutlich seltener und die für ihre 

Biosynthese nötigen Enzyme sind damit auch weniger häufig bei Pflanzen anzutreffen (Hrazdina et al., 

1982).

Kaempferol-3-Glykosid wurde  durch  Sánchez‐Rabaneda  (et  al.,  2003)  ebenfalls  mit  einem 

Massenspektrographen in Theobroma cacao nachgewiesen. Die phytotoxische Wirkung, die in Studien 

im Rahmen dieser Arbeit beobachtet wurde, anhand derer das Glykosid isoliert wurde, konnte nach 

dem Auftropfen der Proben im Vitis Blatttropftest beobachtet werden (Kapitel 3.1.2.2).

Die Gruppe um Esposito  et al.  (2008) konnte ebenfalls beobachten,  dass Kaempferol-Derivate eine 

moderate inhibitorische Wirkung auf  Prosopis velutina und  Dactylis hispanica,  insbesondere auf das 

Streckungswachstum  der  Wurzel  hatten.  Im  Gegensatz  dazu  wurden  die  Wurzeln  von  Pleuridium 

subulatum nicht beeinträchtigt, oder sogar positiv im Wachstum stimuliert. Dies gibt erste Hinweise 

darauf, dass Flavonole auch phytotoxische Eigenschaften besitzen können.

Um zu validieren,  ob die Glykosylierung und damit Detoxifizierung auch ohne Weinblattextrakt  im 

Minimalmedium (M13) möglich ist, wurde Pm in Minimalmedium unter dem Zusatz von Kaempferol 

fermentiert.

4.1.3 Fermentationsversuche mit Phaeomoniella chlamydospora in Minimal-Medium 

mit Kaempferol

Zu Beginn der Versuche wurde Pm in HMG Medium (M10) Kolben 72 Stunden angezogen und das 

Myzel  dann in MM (M13)  Kolben überführt.  Vortests  zeigten,  dass eine zu hohe Konzentration an 

Kaempferol (mehr als 25 mg/L) toxisch für den Pilz war; die Biomasse erhöhte sich nicht. Es mussten 

aber,  um die Isolierung des Kaempferols und des Kaempferol-3-Glukosids detektierbare Mengen zu 

erhalten, mindestens 10 mg/L Kaempferol ins Medium zugesetzt werden.

Eine Studie konnte zeigen, dass Quercetin und Quercetin-3-O-Glukosid einen negativen Einfluss auf 

das Wachstum von  Phytophthora sojae Myzel haben. Im selben Test zeigte sich aber keine fungizide 

Wirkung beim Einsatz von Kaempferol (Rivera-Vargas et al., 1993). Eine weitere Publikation kommt zu 

dem Schluss, dass die fungizide Wirkung der Fabaceae Pithecellobium dulce, die in Mexiko heimisch ist, 
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gegen die Pflanzenpathogene Botrytris cinerea,  Penicillium digitatum und Rhizopus stolonifer, auf dem 

hohen Kaempferolgehalt der Pflanze beruht (Bautista-Baños  et al.,  2003). Eine starke antifungische 

Aktivität von Kaempferol im Pflanzenextrakt, der aus der arabischen Gummi-Akazie (Vachellia nilotica) 

isoliert worden ist, zeigte sich beim Einsatz gegen Pilze, die vor allem Lagerungsschäden, d. h. Schäden  

während der Lagerung von Gemüse und Früchten nach der Ernte, hervorrufen (Tripathi  et al., 2002 

und 2004). Die in der Literatur beschrieben Ergebnisse sind für die untersuchten Organismen und ihre 

Empfindlichkeit gegenüber Kaempferol sehr divers. Eine fungizide Wirkung von Kaempferol bei mehr 

als 25 mg/L gegen Pm wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen.

Ob  Pm  durch  die  Glykosylierung  einen  Weg  gefunden  hat,  das  in  der  Weinpflanze  vorkommende 

Kaempferol zu neutralisieren, bleibt allerdings weiter Bestandteil der Forschung. Die Glykosylierung 

hat  allerdings  den Vorteil  für  den  Pilz,  das  K3G in  Mengen  von bis  zu  50 mg/L keinen negativen 

Einfluss auf das Wachstum des Pilzes hat.  Es konnte anhand der HPLC-MS Analysen nachgewiesen 

werden, dass Pm in einem synthetischen Medium ohne den Zusatz von Pflanzenextrakt einen Teil der  

zugegebenen Menge an Kaempferol in Kaempferol-3-Glukosids umwandeln kann. Es konnte ebenso 

gezeigt werden, dass keine Umwandlung der Substanz im Medium ohne Zugabe des Pilzes stattfand 

und,  dass  erst  nach  ca.  15  stündiger  Inkubation  eine  messbare  Menge  Kaempferol-3-Glukosids 

vorhanden ist. 

In diesem Zusammenhang wurden bereits Ergebnisse publiziert, die zeigen, dass andere Pilze in der  

Lage  sind,  diese  Reaktion  durchzuführen.  Slana  et  al.  (2011)  beobachtete,  das  Rhizopus  nigricans 

Flavonoide in ihre glykosylierten Produkte umwandeln kann. Zusätzlich konnte bei diesem Pilz eine 

Steigerung der Transkiptmenge einer Glukosyltransferasen beobachtet werden.

Um  nähere  Erkenntnis  über  die  Glykosilierung  von  Kaempferol  durch  Pm  zu  erhalten,  wurden 

Enzymisolationsversuche durchgeführt.

4.1.4 Enzymisolationsversuche mittels Proteinchromatographie (in vitro 

Glykosylierung)

Um einen in vitro Nachweis der Glykosilierung durch Pm eigene Enzyme von Kaempferol zu erbringen, 

wurden  Myzelzellen  des  Pilzes  mittels  eines  Ultraschallstabs  aufgeschlossen  und  die  isolierte 

Proteinfraktion mit Hilfe einer Flüssigkeitschromatographie aufgetrennt (Kapitel 3.1.4). Die erhaltenen 

Fraktionen  wurden  mit  Kaempferol  und  UDP-Glukose  versetzt  und  inkubiert.  Leider  konnte  nach 

verschiedenen Ansätzen, zum Beispiel mit vorinkubiertem Myzel, dass Kaempferol ausgesetzt wurde 

und  weiteren  veränderten  Inkubationsbedingungen  kein  Kaempferol-3-Glukosid  nachgewiesen 
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werden. Es lies sich auch kein Nachweis für eine Glykosyltransferase im Kulturfiltrat erbringen. Auch 

die  gefällte  und  in  Puffer  resuspendierte  Proteinfraktion  des  Zellüberstands  wies  keine 

Glykosyltransferaseaktivtät auf. Der Nachweis einer Glykosylierung in vitro lies sich bis zum jetzigen 

Zeitpunkt  nicht  erbringen,  eine  Glykosilierung in  vivo konnte  jedoch  mittels  HPLC-MS  Messung 

bestätigt werden (Kapitel 3.1.3).

Aus der Literatur sind zwar bereits einige UDP-Glykosyltransferasen aus Pilzen bekannt, diese spielen 

aber meist eine Rolle bei der Zellwandbiosynthese (Chang  et al., 2003). Somit steht die Bestätigung 

einer Flavonoid-Glykosyltransferase aus Pm noch aus. 

4.1.5 Weinpflanzeninjektionstest

Um  zu  untersuchen,  ob  in  Weinpflanzen  injiziertes  Kaempferol-3-Glukosid  zu  Esca-ähnlichen 

Symptomen führt, wurde die Substanz mit Hilfe von sterilen Spritzen in die Stämme und Blattstiele  

von Vitis vinifera cv. ´Riesling` gespritzt.

Diese  Versuche  wurden  auf  Grundlage  von  bereits  publizierten  Ergebnissen  zur  Konvektion  in 

Stämmen von Bäumen von 1970 durchgeführt. In diesen Studien wurde allerdings die Transpiration 

von Bäumen untersucht.  Die  dort  gesammelten  Ergebnisse  zeigen aber,  dass  Substanzen in  einen 

Stamm injiziert nach einiger Zeit,  abhängig von der Pflanze,  in den Blättern nachgewiesen werden 

können (Kline  et al.,  1970; Robbins,  1981).  Außerdem ist  es allgemeiner Konsens,  dass die beiden 

Esca-assoziierten  Pilze  Pm  und Pa  besonders  häufig  in  den  Leitungsbahnen  der  Weinpflanzen  zu  

finden sind, weshalb sie auch als tracheomykotische Pilze bezeichnet werden (Valtaud  et al.,  2009; 

Amalfitano et al., 2011; Landi et al., 2012). Daher ist es naheliegend, dass die von diesen beiden Pilzen 

produzierten Substanzen durch passiven Transport in die Blätter gelangen (Andolfi et al., 2009).

Die  ersten  Experimente  mit  nur  einer  Injektion  je  Pflanze  zeigten,  dass  die  Pflanzen  durch  die  

Injektionen von K3G beeinflusst  wurden.  Es  entstanden vorübergehende Welkeerscheinungen.  Die 

Symptome blieben aber nur weniger als eine Stunde sichtbar. Die Kontrollpflanzen blieben ohne solche 

Effekte. Bei der Wiederholung der Versuche und mehrfacher Injektion zeigten sich bei den Pflanzen, 

die mit K3G behandelt wurden ebenfalls Welkesymptome und nach 1-5 Tagen erste Verfärbungen und 

Nekrosen der Blätter.

Es wurden bereits  durch die Arbeitsgruppe um Bais  et al.  (2003) Versuche zur Phytotoxizität von 

einigen Falvonol-Verbindungen und ihren Zwischenprodukte durchgeführt.  Dafür wurden Catechin, 

Naringenin,  Kaempferol,  Quercetin,  Epicatechin  und  Dihydroquercetin  auf  ihre  Wirkung  auf  die 

phänotypische Reaktion in den Bereichen von Spross-und Wurzeldifferenzierung sowie der Keimkraft 
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verschiedener Pflanzen untersucht.  Es konnte beobachtet werden, dass ab einer Konzentration von 

250 μg/mL alle getesteten Flavonoide eine deutlich hemmende Wirkung zeigten. Generell waren die 

phytotoxische Wirkung und die Hemmung der Keimung bei rund 25 μg/mL bereits sehr deutlich zu 

sehen. Nur bei Catechin zeigte sich die Inhibition der Samenaktivität erst bei 50 μg/mL. Zusätzlich 

zeigten  alle  Pflanzen,  mit  Ausnahme  der  Flockenblume  (Centaurea  maculosa)  nach  14  Tagen 

Inkubationszeit, nach der Zugabe von KAE eine erhöhte Sterblichkeit (Bais et al., 2003).

Weitere  Experimente  mit  K3G  oder  anderen  Flavonoid-Glukosiden  an  Weinpflanzen,  oder  an 

Kalluskulturen könnten möglicherweise klären, welche Prozesse nach der Applikation der Substanzen 

in der Pflanze ablaufen. In wie weit die beobachteten Symptome mit K3G im Zusammenhang stehen 

und  welche  Prozesse  in  der  Zelle  ablaufen,  könnte  mit  Kallus-Kulturen  möglicherweise  deutlich 

einfacher untersucht werden.

4.2 Polyketidsynthase-Deletionsmutanten von Phaeomoniella 
chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum

Untersuchungen bei weiteren pflanzenpathogenen Pilzen haben gezeigt, das Polyketidsynthasen eine 

wichtige  Rolle  für  die  Pathogenität  spielen  können.  Die  Produktion  von  Melanin  bei  Magnapothe  

oryzae und die Produktion des T-Toxins,  ebenfalls  ein Polyketid durch  Cochliobolus  heterostrophus 

werden unter anderem durch Polyketidsynthasen katalysiert (Yang et al., 1996;  Böhnert  et al., 2004; 

Collemare  et  al.,  2008).  Die  Synthese  der  Substanzen  Scytalon  und  Isoscleron,  die  ebenfalls  

Intermediate  des  Melanin-Biosyntheseweges  sind,  beruht  daher  auf  der  Funktionalität  von 

Polyketidsynthasen. Die beiden Substanzen werden als essentiell bei der Genese der Esca typischen 

Symptome diskutiert (Abou-Mansour et al., 2004; Bruno und Sparapano, 2006a, b). Im Rahmen dieser 

Arbeit sollte untersucht werden, wie sich die Produktion dieser Substanzen und die Pathogenität der 

beiden Esca-assoziierten Pilze Pm und Pa nach einer Insertion in Polyketidsynthase-Gensequenzen 

verändern.

4.2.1 Herstellung von Deletionsmutanten

Um die Deletionsmutanten der beiden Esca-assoziierten Pilze Pm und Pa zu erstellen wurde auf die 

Transformationsmethode  mittels  Agrobacterium  tumefaciens und  den  Einbau  der  genetisch 

veränderten DNA durch  homologe Rekombination nach Bundock  et  al.  (1995) und de Groot  et  al. 

(1998) zurückgegriffen.

Nachdem die Transformation der beiden Pathogene durch die genannte Methode mit den Konstrukten 

für die Expression Fluoreszenzfarbstoffe gelungen war, sollte im nächsten Schritt untersucht werden, 
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ob auch eine gerichtete Transformation der Pilze möglich ist (Fischer, 2010a). In der hier vorgelegten 

Arbeit  ist  es  zum  ersten  Mal  gelungen  eine  gerichtete  Insertion  in  das  Genom  von  Pm  und  Pa  

vorzunehmen. Es konnten jeweils zwei Sequenzen von putativen Polyketidsynthasen durch den Einbau 

des Markergens unterbrochen werden. Um den Leserahmen des Gens mit einer hohen Sicherheit zu 

unterbrechen wurden jeweils mindestens 300 bp der PKS durch die Hygromycin-Phosphotransferase-

Sequenz ersetzt.

In den bisher veröffentlichen Publikationen wurde der Pilz Pm mittels Protoplastentransformation mit 

rekombinanter DNA transformiert, allerdings wurde auch in diesen Versuchen lediglich die Sequenz 

des GF Proteins ungerichtet in das Genom integriert (Bradshaw et al., 2005; McLean et al., 2009).

4.2.1.1 Genetische Manipulation von Phaeomoniella chlamydospora

Polyketide sind eine wichtige Stoffklasse des Sekundärmetabolismus bei Pilzen (Keller et al., 2005). Da 

diese Klasse der Naturstoffe bei einigen Pilze Virulenzfaktoren enthält,  wurden bereits Studien mit 

Enzymen  der  beteiligen  Stoffwechselwege  als  Targets  für  Fungizide  durchgeführt  (Schümann  und 

Hertweck,  2006;  Turgeon  und  Baker,  2007).  Auch  für  den  Esca-assoziierten  Pilz  Pm  wurden 

inzwischen erste putativ pathogenitätsrelevante Polyketide beschrieben; so ist zum Beispiel für die 

Synthese von Scytalon eine Polyketidsynthase erforderlich (Bruno und Sparapano, 2006b). Aus diesen 

Gründen  wurden  zum  Beginn  dieser  Arbeit  Polyketidsynthasen  ausgewählt  um  die  ersten 

Insertionsversuche  durchzuführen.  Zusätzlich  eigneten  sich  diese  Enzyme  besonders  gut,  da  das 

Genom  von  Pm  nicht  sequenziert  war  und  Polyketidynthasen  hochkonservierte  Bereiche  in  ihrer 

Gensequenz aufweisen, die sich gut mit degenerierten Primer amplifizieren lassen (Nicholson  et al., 

2001).  Die  genannten  Primer  wurden  mit  Hilfe  von  bereits  beschrieben  Sequenzen  mittels  eines 

Literaturvergleichs  erstellt  (Bingle  et  al.,  1999;  Schmitt  et  al.,  2008).  Mit  dem  generierten  Vektor 

konnte  die  Transformation  von  Pm  Sporen  erstmals  mittels  Agrobacterium-vermittelter 

Transformation erfolgreich durchgeführt werden (Schwarz, 2011). Erste Ergebnisse deuten darauf hin,  

dass  zwei  der  generierten  Mutanten  einen  veränderten  Melaninstoffwechsel  nach  der  Insertion 

aufweisen.  Es  zeigte  sich  nämlich,  dass  diese  Mutanten  ein  weiß-grünes  Luftmyzel  bilden.  Diese 

Veränderung  der  Pigmentierung  lässt  den  Verlust  einer  für  die  Melaninbiosynthese  essentiellen 

Polyketidsynthase  vermuten.  Der  Verlust  der  Melaninbiosynthese nach der  Deletion einer  PKS bei 

Ceratocystis  resinifera  konnte  durch  Tanguay  et  al.  (2006)  beobachtet  werden.  Scytalon  ist  eine 

Vorstufe von DHN-Melanin. Es wurden also im folgenden Verlauf der Untersuchungen Fermentationen 

mit  diesen  wenig  oder  nicht  pigmentierten  Mutanten  durchgeführt  (Yurlova  et  al.,  2008).  Eine 

Insertionsmutante, die nicht mehr in der Lage ist Scytalon zu produzieren könnte zur Überprüfung der 
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These, dass es sich bei diesem Sekundärmetabolit neben Isoscleron und Pullulan um jene Substanzen 

handelt, die für die Blattsymptome bei der Infektion durch die beiden tracheomycotischen Pilzen Pm 

und Pa verantwortlich sind, verwendet werden (Abou-Mansour et al., 2004).

4.2.1.2 Genetische Manipulation von Phaeoacremonium aleophilum

Mit  dem  Deletionsvektor  pCAMB_wPKS_ko  konnte  bei  dem  Esca-assoziierten  Pilz  Pa  eine 

Transformation  durchgeführt  werden  (Bürckert,  2012;  Grundmann,  2012).  Auch  bei  dieser 

Transformation  konnte  die  Insertion  des  Hygromycin-Phosphotransferase  Gens  ins  Genom  an  der 

Stelle  des nativen PKS2-Gens,  mit Hilfe einer  Southern Blot Analyse,  bestätigt werden. Auch bei Pa 

konnten Mutanten mit einer veränderten Pigmentierung isoliert werden. Die Charakterisierung erfolge 

wie  bereits  bei  Pm  beschrieben  und  im  Kapitel  4.2.2  diskutiert.  Die  Agrobacterium-vermittelter 

Transformation rekombinanter DNA oder durch die Protoplastierung des Myzels dieses Pilzes ist bis  

zum  jetzigen  Zeitpunkt  nicht  veröffentlicht  worden.  Ebenso  gibt  es  keine  Publikationen  zur 

erfolgreichen gezielten Insertionsmutagenese dieses Pilzes. Die seit kurzen publizierte Genomsequenz 

von Pa wird die weitere molekularbiologische Analyse etwaiger Angriffspunkte für Fungizide und die 

Erforschung der Pathogenese des Pilzes aber erheblich beschleunigen. Bereits die Sequenzierungen 

anderer  pflanzenpathogener  Pilze,  wie  Magnaporthe  oryzae,  Botrytis  cinerea und  Sclerotinia  

sclerotiorum führten zu einer verbesserten Erforschung ihrer Pathogenitäts-und Virulenzfaktoren und 

konnte somit zur Fungizidsuche beitragen (Dean  et al.,  2005;  Amselem  et al.,  2011; Goodwin  et al., 

2011).

4.2.2 Fermentationscharakterisierung und Stresstests der Insertionsmutanten

Die durch die Inaktivierung des Gens entstandenen Insertionsmutanten zeigten eine stark reduzierte 

Pigmentierung des Luftmyzels.

Diese  Beobachtung  konnte  auch  schon  bei  Colletotrichum  lagenarium Mutanten  gemacht  werden, 

deren  PKS1  Gen  deletiert  worden  war.  In  Mutanten  konnten  neben  der  stark  reduzierten 

Pigmentierung auch der Verlust der Pathogenität beobachtet werden (Takano  et al.,  1995). Der Pilz 

Grosmannia clavigera,  ein Pathogen der  nordamerikanischen Bergkiefer,  wuchs als  Albino-Mutante 

und  produzierte  kein  Scytalon,  nachdem  eine  PKS  Gen  mittels  einer  Resistenzgenkassette 

unterbrochen worden war (Wang et al., 2010).

Um zu untersuchen, ob auch die Produktion der beiden Substanzen Scytalon und Isoscleron bei den 

drei ausgewählten Mutanten von Pm bzw. von Pa durch den Verlust der Polyketidsynthasefunktion 
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reduziert wird, wurden die Kulturfiltratextrakte der Pilze mittels HPLC analysiert. Analog zu Wang et  

al. (2010), der eine Unterbrechung einer Polyketidsynthase in Grosmannia clavigera vornahm, konnte 

bei den Mutanten 2 und 6 (Pm) und den Mutanten 6 und 8 (Pa) eine geringere Substanzmenge dieser  

beiden Metabolite (Scytalon und Isoscleron) beobachtet werden. Die Insertionsmutanten produzierten 

teilweise 60 Prozent weniger Scytalon und Isoscleron im Vergleich zum untersuchten Wildtyp-Stamm. 

Weshalb die Produktion der beiden Substanzen nicht gänzlich verloren ging ist allerdings noch zu  

untersuchen.

Wang  untersuchte  in  seiner  Dissertation  2002  einen  Erreger  der  Blaufäule  der  Monterey-Kiefer,  

Ophiostoma floccosum.  Er konnte feststellen, dass die Inaktivierung einer Scytalon Dehydratase zum 

Verlust  der  Melanin-Biosynthese  dieses  Pilzes  führte.  Die  Umwandlung  von  1,3,6,8-

Tetrahydroxynaphthalin  (1,3,6,8-THN)  zu  Scytalon  wurde  in  diesem  Fall  unterbrochen.  Allerdings 

zeigte sich,  dass die THN1 Reduktase aus der  Vorstufe  1,3,6,8-THN Vermelon produzierte  und die  

Pigmentierung teilweise wieder hergestellt werden konnte (Wang, 2002). Vermelon ist wie Scytalon 

eine Intermediat der Melaninbiosynthese (Bell et al., 1976).

Wie  anhand  von  Weinpflanzen-Blatttropftests  gezeigt  werden  konnte,  ist  die  Produktion  an 

phytotoxischen Sekundärmetaboliten bei  allen Mutanten sowohl bei  Pm als  auch bei  Pa reduziert.  

Nach der Auftrennung mittels HPLC ergaben sich außerdem leicht  veränderte Aktivitätsmuster im 

Weinpflanzen-Blatttropftest (Licht, 2012).

Nielsen et al. (2011) konnte zeigen, dass durch die Inaktivierung aller 32 putativen Polyketidsynthase-

Gene  in  Aspergillus  nidulans die  Biosynthese  von  Sekundärmetaboliten  stark  verändert  wird. 

Allerdings konnte ebenfalls beobachtet werden, dass nur eine der 32 Mutanten nicht in der Lage war 

zu sporulieren, keine der Deletionen war letal. Auch in Gibberella zeae konnte eine Veränderung der 

Menge der Mycotoxine Zearalenon, Aurofusarin und Fusarin C nach der Inaktivierung einzelner PKS 

beobachtet  werden.  Zusätzlich  wurde  nach  der  Inaktivierung  des  Gens  PGL1 die  Produktion  des 

charakteristischen  Pigments  in  den  Perithecien  unterbrochen  (Gaffoor  et  al.,  2005).  Auch  bei 

Colletotrichum  lagenarium konnte  eine  veränderte  Pathogenität  durch  den  Verlust  der  Melanin-

Biosynthese durch die Deletion der PKS 1 beobachtet werden, allerdings wurde nicht analysiert in wie  

weit sich das Spektrum der anderen Metabolite und möglicher Vorstufen verändert (Takano  et al., 

1995).

In einer weiteren hier diskutierten Untersuchung wurden die ausgewählten Insertionsmutanten auf 

Stressmedien und unter wechselnden Temperaturen inkubiert.  Natriumchlorid wurde eingesetzt um 

Trockenstress zu simulieren und mit Hilfe von Sorbitol ist es möglich den osmotischen Schock wie in 
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der infizierten Pflanze nachzuahmen. Mit Hilfe von Wasserstoffperoxid lässt sich ein eine Ausschüttung 

von ROS 'reactive  oxygen species'  als  oxidativer  Stress,  den die  Pflanze  zur  Verteidigung einsetzt,  

darstellen (Daudi  et al.,  2012). Da sich bei einigen halophilen Pilzen je nach Salzkonzentration des 

Mediums der Melanisierungsgrad der Zellwand ändert und die Zellwandintegrität bei der Salztoleranz 

eine große Rolle spielt,  sollten Mutanten mit einer stark reduzierten Pigmentierung stärker auf die 

Anreicherung von NaCl im Medium, reagieren als dies für die Wildtyp-Stämme der Fall ist (Gunde-

Cimerman et al., 2009). Auch durch den Einsatz von Wasserstoffperoxid im Medium kann untersucht 

werden,  in  wie  weit  die  Zellwandstabilität  bei  den  Insertionsmutanten  beeinträchtigt  ist.  Bei 

Aspergillus fumigatus konnte ebenfalls eine stark erhöhte Empfindlichkeit gegen Wasserstoffperoxid 

der Mutanten mit gestörter Pigmentierung der Zellwand, beobachtet werden (Jahn et al., 1997).

Die starken Unterschiede bei der Reaktion der einzelnen Mutanten auf die Stresstests sind besonders 

ausgeprägt bei den Transformanten von Pm. Während Mutante 15 eine um fast 100 Prozent erhöhte 

Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zum Wildtyp-Stamm hat, konnte bei der Mutante 2 bei 18 °C 

kein Wachstum beobachtet werden. Bei Pa zeigte sich die Mutante 8 deutlich sensitiver als Mutante 2 

bei den gegebenen Stressbedingungen. Die starken Abweichungen der Ergebnisse spiegeln sich zum 

Teil im korrelierenden Pigmentierungsgrad der einzelnen Mutanten wieder. Gerade die Mutanten mit 

einer  starken  Reduktion  der  Sekundärstoffproduktion,  in  Bezug  auf  die  beiden  analysierten 

Substanzen, reagierten besonders empfindlich auf externen Stress und wuchsen deutlich verlangsamt.

Pihet et al. (2009) konnten bereits bestätigten, dass Melanin für die Zellwandstruktur von Aspergillus  

fumigatus wichtig ist. Bei Glarea lozoyensis, dem Produzenten von Pneumocandinen, von denen einige 

semisynthetische Derivate als Fungizide in der Humanmedizin eingesetzt werden, führte die Deletion 

der  PKS1,  die  für  eine  Tetrahydroxynaphthalin  Synthase  codiert,  ebenfalls  zum  Verlust  der 

Melanisierung (Zhang et al., 2003).

Da  die  Insertionsmutanten  von  Pm  bzw.  Pa  noch  in  der  Lage  sind   Scytalon  und  Isoscleron  zu  

produzieren und nur bei einer Mutante der vollständige Verlust der Melanin-Biosynthese beobachtet 

werden konnte, sollten in folgenden Studien, im Anschluss an diese Arbeit weitere Gene des Melanin-

Biosynthese-Weges  inaktiviert  werden.  Besonders  interessant  wäre  die  Inaktivierung  der  1,3,6,8-

Tertrahydroxynaphthalin  Reduktase,  deren  Gensequenz  für  Pa  (Togninia  minima)  bereits  online 

einsehbar  ist  (http://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Phaal1&id=1202,  Blanco-Ulate 

et al., 2013a).
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4.2.3 Weinpflanzeninfektionsstudie

Um zu untersuchen in wie weit die Polyketidsynthase-Insertionsmutanten bezüglich Pathogenität und 

Virulenz  gestört  sind,  wurde  eine  Weinpflanzeninfektionsstudie  im  Gewächshaus  des  DLR, 

Arbeitsbereich  „Mykologie  im  Weinbau“  von  Dr.  Andreas  Kortekamp  durchgeführt.  Als  Kontrollen 

wurden  sowohl  Wildtyp-Stämme  der  beiden  Pilze  Pm  und  Pa,  sowie  zwei  fluoreszenzmarkierte 

Mutanten eingesetzt. Von den Insertionsmutanten wurden jeweils drei verschiedene Mutanten je Pilz 

(Pm bzw. Pa) untersucht. Es handelte sich um die gleichen Mutanten, die fermentiert und in Stresstests 

untersucht worden waren (Kapitel 3.2.2 und 3.3.2). Aus den nicht infizierten Kontrollpflanzen konnten 

weder Pm noch Pa nach der Inkubationszeit isoliert werden. Es wurden lediglich drei endophytische 

Pilze und zwei Hefen auf den Isolationsplatten identifiziert. Aus fast allen anderen Pflanzen wurden 

neben den Insertionsmutanten und den Wildtypstämmen, die ebenfalls durch eine künstliche Infektion 

eingebracht worden waren, endophytische Pilze isoliert und charakterisiert. Es zeigte sich, dass aus 

vier  der  Weinpflanzen  zwei  identische  und  aus  fünf  Pflanzen  ein  identischer  Pilz  isoliert  werden 

konnten. Bei zwei der isolierten Stämme handelt es sich um Aureobasidium sp. und Trichoderma sp., 

die regelmäßig aus Weinpflanzen isoliert werden können (González und Tello, 2011). 

Im Fall von Pm konnte nur der Wildtyp reisoliert werden, wohingegen die Fluoreszenzmutante nicht 

wieder anhand ihrer Morphologie, der Fluoreszenz und der PCR Kontrolle detektiert werden konnte. 

Bei  Pa  wurde  die  Fluorszenzmutante  isoliert,  nicht  aber  der  Wildtyp.  Da  diese  Kontrollen  jedoch 

miteinander verglichen werden können, da die Fluoreszenzmutanten und die Wildtyp-Stämme keine 

Unterschiede  im  Wachstum  und  im  Stressverhalten  zeigten,  wurde  je  auf  nur  eine  Kontrolle 

zurückgegriffen.

McLean et al. (2009) konnten ebenfalls zeigen, dass keine Unterschiede in der Pathogenität zwischen 

denen, von seiner Arbeitsgruppe erstellten Fluoreszenzmutanten und dem Wildtyp-Stamm von Pm zu 

beobachten  sind.  Auch  die  Arbeitsgruppe  um  Landi  et  al. (2012)  konnte  zeigen,  dass  mittels 

Protoplastentransformation erstellte Mutanten die verwendeten Pflanzenteile kolonisierten und in das 

Pflanzengewebe bis zu 30 cm einwachsen.

Es gibt inzwischen einige Studien, die zeigen, dass Polyketidsynthasen eine entscheidende Rolle bei 

der  Pathogenese  von  pflanzeninfizierenden  Pilzen  spielen.  Ein  Indiz  ist  die  Anzahl  an 

Polyketidsynthasegenen, die in pathogenen Pilzen viel häufiger im Genom zu finden sind, als bei nahe 

verwandten, apathogenen Arten (Yoder und Turgeon, 2001; Idnurm und Howlett, 2001; Yu und Keller, 

2005).

Bei Versuchen von Maier et al. (2005) konnte eine Fusarium sp. Mutante isoliert werden, deren Myzel 
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deutlich schwächer pigmentiert war, als jenes des Wildtyp-Stamms. Die Ausprägung dieses Phänotyps 

war jedoch nicht bei allen Mutanten gleich stark. Diese Ergebnisse stützen somit die hier dargestellten 

Resultate.

Eine Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit des Myzels der hier generierten Pm und Pa Mutanten 

auf den Agarplatten konnte ebenfalls beobachtet werden. Nach der Deletion der PKS war das radiale  

Wachstum  der  Mutanten  bis  zu  68  Prozent  geringer.  Diesen  Effekt  zeigten  aber  nicht  alle  Esca-

Mutanten im gleichen Maße. Gaffoor  et al.  (2005) konnten bei  Fusarium  sp. zeigen, dass durch die 

Deletion einer PKS die Wachstumsgeschwindigkeit deutlich abnahm.

In den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen zeigte sich aber, im Gegensatz zu anderen Pilzen, die 

Polyketidsynthasen als  Pathogenitätsfaktor  aufweisen,  zum Beispiel  Magnaporthe  oryzae  (Chumley 

und Valent, 1990) und  Bipolaris oryzae (Moriwaki  et al.,  2004), dass die hier unterbrochenen Gene 

keinen Einfluss auf die Pathogenität von Pm und Pa haben. Lediglich die Mutante von Pm ΔPKS2 2(LL) 

konnte nicht reisoliert werden und ist somit nicht in die Pflanze eingedrungen.

Da im Genom von pathogenen Pilzen häufig mehr als 10 putative Polyketidsynthasegene detektiert  

werden  können  (Dean  et  al.,  2005),  ist  mit  diesem  Versuch  aber  noch  nicht  bewiesen,  dass 

Polyketidsynthasen keine Rolle bei der Pathogenität der beiden tracheomycotischen Pilze Pm und Pa 

spielen. Zusätzliche weitere Insertionsmutanten könnten hier aufschlussreich sein.

Eine  Analyse  des  inzwischen  sequenzierten  Pilzes  Pa  zeigt  14  putative  Gensequenzen,  die 

Polyketidsynthase-Domänen  aufweisen  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/term=Togninia 

+minima  +polyketide+synthase).  Diese 14 Genomabschnitte  könnten in weiteren Analysen ebenfalls 

inaktiviert  werden,  um  ihren  Einfluss  auf  den  Phänotyp,  die  Pathogenese  und  das 

Sekundärmetaboliten  Spektrum  zu  untersuchen.  Erste  Versuche  weitere  Insertionsvektoren  zu 

erstellen, werden bereits am IBWF durchgeführt (Adams, 2014).

4.3 Studien zur Erforschung der Interaktion der Esca-assoziierten Pilze

In den letzten Jahren der Esca Forschung wurden einige Untersuchungen zur Interaktion zwischen den 

einzelnen Pilzen und der Pflanze vorgenommen, um die bis heute schlecht untersuchten Grundlagen 

der Wirt-Pathogen-Interaktion der assoziierten Pilze und die Entstehung der Symptome aufzuklären 

(Larignon und Dubos,  1997;  Mugnai  et  al.,  1999;  Bruno und Sparapano,  2006a  und b).  Es  wurde 

versucht  die  Krankheitssymptome  in  vitro zu  generieren  (Cortesi  et  al.,  2000)  und  die  rasante 

Ausbreitung  der  Krankheit  in  Folge  des  Klimawandels  und  als  Produkt  eines  verfehlten 

Weinbergmanagements zu beleuchtet (Hofstetter, 2012). Die Untersuchungen haben bisher leider nur 
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wenig  zum  besseren  Verständnis  der  Interaktion  der  Pilze  und  der  Wirtspflanze,  während  des 

Krankheitsverlaufs beigetragen. Es ist bekannt, das Fm Weißfäule in Vitis sp. auslöst und dass dieser 

Pilz die dafür nötigen Enzyme produziert und sekretiert (Fischer, 2010b). Die Infektion durch diesen 

Pilz findet wohl vor allem über Schnittwunden statt. Eutypa führt durch seine Infektion zur Eutypiose 

und sekretiert die Substanz Eutypin (4-hydroxy-3-(3-methyl-3-butene-1-ynyl)benzaldehyde; Tabacchi 

et  al.,  2000),  die  durch ihre  protonophore Wirkung die  Struktur  und Funktion der  Mitochondrien 

negativ beeinflusst und phytoxisch ist (Camps et al., 2010). Dieser Pilz ist in seiner Ätiologie am besten 

charakterisiert  und  es  sind  bereits  einige  biologische  Bekämpfungsmethoden  beschrieben  (siehe 

Kapitel  4.5.3).  Aber  besonders  über  die  Grundlagen  der  Pilz-Pflanze-Interaktion  der  beiden 

tracheomycotischen Pilze Pm und Pa ist bis heute nur sehr wenig bekannt. Es wird lediglich von einer  

Infektion  über  Schnittwunden  ausgegangen  (di  Marco  und  Osti,  2007).  Aus  diesem  Grund 

beschäftigten sich einige Studien damit, die Schnittwunden mit Hilfe von biologischen und chemischen 

Fungiziden besser gegen die Esca-Erreger zu schützen (Halleen et al., 2010; Rolshausen et al., 2010). 

Die  Ergebnisse  diese  Versuche  sind  bisher  jedoch  noch  nicht  zufriedenstellend  und  bedürfen  der 

Verbesserung der Wirksamkeit der eingesetzten Produkte (Bester et al., 2007).

Der hier durchgeführte Versuch sollte neue Erkenntnisse bringen, in wie weit sich die Interaktion und 

das Wachstum der einzelnen Esca-assoziierten Pilze auf Agarplatten verändert,  wenn verschiedene 

Stressbedingungen simuliert werden; so zum Beispiel Hitzestress, osmotischer Stress oder Salzstress. 

Denn es konnte auch gezeigt werden, dass die individuellen Pilze unterschiedlich auf sich verändernde 

Temperaturen und Trockenstress reagieren. So sind Pm und Pa weitgehend gut angepasst an erhöhte 

Temperaturen und wachsen selbst bei 30 °C fast optimal.  Die Ergebnisse von Whiting  et al.  (2001) 

konnten somit durch diese Arbeit bestätigt werden.

Es  bleibt  aber  die  Frage,  was  zum Ausbruch der  Esca Krankheit  führt?  Dies vor  allem unter  dem 

Aspekt, dass die Symptome nicht jedes Jahr an der gleichen Pflanze zu finden sind, und dass zwischen 

chlorotischem oder apoplektischem Verlauf unterschieden werden kann (Surico, 2009).

Es zeigte sich, dass sich die einzelnen Pilze einander sehr wohl beeinflussen. Obwohl Fm auf den HMG-

Agarplatten stets das schnellste radiale Wachstum besitzt,  wird er durch Pm und Pa im Wachstum 

gehemmt  und  bildet  braune  Pigmente  im  Myzel.  Bei  den  beschriebenen  Versuchen  zeigten  sich 

zusätzlich  die  ähnlichen  Ergebnisse  wie  von  Bruno  und  Sparapano  publiziert  (2007).  Es  konnte 

beobachtet werden, dass Pm und Pa sich gegenseitig am Wachstum hindern.

Jedoch zeigte sich im Unterschied zu der oben genannten Studie, dass sowohl Pa, als auch Pm in der  

Lange  waren,  Fm  im Wachstum  zu  hindern,  sobald  sobald  die  Pilze  aufeinander  zuwuchsen.  Dies 
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könnte damit zusammen hängen, dass andere Stämme der jeweiligen Pilze untersucht wurden oder  

veränderte Bedingungen verwendet wurden. Es konnte ebenfalls die durch erhöhte Enzymaktivität 

entstandene bräunlich verfärbte Fläche im Agar detektiert werden, die Bruno und Sparapano (2007) 

beschrieben  haben.  In  den  hier  beschriebenen  Ergebnissen  konnte  beobachtet  werden,  dass  Fm 

deutlich empfindlicher auf höhere Temperatur reagiert als die beiden tracheomycotischen Pilze. Die  

Hemmung zwischen El und den beiden Pilzen Pm und Pa war nicht so eindeutig wie in den Versuchen 

mit  Fm.  El  ist  jedoch  bei  32 °C  kaum  oder  überhaupt  nicht  auf  den  verwendeten  Agarplatten 

gewachsen.

Diese Sensitivität bei Temperaturen über 30 °C deckt sich mit den Beobachtungen, die Amborabé et al. 

(2005)  gemacht  haben.  Auch  in  ihrem  Isolationsversuch  konnte  eine  verringerte  Wachstums-

geschwindigkeit  des  Pilzes  bei  hohen  Temperaturen  beobachtet  werden.  Die  Behinderung  des 

gegenseitigen Wachstums von El und den beiden Pilzen Pa und Pm könnte indes ein Grund dafür sein, 

dass die drei Pilze bei der Isolation aus dem Weinstock nicht im selben Gewebe gefunden werden  

können.  Bei  den  Versuchen  durch  Serra  et  al.  (2000)  wurde  Pm  nämlich  vor  allem  im  schwarz 

verfärbten  Innenmark  des  Stammes  isoliert  während  El  im  oberen  Teil  des  befallenen  Stumpfes 

vorzufinden war.

Es ist  also festzuhalten,  dass die  Pilze sehr unterschiedlich aufeinander  reagieren und bei  einigen 

Kombinationen der Esca-assoziierten Pilze eine Hemmung des jeweils anderen in vitro auf Festmedien 

zu beobachten ist. Die hier dargestellten Ergebnisse machen deutlich, dass sich die Zusammensetzung 

des pathogenen Endophytenspektrums durch veränderte  klimatische Bedingungen ändert  und das 

nicht alle Esca-assoziierten Pilze gleich mit veränderten Umweltbedingungen umgehen können. Dieser 

Aspekt ist von großer Bedeutung wenn man verstehen will, welche genetischen und physiologischen 

Ereignisse  und  Grundlagen  zum  Ausbruch  der  Esca  Krankheit  und  den  beobachteten 

Krankheitssymptomen führen. In wie weit ähnliche Effekte auch in der Pflanze, bei der Verteilung der 

Pilze in den unterschiedlichen Geweben von Bedeutung sind, lässt sich nur anhand von in vivo Studien 

mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Mutanten bestimmen. Es konnte die von Bruno und Sparapano 

(2007)  beobachtete  Anregung der  Enzymaktivität  bei  Cokultivierung der  drei  erstgenannten Pilze 

bestätigt werden. Erste Schritte, um die Pilze und ihr Wachstum auch in der Pflanze beobachten zu 

können sind im folgenden Kapitel (4.4) vorgenommen worden. Nachdem in die Genome der drei Esca-

assoziierten  Pilze  Pm,  Pa  und  El  bereits  mit  Hilfe  verschiedener  Transformationsmethoden 

rekombinante DNA, die für Fluoreszenzproteine kodiert eingebracht werden konnten (Fischer, 2010a), 

sollte noch der letzte, während dieser Arbeit verwendete Pilz Fm. mediterranea genetisch manipuliert 

und somit GFP-markiert werden.
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4.4 Fluoreszenzmarkierte Esca-assoziierte Pilze und in vivo-Versuche

Wie bereits beschrieben wurden Versuche unternommen alle vier hier untersuchten Esca-assoziierten 

Pilze  durch  rekombinante  DNA  zu  markieren.  Die  beiden  Pilze  Pm  und  Pa  konnten  mit  Hilfe  der 

Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Transformation mit den Sequenzen für DsRed und CFP (Cyan 

Fluoreszenz Protein) bereits im Vorfeld dieser Arbeit genetisch verändert werden.

Die  Transformationen  erfolgten,  mit  leichten  Abwandlungen  nach  den  Protokollen,  die  für 

Magnaporthe oryzae etabliert sind (Rho et al., 2001). In das Genom von Eutypa lata konnte mit Hilfe 

der Protoplastentransformation genetisch manipuliert werden (Fischer, 2010a).

Als letztes wurde versucht in das Genom des Weißfäuleerregers  Fm. mediterranea die Gensequenz, 

welche für ein Fluoreszenzprotein codiert, einzubauen.

4.4.1 Einbringung eines Fluoreszenzprotein-codierenden Gens in das Genom von 

Fomitiporia mediterranea

Im  Jahr  2012  wurde  die  Genomsequenz  des  Pilzes  Fm  publiziert 

(http://genome.jgi.doe.gov/Fomme1/Fomme1.home.html). Da es bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht 

gelungen war die Gensequenz eines Fluoreszenzproteins in das Genom einzubringen und im Myzel des 

Basidiomyceten ein solches Protein heterolog zu exprimieren, wurde mit Hilfe der nun verfügbaren 

Genomsequenz ein neuer Expressionsvektor mit Fm spezifischen Promotoren generiert. Bisher ist es 

jedoch trotz der erfolgreichen Erstellung dieses Vektors auf Basis des binären pCamb0380-Vektors 

nicht  gelungen  den  Pilz  genetisch  zu  manipulieren.  Zusätzlich  wurde  noch  kein  Protokoll  zur  

Transformation  dieses  Pilzes  publiziert.  Es  wurden  anhand  des  Genoms  bisher  lediglich 

Sequenzvergleiche  mit  anderen  Agaricomycetes durch  Morgenstern  et  al. (2008  und  2010) 

durchgeführt,  bei denen Sequenzen für pilzliche Peroxidasen (Klasse II) ausfindig gemacht werden 

konnten.

4.4.2 Charakterisierung der Fluoreszenzmutanten von Phaeomoniella chlamydospora, 

Phaeoacremonium aleophilum und Eutypa lata mittels 

Weinpflanzenwachstumsversuchen und Fluoreszenzmikroskopie

Im Jahr 2012 wurde eine Kolonisationsstudie von GFP-markierten Pm Stämmen veröffentlicht (Landi 

et al., 2012). Die verwendeten Pm Mutanten wurden durch eine Protoplastentransformationsmethode 

unter Verwendung von Polyethylenglycol generiert. Der verwendete Vektor enthielt ebenso wie die 
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Vektoren,  welche  in  dieser  Arbeit  verwendet  wurden,  eine  Hygromycin-Resistenzkassette  und  die  

Sequenz des GF Proteins, die jedoch unter der Regulation des ToxA Gen Promotors aus Pyrenophora 

tritici-repentis stand.

Es  konnte  im  Rahmen  der  hier  durchgeführten  Vorversuche  gezeigt  werden,  dass  es  die 

Transformation  der  beiden  Pilze  Pm  und  Pa  auch  mit  Hilfe  der  Agrobacterium-vermittelten 

Transformation ermöglicht, rekombinante DNA in das pilzliche Genom zu intrigieren. Zudem ist die 

Transformationseffizienz  durch  Agrobacterium  tumefaciens um  bis  zu  50 mal  höher,  als  bei  der 

Protoplastentransformation (Cardoza et al., 2006).

In ihrer Studie infizierten Landi (et al., 2012) Stecklinge unter anderem vom Vitis vinifera cv. `Cabernet 

Sauvignon` und von V. rupestris. Diese wurden durch das Eintauchen in eine Konidiensuspension des 

ausgewählten Pilzes Pch-sGFP71 beimpft und bei ca. 4 °C und ca. 25 °C inkubiert. Nach sechs Monaten 

Inkubation  der  Weinpflanzen  wurden  diese  in  5 cm  lange  Segmente  unterteilt  und  die  Präparate 

mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass nach sechs Monaten bei 

4 °C kein Pilzwachstum zu beobachten war. Bei 25 °C  war Pm in der Lage das Holz des Kultivars zu 

kolonisieren.

Die  Expression des GF Proteins konnte  in der  genannten Studie,  ebenso,  wie  im hier  diskutierten 

Versuch  im  Xylem-Bereich,  in  erster  Linie  um  die  Gefäße  lokalisiert  werden.  Im  hier  gezeigten 

Experiment  wurden  die  beiden  Pilze  Pm  und  Pa  nach  dreimonatiger  Inkubation  7  bzw.  10 cm 

unterhalb  der  Infektionsstelle  detektiert.  Die  Ergebnisse  laut  Literatur  lagen  bei  bis  zu  30 cm. 

Allerdings wurden die Pflanzenstücke sechs Monate inkubiert, bei einer um 3 °C höheren Temperatur. 

Landi  et  al. (2012)  konnten  zeigen,  dass  die  Eindringtiefe  der  Pilze  vom  beimpften 

Weinpflanzenkultivar abhängt. Im Fall von V. vinifera cv. 'Cabernet Sauvignon' konnte die Fluoreszenz 

der Pm Mutante lediglich in einer Tiefe von 10-15 cm nachgewiesen werden, während der Pilz beim 

Kultivar 'Montepulciano' 30 cm unterhalb der der Inokulationsstelle beobachtet werden konnte.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis aus diesem Versuch ist der Nachweis, dass die genetisch veränderten 

Organismen  die  gleiche  Infektionsrate  wie  die  verwendeten  Wildtyp  Stämme  aufweisen.  Alle 

Fluoreszenzmutanten von Pm und Pa konnten aus den vorher infizierten V. vinifera Pflanzen nach drei 

Monaten reisoliert werden. Dies ließ sich durch die hier dargestellte Studie nicht für El bestätigen. El 

konnte lediglich in zwei der drei Testpflanzen nachgewiesen werden.

McLean et al. (2009) konnte zeigen, dass die Integration des rekombinanten Fluoreszenzgens keinen 

Einfluss auf die Infektionsrate im Vergleich zum Wildtypstamm von Pm hat. Diese Aussagen müssen 

für die beiden Pilze Pa und El erst noch bestätigt werden.
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Im hier durchgeführten Versuch konnte jedoch gerade bei Pa gezeigt werden, dass die Infektion der 

Schnittstellen durch die Fluoreszenzmutante in allen Fällen gelang. Das Wachstum wurde zusätzlich 

anhand der Fluoreszenz im Kernholz des Stammes detektiert. El wurde vermehrt direkt unterhalb der 

Rinde der Pflanze beobachtet. Ein gezieltes Wachstum entlang der Leitungsbahnen der Pflanze wurde 

für  diesen  Pilz  nicht  beobachtet.  Studien  zeigten  aber,  das  El  besonders  direkt  unter  der 

Infektionsstelle  im  Stamm  der  Pflanze  gefunden  wird  und  dort  die  größten  Veränderungen  des 

Pflanzengewebes hervorruft. Allerdings wurde El Myzel auch immer wieder in der Nähe des Xylems 

und Phloems gefunden (Moller und Kasimatis, 1978; Chapuis et al., 1998; Rudelle et al., 2005, Bertsch 

et al., 2013). 

Es lässt sich nicht ausschließen, dass die für diese Arbeit verwendeten Pflanzen zu jung waren, oder  

die  Infektion  nicht  weit  genug  fortgeschritten  war,  um  eine  fundiertere  Aussage  zu  treffen.  Die 

Wachstumsversuche mit den verwendeten Fluoreszenzmutanten müssten für weitere Untersuchungen 

in älteren Pflanzen mit einem ausgeprägten Stamm wiederholt werden um das Myzel gezielt im Xylem, 

dem Kambium, dem Mark oder der Rinde zu lokalisieren.

4.5 Screening zur Identifikation von antagonistischen Organismen für den 
biologischen Weinbau

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse des Antagonisten-Screenings diskutiert. Es konnten 

während dieser  Arbeit  mehrere potentielle  Pilz-und Bakterien-Stämme isoliert  und charakterisiert 

werden, die als potentielle Antagonisten für den biologischen Weinbau getestet werden können. Es 

wurde vor allem nach Stämmen der Gattung Trichoderma und nach endophytischen Pilzen gesucht, die 

besonders  für  den  Pflanzenschutz  geeignet  sind.  Es  wurde  zusätzliche  eine  genauere  Analyse  der 

antagonistischen Wirkmechanismen bei zwei Endophyten vorgenommen.

4.5.1 Trichoderma Stämme für den biologischen Pflanzenschutz im Weinbau

Pilze der  Gattung  Trichoderma können aus Bodenproben,  Totholz  und vielen anderen Formen von 

pflanzlichem Material isoliert werden. Die große Mehrheit der Arten wurde bis zum heutigen Tag den 

imperfekten Pilzen zugerechnet,  da  in  fast  allen  Fällen keine  sexuellen Formen  bekannt  sind.  Die 

Gattung der Trichodermen zeichnet sich durch ein schnelles Wachstum auf den meisten Kulturmedien 

und durch die Produktion einer großen Anzahl von Sporen (Konidien) in kurzer Zeit aus. Die Kolonien 

haben dann meist eine grünliche Färbung auf der Oberseite, die auf der Pigmentierung der Konidien 

basiert  (Weindling,  1932).  Die  Unterseite  der  Agarplatten  färbt  sich  in  der  Folge  des  Wachstums 

medienabhängig weißlich, über gelb bis hin zu orange (Gams und Bissett, 1998). Die meisten Arten 
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produzieren zusätzlich große Mengen an dickwandigen Sporen, sogenannte Chlamydosporen durch 

die Umwandlung von Hyphenzellen (Bissett,  1991).  Bereits  seit  den frühen 1930er Jahren werden 

Trichoderma-Stämme  als  biologische  Pflanzenschutzmittel  erforscht.  In  dieser  Zeit  wurden  erste 

Sammlungen über Pilzerkrankungen im Land- und Forstbau erstellt, die mit Hilfe von  Trichoderma-

Spezies bekämpft werden können (Falck, 1931). Die weitere Erforschung der Gattung führte so schon 

früh zur Entwicklung von kommerziellen Trichoderma-Produkten, die besonders in Sonderkulturen bis 

zum heutigen Tag weltweit eingesetzt werden (Thom, 1941; Schuster und Schmoll, 2010; Mukherjee et  

al.,  2013).  Die  Untersuchungen,  die  bisher  mit  Pilzen  der  Gattung  in  vielen  Anwendungsgebieten 

gemacht wurden, zeigen, dass die Schutzmechanismen sehr vielfältig sind. Um Pflanzenschutzmittel 

effektiv einsetzen zu können, ist es wichtig, dass die Grundlagen der biologischen  Aktivität verstanden 

werden  (Sharon  et  al.,  2011).  Die  Trichoderma Spezies  bieten  aber  aufgrund  ihres  breiten 

Wirkspektrums und der möglicherweise sehr spezifischen und diversen Wirkmechanismen eine gute 

Alternative für den biologischen Pflanzenschutz. Eine der wichtigsten Eigenschaften von Mitgliedern 

der Gattung ist ihre Fähigkeit andere Pilze zu parasitieren (Druzhinina et al., 2011). Diese Eigenschaft 

wurde ebenfalls Anfang des vergangenen Jahrhunderts bei der Erforschung von Zitruskeimlingen, die 

mit  Rhizoctonia  solani infiziert  waren  und  mit  Hilfe  von  mycoparasitierenden  Trichoderma sp. 

behandelt  werden  konnten,  beobachtet  (Weindling,  1932).  Es  zeigte  sich,  dass  die  Hyphen  des 

Antagonisten die Zellen des Pathogens penetrieren und anschließend das Zytoplasma auflösen. Dieses  

Phänomen wurde unabhängig von der Zufuhr von Nährstoffen durch die Wirtspflanze beobachtet.

Diese  Mykoparasitismus  ließ  sich  auch  während  dieser  Studie,  besonders  im  Einsatz  gegen  Fm 

beobachten. Da sowohl  Trichoderma Stämme als auch Fm rasch wachsen, lies sich die Lyse des Fm 

Myzels gut verfolgen. Pertot et al. (2009) konnten protektive Eigenschaften von Trichoderma atroviride 

SC1 gegen weinpathogene Pilze im Einsatz bei Weinpflanzen nachweisen.

Einen  weiteren  Wirkmechanismus  gegen  pathogene  Pilze  zeigen  einige  Trichoderma  Arten,  die 

Gliotoxin sekretieren (Brian,  1944).  Ob dieses Toxin,  alleine dafür verantwortlich gemacht werden 

kann, dass diese Arten die Rhizosphäre dominieren können und wie weit das Toxin ein aktives Prinzip 

dieser biologischen Pflanzenschutzmittel ist,  bleibt noch umstritten (Reino  et al.,  2008).  Es konnte 

nachgewiesen werden das Gliotoxin antifungisch gegen die Esca-assoziierten Pilze wirkt (Degenkolb et  

al., 2006 und 2008). Während der hier diskutierten Versuche mit den IBWF eigenen Stämmen wurde 

aber nur in drei Fällen,  und dabei auch nur zweimal bei Pa und einmal in Verbindung mit El eine 

Hemmhofentwicklung gegenüber den getesteten Trichoderma Stämmen beobachtet. Das eine Wirkung 

von Gliotoxin im 96-Loch-Plattentest, der als Kontrolle der Ergebnisse durchgeführt wurde, gerade bei  

Pm zu beobachten war, könnte damit erklärt werden, dass die untersuchten Trichoderma Stämme im 
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durchgeführten Test zu wenig oder kein Gliotoxin produzierten, was sie wiederum interessant macht. 

Denn Stämme die antifungisch gegen Pm wirken, aber kein Toxin produzieren sind im Feldversuch 

deutlich ungefählicher für Menschen.

Neuere Untersuchungen zur Entschlüsselung der möglichen Mechanismen der biologischen Kontrolle 

lassen weitere biologische Aktivitäten vermuten. Unter Anderem ist die Produktion von Chitinasen 

und Glucanasen für  eine  Reduktion  potentieller  Pflanzenpathogene  von Bedeutung.  Diese  Enzyme 

bauen  die  Polysaccharide,  das  Chitin  und  die  Glukane  der  pilzlichen  Zellwand  ab,  wodurch  die  

Zellwandintegrität  gestört  wird  (Gajera  und  Vakharia,  2010).  In  wie  weit  die  Produktion  von 

Glucanasen durch Trichoderma spp. zu einer Reduktion der Esca Symptome führen könnte stellt eine 

weitere  interessante  Frage  dar,  die  im  Zusammenhang mit  der  Koinkubation der  Pilze  untersucht 

werden könnte.

Abgesehen von der antimykotischen Wirkung von  Trichoderma spp. gegen eine Vielzahl pathogener 

Pilze  scheint  die  Stärkung  der  pflanzeneigenen  Abwehr  ein  weiterer  Effekt  zu  sein.  Es  wurden 

inzwischen  erste  Ergebnisse  veröffentlicht,  die  unter  anderem  auf  eine  Aktivierung  der 

Pflanzenabwehr durch die Sekretion von kurzen Peptiden durch Trichoderma spp. hinweisen (Viterbo 

et  al.,  2007).  So  könnten  Elicitoren,  die  von  antagonistischen  Stämmen  abgegeben  werden  die 

Regulation von abwehrinduzierenden Genen beeinflussen (Hanson und Howell, 2004). Es konnte auch 

gezeigt werden, dass die Hyphen in die obere Epidermisschicht von Gurken eindringen, was zu einer 

Erhöhung  der  Peroxidase-Aktivität,  einer  Produktion  von  fungitoxischen  Verbindungen,  einer 

Erhöhung der Chitinase-Aktivität und der Abscheidung von Callose auf der inneren Oberfläche der  

Zellwände führt.  Eine erhöhte Enzymaktivitäten zusäzlich wurde in den Wurzeln und den Blättern 

beobachtet (Yedidia et al., 1999; Howell, 2003).

Die Effekte durch die Erhöhung der Pflanzenabwehr können in den hier verwendeten Systemen nicht 

untersucht werden, und das in Kapitel 4.5.3 beschriebene Vitis-shoot-Assay kann durch das Fehlen des 

intakten pflanzlichen Organismus dazu keinerlei Aufschluss geben. Die verwendeten Pflanzenstücke 

sind zu klein und die Zellmasse ohne Wurzeln und Blätter kann keine ausreichende Abwehrantwort 

auf die Infektion geben, dazu ist die Dauer des Experiments mit nur sieben Tagen zusätzlich zu kurz.

In den vergangenen Jahren wurden sehr vielversprechende Ergebnisse zum Schutz von Weinpflanzen 

gegen eine Infektion von Esca-assoziierten Pilzen veröffentlicht. Diese Ergebnisse zielten bisher aber 

nur auf den Schutz von Schnittwunden als präventive Maßnahme ab. Die Erforschung und Entwicklung 

von  Trichoderma Stämmen als  kurative  und systemische biologische Kontrollorganismen erscheint 

aber durch diese ersten Erfolge sinnvoll  und könnte besonders im ökologischen Weinbau zu einer 
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Reduktion insbesondere der Neuinfektionen führen (di Marco et al., 2002, Lecomte, 2009).

4.5.2 Endophytische Pilze für den biologischen Pflanzenschutz im Weinbau

Endophytische  Pilze  führen  oft  zu  einer  Steigerung  der  Wachstumsleistung  der  Wirtspflanze,  sie 

induzieren  eine  Veränderung  des  Stoffwechsels  in  der  Pflanze,  ermöglichen  eine  erhöhte 

Stresstoleranz  und  eine  erhöhte  Resistenz  gegenüber  Insekten  und  Nematoden.  Ein  besonders 

komplexes und interessantes Forschungsfeld ist die Interaktion von mehreren Endophyten in einer 

Pflanze,  denn  statistisch  werden  mehr  als  fünf  mutualistisch  wachsende  Pilze  aus  einer  Pflanze 

isoliert. Dabei gilt es zu beachten, dass nicht alle Endophyten aus einer Pflanze isoliert werden können,  

denn einige Organismen können nicht auf artifiziellen Medien kultiviert werden, da sie obligat auf  

ihren Wirt angewiesen sind (Clay, 1991; Schulz et al., 2002). 

4.5.2.1 Fermentation und Wirkstoffisolation aus dem Endophyten IBWF E11228

Der Endophyt IBWF E11228 konnte anhand einer ITS Sequenzierung als Spezies der Gattung Xylaria 

identifiziert werden. Mit Hilfe eines Agardiffusionstests wurde beobachtet, dass der Pilz Pa, Fm und El 

im Wachstum hemmt. Aufgrund dessen wurde eine Fermentation durchgeführt um etwaige sekundäre 

Metabolite, die für die antimykotische Wirkung verantwortlich sind, zu isolieren.

Die Gattung Xylaria wird bereits seit vielen Jahren erforscht und so konnte ein Vergleich der isolierten 

Substanzen  mit  den  bereits  in  der  Literatur  veröffentlichten  Wirkstoffen  vorgenommen  werden 

(Pettigrew  und  Wilson,  2006).  Endophytische  Xylariaceae wurden  bereits  aus  Nadelbäume, 

Monokotyledonen,  Dikotyledonen und Farnen isoliert  und sind somit  für  alle  großen Gruppen der 

Landpflanzen dokumentiert (Brunner und Petrini, 1992). Auf HMG Festmedium (M10) wachsen die 

meisten Arten der  Xylariaceae mit einem weißen,  flachen und leicht  glänzenden Myzel  und bilden 

dabei ausgeprägte Hyphenstränge. Ältere Kulturen sind meist schwarz oder braun und bilden dunkle,  

gestielte Stromata aus (Peršoh  et  al.,  2009).  Nur eine geringe Anzahl  von Arten erzeugt  arteigene 

morphologische  Merkmale,  wodurch  die  Mehrzahl  der  Anamorphe  nicht  zu  unterscheiden  sind.  

Xylariaceae  bilden  eine  ganze  Reihe  verschiedener  Sekundärmetabolite.  Zu  den  wichtigsten 

Substanzen  zählen Butyrolacton,  Isocumarin,  Bernsteinsäure-Derivate  sowie  Xylaron  (Amaral  und 

Rodrigues-Filho,  2010; Schüffler  et al.,  2007).  Es konnte bisher auch nicht ausgeschlossen werden, 

dass  die  Phytopathogenität  einiger  Isolate  im  Zusammenhang  mit  der  Produktion  von 

Sekundärmetaboliten, z.B. Cytochalasin steht (Brunner und Petrini, 1992; Oliveira et al., 2011). Neben 

den genannten Substanzen produzieren einige Arten auch Sordaricin, welches als fungizid beschrieben 

117



 Diskussion

wurde (Schneider et al., 2005; Pongcharoen et al., 2008). Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass 

Xylaria  poitei Pfeffersamen und junge Pflanzen vor  dem Oomyceten  Phytophthora capsici schützen 

kann. So steigt die Überlebensrate der Jungpflanzen um bis zu 58,3%, während eine alleinige Infektion 

des Oomyceten zu einer 100 %igen Mortalität führt (Ramos-Sandoval  et al., 2010). In einer weiteren 

Studie  wurde  7-amino-4-Methylcoumarin  isoliert,  für  das  eine  deutliche  Wirkung  sowohl  gegen 

Bakterien als auch gegen Pilze gezeigt wurde. Es wurden unter anderem Penicillium,  Aspergillus und 

Candida Stämme im Wachstum gehemmt (Liu et al., 2007). 

Der  Stamm  IBWF  E11228  zeigte  eine  deutliche  Hemmung  des  vegetativen  Wachstums  im 

Agardiffusionstest gegen Pa, Fm und El und es wurde nach der Fermentation in HMG Medium (M10) 

eine  Bioaktivitäts-gestützte  Isolation  von  Sekundärmetaboliten  durchgeführt.  Dabei  wurden  drei 

Substanzen isoliert, wobei nur zwei gegen Fm und El einen deutlichen Hemmhof bewirkten. Eine der 

Substanzen die aus dem Kulturfiltrat des Pilzes isoliert werden konnte ist Xylarenon A. Diese Annahme 

stützt  sich  auf  die  Ergebnisse  der  HPLC-MS  Analytik.  Die  Struktur  wurde  durch  Hu  et  al.  (2008) 

erstmals  aufgeklärt.  In  dieser  Arbeitsgruppe  wurden  auch  erste  biologische  Tests  durchgeführt, 

allerdings  nur  gegen  Tumorzellen  und  gegen  Bakterien.  Die  Untersuchungen  ergaben  moderate 

biologische  Aktivitäten;  gegen  Hefen  wurde  z.B.  keine  Wirkung  bis  zu  einer  Konzentration  von 

50 μg/mL beobachtet.  Bei der dritten Substanz, die keine Aktivität nach der Isolation gegen Fm bzw. El 

aufwies handelt es sich möglichweise im eine Vorstufe von Xylarenon A. Substanzen, die aus einem 

Xylaria Stamm isoliert worden sind und gegen die Esca-assoziierten Pilze Fm und El eingesetzt werden 

können, wurde in dieser Arbeit jedoch zum ersten Mal beschrieben.

4.5.2.2 Fermentation und Wirkstoffisolation aus dem Endophyten IBWF E99121

Nach den ersten Antagonistentests wurde der Stamm IBWF E99121 aufgrund seiner antagonistischen 

Wirkung  gegenüber  Pa  für  weitere  Untersuchungen  ausgewählt.  Im  Folgenden  wurde  eine 

Fermentation des Pilzes im 10 L-Maßstab durchgeführt um die fungiziden Substanzen zu isolieren und 

zu charakterisieren. Die ITS Sequenzierung zeigte, dass es sich um Chaetomium globosum handelt.

Chaetomium ist eine Gattung der Schlauchpilze (Ascomycota, Sordariomycetes), die in der Regel ein 

sehr dichtes Myzelgeflecht, ein Apothecium, welches mit Hyphen bedeckt ist, keulenförmige Asci und 

pigmentierte,  einzellige Ascosporen besitzt (Crous  et  al.,  2009).  Viele  Chaetomium Arten zersetzen 

Pflanzen und sonstige zellulosereichen Materialien und können leicht aus Kompost,  Pflanzenresten 

und aus Bodenproben isoliert werden. Die Gattung umfasst zusätzlich eine Anzahl von Spezies, die bei  

höheren Temperaturen bis 37 °C wachsen können, weshalb diese auch teilweise mit Infektionen bei 
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Wirbeltieren  assoziiert  werden  (Hattori  et  al.,  2000,  Barron  et  al.,  2003).  Chaetomium  globosum, 

welcher der Typus der Gattung ist, kann leicht von zerfallenden Pflanzenmaterial, Saatgut und andere 

Cellulosesubstraten isoliert werden.  Es ist  die am häufigsten isolierte der mehr als 150 Arten von 

Chaetomium spp., die bisher beschriebenen wurden (Domsch et al., 2007).

Die Strukturaufgeklärung ergab, dass es sich bei der Substanz JF-E99121-1 um 3-Chloro-2-Hydroxy-4-

Methoxy-6-Propyl-Benzoesäure handelt.  Diese wurde bereits beschrieben und aus Flechten isoliert.  

Allerdings wurde keine weitere biologische Charakterisierung vorgenommen (Elix et al., 1985).

Die Substanz JF-E-99121-2 konnte als 5-Chlordivaricatinsäure aufgeklärt werden. Erstmal wurde die 

Struktur  der  Substanz  von  Huneck  et  al. (1980)  publiziert,  nachdem  Tibell  (1976)  sie  aus  dem 

Ascomyceten  Thelomma californicum isoliert  hatte.  Bereits  zu diesem Zeitpunkt wurde beobachtet, 

dass es sich um eine chlorierte Verbindung handelt. Bei dem Depsid aus T. californicum handelt es sich 

allerdings  um  3-Chlordivaricatsäure.  Weitere  Publikationen  sind  bis  zum  jetzigen  Zeitpunkt  nicht 

veröffentlicht worden. 

Abb.19: Struktur der Reinsubstanz JF-E-99121-1 Abb.20: Struktur der Reinsubstanz  JF-E-99121-2 

( 3-Chloro-2-Hydroxy-4-Methoxy-6-Propyl- (5-Chlordivaricatinsäure)  

Benzoesäure

5-Chlordivaricatinsäure  (JF-E-99121-2)  hemmt  das  Wachstum  des  Esca-assoziierten  Pilz 

Phaeoacremonium  aleophilum.   In  wie  weit  eine  ausreichende  Aktivität  in  planta jedoch  erreicht 

werden kann, müsste weiter untersucht werden, denn nur bei einer ausreichende Konzentration des 

Fungizids in der Pflanze kann es das Wachstum des Pilzes hemmen.

Für die dritten Substanz JF-E-99121-3 konnte mit Hilfe einer HPLC-MS Messung gezeigt werden, dass 

es sich um Aureonitol handelt. Diese Substanz zeigte keine fungizide Aktivität im Test mit den Esca-

assoziierten Pilzen. Die Totalsynthese dieser Substanz wurde 2008 von Jervis und Cox publiziert. Die 

erste Isolation der Substanz wurde bereits im Jahr 1979 durch Bohlmann und Ziesche aus Helichrysum 
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aureonitens  durchgeführt. Die Pflanze gehört zur Familie der  Asteraceae und wächst in der Kwazulu-

Natal Provinz in Südafrika. Es ist allerdings umstritten ob es sich um einen pflanzeneigenen Wirkstoff 

handelt,  oder  ob  die  Substanz  von  endophytischen  Pilzen  produziert  wird.  Die  Wirksamkeit  von 

Chaetomium globosum als biologisches Bekämpfungsmittel gegen den Kraut- und Knollenfäule Erreger 

Phytophthora  infestans in  Kartoffelpflanzen  wurde  durch  Shanthiyaa  et  al. (2013)  auf  Aureonitol 

zurückgeführt. Der Organimus wurde in dieser Publikation in einer Flüssigapplikation auf die Knollen,  

Blätter  und den  umgebenden  Boden  aufgebraucht.  Dadurch  ergab  sich  ein  höherer  Knollenertrag 

durch  die  Verringerung  der  Krautfäuleinfektionen.  Eine  Aktivität  von  Aureonitol  gegen  die  Esca-

assoziierten  Erreger  wurde  bisher  allerdings  nicht  publiziert.  Die  Substanz  zeigte  in  den  hier  

durchgeführten Versuchen auch keine fungizide Aktvität im 96-Lochplatten-Test.

Neben  diesen  Substanzen  die  in  dieser  Arbeit  als  bioaktiv  gegen  des  Esca-assoziierten  Pilz  Pa 

charakterisiert werden konnten produziert  C.  globosum eine Reihe von weiteren Verbindungen.  Zu 

diesen gehören Chaetoglobosin G (Qin et al., 2009; Jiao et al., 2004), Cytoglobosin A-G (Cui et al, 2010), 

Azaphilon,  Chaetoviridin  A  und  C  (McMullin  et  al.,  2013),  Orsellinsäure,  Globosumon  A,  B  und  C 

(Bharat et al, 2005) und verschiedene Steroide (Qin et al, 2009).

Es  wurden  auch  Studien  zur  Aktivität  der  sekundären  Metaboliten  von  C. globosum gegen 

pflanzenpathogene Pilze durchgeführt (Li et al., 2011). Eine Studie zeigte, dass das Kulturfiltrat von C.  

globosum über 80 Prozent der Sporen von Setosphaeria turcica, dem Erreger der Blattfleckenkrankheit 

bei Mais, auf der Blattoberfläche an der Keimung hindern kann. Es zeigte sich weiter, dass es sich bei  

den  beiden  fungiziden  Substanzen  um  Chaetoglobosin  A  und  C  handelt.  Die  Aktivität  von 

Chaetoglobosin  A  war  jedoch  sowohl  in  vitro als  auch  in  planta deutlich  stärker,  als  jene  von 

Chaetoglobosin  C  (Zhang  et  al.,  2013).  Es  wurden  auch  Studien  zur  biologischen  Kontrolle  des 

weinpathogenen Pilzes  Colletotrichum gloeosporioides  durch  C. globosum durchgeführt. Extrakte des 

Kulturfiltrates,  die mit Hilfe  von Ethylacetat hergestellt  worden waren,  zeigten eine Reduktion der 

Sporenkeimung des Pathogens um bis zu 65 Prozent. Auch in diesem Versuch wurde Chaetoglobosin C 

als aktive Komponente getestet und bestätigt (Soytong et al., 2005). In Bezug auf die Esca Erkrankung 

bei  Weinpflanzen,  wurde  C.  globosum inzwischen  mehrfach  auch  aus  gesunden  und  befallenen 

Pflanzen isoliert (Casieri  et al.,  2009; González und Tello,  2011).  Eine Aktivität des Pilzes und den 

biologisch aktiven Substanzen die bereits beschrieben wurden, gegen die Esca-assoziierten Pilze ist bis 

zum jetzigen Zeitpunkt allerdings nicht publiziert worden.  Die Isolation des Pilzes  C. globosum aus 

Esca-infizierten Pflanzen (Król, 2006; Hofstetter  et al., 2012) lässt einen Einsatz als Organismus zur 

Biokontrolle von Pa allerdings fraglich erscheinen.
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4.5.3 Vitis-shoot-Assay zur erweiterten Analyse Esca-antagonistischer Organismen

Wie die Ergebnisse in Kapitel 3.5.3 zeigen, war es mit Hilfe des Vitis-shoot-Assays möglich, Ergebnisse, 

die  anhand  verschiedener  Testsysteme  zur  Isolation  von  antagonistischen  Mikroorganismen 

durchgeführt wurden, zu bestätigen. Es konnte gezeigt werden, dass nicht alle Pilze, für die in den 

vorangegangenen  Auswahlverfahren  eine  Aktivität  gegen  die  Esca-assoziierten  Pilze  beobachtet 

wurde, auch auf den Weinpflanzenstücken in der Lage waren die Kolonisierung der Wirtspflanze zu 

verhindern. Besonders die Ergebnisse bei Pm zeigten, dass die Wirkung im Agardiffusionstest meist 

deutlicher zu Gunsten des antagonistischen Pilzes ausgefallen waren, als dies im Vitis-shoot-Assay der 

Fall war. Eine erste Erkenntnis dieses Versuchsteils ist, dass die Wirksamkeit der isolierten, potentiell 

protektiven  Pilze  erst  in  vivo bestätigt  werden  muss.  Der  Einfluss  der  Pflanze  sowie  zusätzlicher 

biotischer und abiotischer Faktoren auf die Wirksamkeit der Effektivität der Antagonisten kann so 

untersucht  werden.  Besonders  die  Wirkung  einer  lebenden  Pflanze  mit  ihren  vitalen 

Abwehrmechanismen kann so abgeschätzt werden.

Erste Studien zeigen, dass zum Beispiel trans-Resveratrol und Viniferin einen negativen Einfluss auf 

das Wachstum von Pm und Pa haben und die Resistenz der Pflanze fördern (Santos et al., 2006; Martin 

et al., 2009). Zusätzlich produzieren Vitis spp. und auch andere Pflanzen eine Reihe von Stilbenen, zu 

denen auch Phytoalexine gehören (Großkinsky et al., 2012). Diese niedermolekularen Substanzen sind 

in den letzten Jahren wieder  in den Fokus der Forschung gerückt  und könnten der  Grund für  die 

unterschiedlichen  Ergebnisse  im  Antagonistentest  und  im  Vitis-shoot-Assay sein  (Escoriaza  et  al., 

2013).

Versuche  zum  Schutz  der  Schnittwunden  werden  schon  seit  einiger  Zeit  unternommen.  Die 

Arbeitsgruppe um Sosnowski et al. (2008) versuchte die Eintrittsstellen gegen die Infektion von El zu 

schützen. Sie verwendeten jedoch keine Organismen, sondern setzten verschiedenen Substanzen, z.B. 

Carbendazim  und  Pyrimethanil  ein.  Der  Einsatz  der  Fungizide  erbrachte  keine  einheitlichen 

Ergebnisse im Labor und später im Feld. Diese Arbeiten zeigen aber, dass es im Allgemeinen möglich  

ist die Infektionsrate von El durch den Einsatz von den beschriebenen Substanzen stark zu reduzieren. 

Um  die  Interaktion  von  Pilzen,  die  zum  Schutz  auf  Schnittwunden  aufgebracht  wurden  und  den 

pathogenen Pilzen zu untersuchen, generierten Mutawila  et al.  (2011) fluoreszierende  Trichoderma 

Stämme und ebenfalls Fluoreszenzfarbstoffe-exprimierende Stämme von Pm und El.  Es zeigte sich, 

dass das Wachstum des protektiven Pilzes besonders in Anwesenheit der beiden Esca Pilze angeregt 

wurde  und dass  El  nach  90  Tagen  nicht  in  der  infizierten Pflanze  detektiert  werden konnte.  Das 

Wachstum  von  Pm  konnte  aber  nicht  gänzlich  unterdrückt  werden,  was  sich  anhand  der  roten 
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Fluoreszenz in den Xylemgefäßen nachweisen ließ. Weiter beobachteten Mutawila et al. (2011), dass 

das Wachstum von Pm eine Hemmung erfuhr, jedoch erst in einer Tiefe von mehr als 3 cm unterhalb 

der Inokulationsstelle. Diese Beobachtung kann im im Kapitel 3.5.3 beschriebenen Ansatz jedoch nicht 

überprüft werden, da die eingesetzten Vitis Stücke lediglich 5-8 mm lang waren.

Einige Firmen setzen verschiedener Trichoderma spp. als Basis biologischer Schutzmittel für Reben ein 

(vinevaxTM,  Agrimm  Technologies  Ltd.,  Christchurch,  Neuseeland).  Der  Vorteil  solcher  Mittel,  die 

lebende Organismen enthalten, ist die sehr lange Wirkdauer von bis zu fünf Jahren, die zusätzliche  

positive Wirkung der antagonistischen Pilze auf die Pflanze und die hohe Spezifität (Kexiang  et al., 

2002,  Kotze,  2008).  Zusätzlich  können  für  jeden  Standort  eigene  einheimische  antagonistische 

Organismen  isoliert  und  zur  Produktreife  gebracht  werden.  Dieser  Punkt  fördert  Forschung  auf 

regionaler Ebene und verhindert die Verbreitung nur eines Pilzes über ganz Anbaugebiete. Es ist somit  

zusätzlich  eine  sich  schnell  verbreitende  Resistenz,  auch  auf  Grund  der  sehr  viel  komplexeren 

Interaktion zwischen den Pilzen, als zwischen einem Schädling und dem eingesetzten Fungizid, wenig 

wahrscheinlich. Da die Ergebnisse in einigen Studien noch nicht zufriedenstellend sind, könnten im 

Pflanzenschutz  Mischpräparate  mit  mehreren Organismen eingesetzt  werden (Fourie  et  al.,  2006). 

Zusätzlich können aus den untersuchen Endophyten Substanzen isoliert werden, deren Leitstrukturen 

in der chemische Industrie für neuer Fungizide verwendet werden können (Dayan et al., 2009).

Neben Pilzen wurden in diesem Versuchsteil auch Bakterien auf die Schnittflächen aufgebracht. Da es 

ebenfalls Studien zur Wirksamkeit von Prokaryonten beim Wundschutz gibt, sollte dieser Aspekt auch 

beachtet werden (Compant et al., 2012). Der Einsatz von nützlichen Bakterien, die aus der Rhizo- und 

Endosphäre der Pflanze isoliert worden waren, wurde untersucht. Außerdem wurde kontrolliert, wie 

die  Zellen  und  ihre  Sekundärmetabolite  die  Erreger  von  Weinkrankheiten  direkt  oder  indirekt 

bekämpfen können. Zwei fungizide Substanzen die sich bereits im Einsatz befinden und industriell  

hergestellt  werden  sind  Mildiomycin  aus  dem  Actinomyceten  Streptoverticillium  rimofaciens 

(Sumitomo Chemical Taketa) und Polyoxin B aus Streptomyces cacoai (Kaken Pharmaceutical Company 

Ltd.). Sie werden beide gegen Botrytis cinerea eingesetzt (Copping und Duke, 2007). Viele Studien zum 

Gebrauch  von  Bacillus  subtilis Stämmen  gegen  Botrytis sp.  haben  auch  hier  gezeigt,  dass  eine 

Reduktion  des  Pilzbefalls  mit  Hilfe  von  Bakterien  möglich  ist  (Elmer  und  Reglinski,  2006).  Die 

Produkte  sind  Bio-Save  1000 (Industrial  Ventilation,  Inc.),  Serenade (Bayer  Crop Science  AG)  und 

Rhapsody (Bayer AG), die ebenfalls gegen Botrytis sp. und den Echten Mehltau eingesetzt werden. Bei 

der biologischen Kontrolle durch Bakterien gegen die Esca-assoziierten Pilzen wurde bisher vor allem 

der  Schutz  vor  Eutypa  lata untersucht.  Schmidt  et  al.  (2001)  testeten  verschiedene  bakterielle 

Antagonisten  in  unterschiedlichen  Testsystemen  und  konnten  zwei  Bacillus  subtilis Stämme,  vier 
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Erwinia herbicola, zwei Serratia plymathica und 16 Actinomyceten Stämme isolieren, die das Wachstum 

von El ausreichend vielversprechend hemmten, um weitere Untersuchungen zu erlauben.

In  den  hier  dargestellten  Experimenten  konnten  ebenfalls  aktive  bakterielle  Antagonisten  isoliert 

werden, die das Durchwachsen der Vitis Stücke durch die Pilze Pa, Fm und El verhindern konnten. Die 

Wirkung des Gesamtorganismus war dabei immer stärker im Vergleich dazu, wenn isolierte Extrakte 

eingesetzt  wurden.  Die  zellfreien  Überstände  zeigten  keine  oder  nur  stark  reduzierte  Wirkung. 

Fraglich bleibt, ob bei diesem Ansatz lediglich eine zu geringe Wirkstoffmenge eingesetzt wurde; da 

lediglich  Extrakte,  die  1:100  konzentriert  worden  waren,  eingesetzt  wurden.  Auch  Schmidt  et  al. 

(2001) nutzen die lebenden  Bacillus sp.  und  Erwinia sp.  Zellen,  da durch Isolationsversuche keine 

fungiziden Substanzen, welche eine Wirkung gegen E. lata hatten, isoliert werden konnten. 

Es ließ sich mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuch bestätigen, dass sowohl Bakterien, als 

auch  endophytische  Pilze  und  ihre  Extrakte  zum  Schutz  der  Schnittwunden  in  vitro gegen  Esca-

assoziierte  Pilze  eingesetzt  werden  können.  Im  nächsten  Schritt  müssen  die  Ergebnisse  mittels 

Gewächshaus- und Freilandversuchen validiert werden und die Isolierung fungizider Reinsubstanzen 

aus den ausgewählten Organismen vorangetrieben werden.
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5 Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war es, ein besseres Verständnis für die molekularen und biochemischen Grundlagen 

der  Esca-Krankheit  an  Reben  zu  erarbeiten.  Hierzu  wurden  sechs  Teilprojekte  durchgeführt.  Die 

beiden Pilze  Pm. chlamydospora und  Pa. aleophilum  wurden submers kultiviert um die gewonnenen 

Extrakte auf phytotoxische Substanzen zu untersuchten. Dabei wurden Metabolite isoliert,  die zum 

ersten mal mit der Esca-Krankheit assoziiert werden konnten, wie Siderophoren und Kaempferol-3-O-

Glukosid. Diese können das Verständnis der Pilz-Pflanze-Interaktion um neue Aspekte ergänzen. Die 

Glykosylierung von Kaempferol  durch Pm  wurde erstmals  nachgewiesen und die  hier  dargelegten 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Pilz in der Lage ist, die von der Pflanze als Abwehrantwort  

produzierte Substanz, seinerseits zu nutzen. Dies bedeutet, dass Pm einen pflanzlichen Abwehrstoff 

durch  Glykosylierung  umwandelt  und  für  die  Wirtspflanze  toxifiziert.  Die  durchgeführten 

Injektionstests  in  vivo in  Weinpflanzen  zeigten  zudem,  dass  Esca-ähnliche  Symptome  durch  K3G 

hervorgerufen werden können.  Abseits  dieser  neuen Erkenntnisse  konnten auch literaturbekannte 

Phytotoxine in den Extrakten identifiziert werden.

Im zweiten Teilprojekt  dieser  Arbeit  wurden Polyketidsynthase-Gene der  beiden Pilze  Pm  und Pa 

inaktiviert.  Zusätzlich  wurde  der veränderte  Sekundärstoffwechsel  bzw.  die  Reaktion  der 

Insertionsmutanten  auf  abiotischen  Stress  und  Infektionsfähigkeit  von  Vitis-Pflanzen  untersucht. 

Damit  ist  es  in  dieser  Arbeit  erstmals  gelungen selektiv  Gene  der  Esca-assoziierten Pathogene zu 

inaktivieren.  Es  zeigte  sich,  dass  die  Mutanten  sensitiver  als  die  Wildtyp-Stämme  bezüglich  Salz-, 

Trocken- und oxidativen Stress reagieren. Die Infektionsfähigkeit bleibt jedoch unverändert.

Die  Analyse  der  Infektionsmechanismen  sollte  auch  bei  der  Transformation  der  Pilze  mit 

Fluoreszenzgenen im Fokus stehen. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es GFP-Mutanten der Pilze Pm, Pa 

und El zu generieren um das Wachstum nach Infektion von Weinpflanzen zu erfassen. Mit Hilfe der  

Fluoreszenzmutanten war es möglich ein neues Verfahren zur Suche nach potentiellen Antagonisten zu 

erstellen. Mit dem Vitis Shoot Assay konnten die Esca-assoziierten Pilze und Fungizide, endophytische 

Pilze, Trichoderma spp. und Bakterien-Stämme in einem Testverfahren auf Schnittwunden untersucht 

werden. Dabei konnten erste biologische Wundschutzmittel auf Basis ganzer Organismen identifiziert 

werden. Es zeigte sich, dass der durchgeführte Antagonistentest und das hier beschriebene innovative 

Vitis Shoot Assay nicht immer äquivalente Ergebnisse generierten und dass sich die beiden Verfahren 

ergänzen.

Des Weiteren wurde eine Interaktionsstudie der vier Esca-assoziierten Pilze unter Stressbedingungen 

und verschiedenen Temperaturen durchgeführt um den Einfluss äußere biotischer und abiotischer 

Faktoren  auf  das  Zusammenwirken  dieser  Erreger  zu  untersuchen.  Die  Pilze  reagieren  sehr 

unterschiedlich in den durchgeführten Stresstests und die Dominanz einzelner Erreger hängt stark von 

der Temperatur und den osmotischen Verhältnissen ab. Es konnte gezeigt werden, dass veränderte  

klimatische Bedingungen zur veränderten Zusammensetzung des Erregerspektrums führen kann.

Die  in  dieser  Arbeit  generierten  Ergebnisse  geben  neue  Einblicke  in  die  Esca  Erkrankung  von 

Weinreben und ermöglichen die weitere Forschung einiger weiterer Aspekte.
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6 Ausblick

Die  neuen  Erkenntnisse  aus  der  hier  vorgelegten  Arbeit  zu  den  Themen  Esca  Krankheit  bei 

Weinpflanzen  und  molekularen  Grundlagen  der  Pilz-Pflanze-Interaktion  bringen  für  die 

wissenschaftliche  Gemeinschaft  einen  wichtigen  Fortschritt  für  die  Erforschung  des 

Krankheitskomplexes. Aus allen Themengebieten ergeben sich aus dieser Arbeit neue Fragestellungen, 

die zukünftig adressiert werden sollten; nicht nur um die Krankheit besser verstehen, sondern auch 

bekämpfen zu können.

Die Isolierung der Substanz Kaempferol-3-O-Glukosid und die Analyse ihrer Wirkung auf Weinpflanzen 

zeigen,  dass  die  bisherige  einhellige  Meinung  zu  den  molekularen  Grundlagen  der  Pilz-Pflanze-

Interaktion  um  weitere  Aspekte  ergänzt  werden  muss.  Die  bisher  publizierten  Ergebnisse  ließen 

vermuten,  dass  alleine  die  Synthese  und  Sekretion  der  Substanzen  Scytalon  und  Isoscleron  zur 

Entstehung der Esca Symptome notwendig sind. Weshalb die Injektion dieser Sekundärmetabolite in 

Weinpflanzen aber nicht zu den beschriebenen Esca Symptomen führen und aus welchem Grund das 

Esca-Krankheitsbild  transient  in Erscheinung tritt,  konnte  nicht  beantwortet  werden.  Durch die in 

dieser Arbeit gefundenen Metabolite erscheint es notwendig, die Esca-Krankheit als multifaktorisches 

Problem  wahrzunehmen,  dass  auch  weiterhin  durch  neue  Forschungsansätze  untersucht  werden 

muss. Zusätzlich sollte die Flavonol-Glykosyltransferase isoliert werden, um einen Beleg für die hier 

aufgestellten These zu erhalten.

Erste Ergebnisse zur Fragestellung der alleinigen Wirkung von Scytalon und Isoscleron wurden durch 

die  hier  beschriebenen  Insertionsversuche  in  Polyketidsynthasegene  bei  Pm  und  Pa  generiert.  

Allerdings  sind  weitere  Versuche  mit  Insertionsmutanten,  die  keine  Intermediate  der  1,8-

Dihydroxynaphthalen-Melanin-Biosynthese mehr produzieren, durchzuführen.

Nach  der  erfolgreichen  Transformation  von  Pm,  Pa  und  El  bleibt  die  Transformation  des 

Basidiomyceten Fm noch zu adressieren. Weitere Versuche mit  optimierten Transformationsvektoren 

und  pilzspezifischen  Promotoren  sind  nötig.  Hierfür  könnte  die  inzwischen  veröffentlichte 

Genomsequenz des Pilzes die mögliche genetische Manipulation erheblich vereinfachen.

In einem weiteren Teilprojekt dieser Arbeit  wurde nach antagonistischen Pilzen und Bakterien als 

mögliche  Biocontrol  Agents gesucht.  Die  identifizierten  Organismen  und  ihre  produzierten 

Sekundärmetabolite könnten nicht nur im Weinbau zum Schutz der Reben eingesetzt werden. Weitere 

Gewächshaus- und Feldversuchen stehen dazu noch aus.

Im  letzten  Projekt  der  hier  vorgelegten  Dissertation  wurde  ein  neues  Verfahren  beschrieben,  um 
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potentielle Schutzorganismen, die anhand des Antagonisten-Screenings detektiert werden konnten, in 

einem  komplexen  System  zu  untersuchen.  In  wie  weit  das  hier  beschriebene  Vitis-shoot-Assay 

kostengünstig und zeitsparend die  Selektion der  zuvor beobachteten antagonistischen Organismen 

ermöglicht und als Zwischenschritt vor die Analyse der Interaktion zwischen Wirtspflanze, Pathogen 

und  biologischem  Schutzorganismus  geschaltet  werden  kann,  muss  in  weiteren  Tests  untersucht 

werden.

Es  ist  zwingend  erforderlich,  die  Ausbreitung  des  Esca  Krankheit  sowohl  in  Europa  als  auch  in 

Kalifornien  und  Südafrika  einzudämmen.  Um  eine  effiziente  Bekämpfung  der  beteiligten  Pilze  zu 

ermöglichen,  müssen  die  molekularen  Grundlagen  der  Krankheit  und  die  Pilz-Pflanze-Interaktion 

erforscht werden. Solange die wichtigsten Fragen in diesem Zusammenhang noch nicht geklärt sind, 

wird  es  schwer  möglich  sein,  die  dringend  benötigten  Schutzmaßnahmen  zu  etablieren  um  eine 

weitere Ausbreitung der Krankheit zu verhindern. Hierfür ist eine größere Anstrengung seitens der 

Forschung nötig, auch interdisziplinär die Problematik der Krankheit ausgehend von der Pflanze und 

den beteiligten Mikroorganismen zu beleuchten und aufzuklären. Erst im Anschluss daran wird es  

möglich sein, nicht nur präventiv sondern auch kurativ die gefährdeten Reben zu behandeln. 
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Anhang

8 Anhang

ITS Sequenzen der charakterisierten endophytischen Pilze:

E11228

Xylaria grammica Gensequenzen der ITS1, 5.8S rRNA und ITS2, 28S rRNA, Stamm: BCC 18746 

BIOTEC Culture Collection (BCC)

National Center for Genetic Engineering and Biotechnology

113 Thailand Science Park, Phaholyothin Road,

Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 THAILAND

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371918823?
report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=50&RID=1D16H1EJ01N

Sequenz:

GGCATAAGTCTCGTTGGTGACCAGCGGAGGGATCATTATAGAGTCTAAAAAACTCCCAAACCCATGTGGACATAC
CTCAAGTTGCCTCGGCAGGTCGCGCCTACCCGGTAAGCTCTTACCCTGTAAGATCTACCCTGTAAGCGCGGGTAA
GCCTGCCAGTGGACCAACAAACTCTGTTTATTTTTGAATTCTGAATCTATAACTAAATAAGTTAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGCATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTTAAGCCCTGTTGCTTAGCGTTGGGAGCCTACAGTACTGTAGCTCCCCAAAGTTAGTGGCGGAGTCGGTT
TCACACTCTAGACGTAGTAAATTTTTCTCGTCTGTAGTTGAGCCGGTCCCCTGCCGTAAAACACCCAATTTATCA
AGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

E99121

Chaetomium globosum Gensequenzen der ITS1, 5.8S rRNA und ITS2, 28S rRNA, Stamm: H35

Engineering and Research Center for Southwest Bio-Pharmaceutical

Resources of National Education Ministry of China, Guizhou University,

Xiahui Road, No14,

Huaxi District, Guiyang, Guizhou 550025, China

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/536708338?
report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=1DEKMZ9E014

Sequenz:

GGCGCCCCTGGGCCCCACCGCGGGCGCCCGCCGGAGGTCACCAAACTCTTGATAATTTATGGCCTCTCTGAGTCT
TCTGTACTGAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTG
GCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCCGGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCGCAG
GCCCTGAAAAGCAGTGGCGGGCTCGCTGTCACACCGAGCGTAGTAGCATATATCTCGCTCTGGGCGTGCTGCGGG
TTCCGGCCGTTAAACCACCTTTTAACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAGACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATAAACGGAACCT

A

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/536708338?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=1DEKMZ9E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/536708338?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=1DEKMZ9E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371918823?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=50&RID=1D16H1EJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371918823?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=50&RID=1D16H1EJ01N
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