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. Zusammenfassung

Die Sequenzen des “internal transcribed spacer“-Bereichs, die im Genom die Region zwischen
17S und 25S rRNA inklusive der kompletten Sequenz der 5.8S rRNA umfassen, wurden fir
phylogenetische Untersuchungen innerhalb der Gattung Tricholoma benutzt. Dazu wurden
zunachst Verwandtschaftsstrukturen innerhalb verschiedener T. terreum-Isolate gezeigt.
AnschlieBend wurde die Untersuchung auf solche Arten ausgedehnt, fir die die Morphologie von
in der Natur identifizierten Fruchtkérpern zu den taxonomischen Analysen herangezogen werden
konnten. Die eindeutige Zuordnung erlaubte dann die Anwendung auch auf Isolate, fir die keine
morphologischen Kriterien vorliegen. Insgesamt konnte die Methode auf 13 verschiedenen
Spezies von Tricholoma angewendet werden. Drei distinkte Gruppierungen innerhalb der
Gattung Tricholoma korrelieren dabei mit einer Einteilung anhand der Hutfarbe. Es wurden auch
einige Abweichungen deutlich, die eine falsche Klassifizierung der ausschlieBlich aus vegetativen
Myzelien bestehende Isolate erkennen lassen. Die molekulare Analyse zweier Cortinarius-
Stamme bestatigte die Abtrennung der eigenstandigen Gattung Cortinarius gegenlber der
Gattung Tricholoma.

Tricholoma terreum bildet mit dem Nadelbaum Pinus sylvestris eine Symbiose, die als
Ektomykorrhiza bezeichnet wird. Diese symbiotische Struktur konnte in axenischer Dualkultur
gezeigt werden. Sie ist durch einen Hyphenmantel und interzellulare Hyphen zwischen
Epidermis- und Rindenzellen der Wurzeln gekennzeichnet. Neben der Kultivierung dieser
“kompatiblen® Assoziation, wurde auch die “inkompatible* Interaktion mit dem Wirt Picea abies
untersucht. Die T. terreum/Picea abies-Interaktion zeigte eine Ausbildung der Mykorrhiza nach 3-
4 Monaten Dualkultur, wahrend die Entwicklung der "kompatiblen" Mykorrhiza in nur etwa 6
Wochen gelang. Die Isolierung eines Monokaryons, das aus den Protoplasten des dikaryotischen
T. terreum regeneriert wurde, erlaubte den Vergleich von Dikaryon und Monokaryon beziglich
der Fahigkeit zur Ausbildung einer vollstandigen Mykorrhiza. Der monokaryotische Stamm
bildete die symbiotische Struktur nur unvollstandig aus und fihrte zur Einlagerung von Tanninen
in Rindenzellen des Wirtes, wie sie sonst vorwiegend bei inkompatiblen Interaktionen zu finden

sind.

Ausgehend von der Mdéglichkeit, Mykorrhiza in vitro unter definierten Bedingungen zu erzeugen,
konnte ein spezifisches, an der Bildung oder zur Funktion der Symbiose notwendiges Protein
identifiziert werden. Dieses Hydrophobin gehért zu einer Klasse kleiner amphipatischer Proteine
der Hydrophobine, die in der pilzlichen Zellwand lokalisiert sind. Ein solches wurde aus Kulturen
von T. terreum angereinigt und die N-terminale Aminosauresequenzbestimmung ermdéglichte die

Ableitung von degenerierten Oligonukleotiden zur RT-PCR. AnschlieBende Koloniehybridisierung
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fOhrte zur ldentifizierung des korrespondierenden Gens T.t.hyd1, das fur ein 108 Aminosaure
groBes Hydrophobin der Klasse | kodierte. Die T.t.hyd1-Gensequenz ermdglichte den Nachweis
des Transkripts in verschiedenen Geweben von T. terreum. Fir die Lokalisierung des Proteins
waren Antiseren hilfreich, die gegen das Sc3-Hydrophobin aus dem Basidiomyceten
Schizophyllum commune gerichtet waren. Mit den Antikérpern konnte das T.t.hyd1-Hydrophobin
in Zellwanden von Lufthyphen lokalisiert werden. In Immunlokalisierungen von Ektomykorrhiza-
Schnitten der kompatiblen Assoziation von T. terreum mit dem naturlichen Wirt Pinus sylvestris
zeigte sich im Hartig'schen Netz Hydrophobinakkumulation. In der inkompatiblen T. terreum-
Picea abies Interaktion fehlte dagegen diese Anreicherung im Hartig’'schen Netz. Der
Hyphenmantel war in beiden Fallen stark gefarbt. Daraus wird auf eine Funktion des
amphipatischen Hydrophobins in der Herstellung einer Verbindung zur hydrophoben
Pflanzenzellwand abgeleitet. Die mégliche Funktion von T.t.hyd1 speziell beim Aufbau und in der
Funktion des Hartig‘schen Netzes wéare somit von struktureller Natur, so daB die Entwicklung des
pseudoparenchymatischen Gewebes um die corticalen Wurzelzellen im Hartig’schen Netz

erleichert wird.
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Il. Einleitung

Die Blatterpilze der Gattung Tricholoma gehéren zur Familie der Tricholomataceen oder
Ritterlingsartigen. Diese Familie zahlt zur Klasse der Basidiomyceten oder Standerpilze die sich
durch die Bildung von Sporen an Basidien auszeichnet. Diese Pilzklasse umfaBt ganzlich
verschiedene Formen, wie Pilze mit gallertartigem Fruchtkérper, Konsolen- und Hutpilze, sowie
Keulenpilze und Boviste, um nur einige zu nennen. Damit gehéren den Basidiomyceten der
gréBte Teil jener Pilze an, deren Fruchtkérper landldufig als Pilz bezeichnet und gern gesammelt
und gegessen werden. Viele Arten der Basidiomyceten ernahren sich saprophytisch auf Holz,
Stroh oder Dung, so daB auch gefahrliche holzzersetzende WeiBfaulepilze hier eingeordnet
werden. Andere Basidiomyceten leben in enger Gemeinschaft, in einer mutualistischen

Symbiose, mit Wurzeln héherer Pflanzen, indem sie eine sogenannte Mykorrhiza bilden.

Eine Symbiose bedeutet nach de Bary (1879) ein Zusammenleben verschiedener Arten und
beinhaltet parasitistische sowie mutualistische, wechselseitige Beziehungen. Die Definition einer
echten mutualistischen Symbiose besteht im Nutzen fir beide Partner, die in einem engen
morphologischen Kontakt stehen. Den Begriff Mykorrhiza pragte Frank (1885), der das
mutualistische Zusammenleben zwischen Pilzen und Wurzeln héherer Pflanzen als ,Pilzwurzel®
beschreibt. In einem terrestrischen Okosystem kommt dieser Form der Symbiose eine wichtige
Bedeutung zu. So sind Uber 80% aller Pflanzengattungen mit Pilzen vergesellschaftet. Durch die
Beteiligung unterschiedlicher Pilzpartner und Wirtspflanzen entstehen verschiedene
Mykorrhizaformen, die Unterschiede in der Hyphenanordnung, der Art der Kontakistellen
zwischen Wurzel und Pilzhyphen sowie im Stoffaustausch zeigen (Harley and Smith, 1983).

Die Endomykorrhiza zeichnet sich durch ein Wachstum von inter-und intrazelluldren Hyphen in
parenchymatischen Rindenzellen der meist krautigen Wirtspflanzen aus. Verschiedene
Wirtspflanzen der Endomykorrhiza bedingen morphologische Unterschiede, die eine Unterteilung
in ericoide, orchideoide und einer vesikular-arbuskulare (VA-)-Mykorrhiza erfordern. Dem steht
die Ektomykorrhiza gegenuber, die durch einen Hyphenmantel und interzellularen Hyphen
zwischen Epidermis- und Rindenzellen der Wurzel gekennzeichnet ist (Peyronel et al., 1969;
Harley and Smith, 1983). Die ektotrophe Mykorrhiza tritt vorwiegend bei Laub- und Nadelbdumen
der temperenten Zonen auf. Damit bilden nur etwa 3% aller Samenpflanzen eine ektotrophe
Mykorrhiza aus, im Unterschied zur VA-Mykorrhiza, die viel haufiger angetroffen wird. Die
Entwicklung der ektotrophen Mykorrhiza an Baumen findet bevorzugt an den Kurzwurzeln der
Verzweigungen zweiter und dritter Ordnung statt. Die Mykorrhiza vergréBert durch den Kontakt
die physiologisch aktive Wurzeloberflache um ein Vielfaches und erreicht Uber das Myzel, das
einen sehr groBen Wachstumsradius haben kann, gleichzeitig eine Vernetzung von mehreren

Wirten gleicher oder verschiedener Art. Diese Vernetzung kann zu einem stofflichen Ausstausch



Einleitung 5

verschiedener Baume untereinander flihren (Kottke and Oberwinkler, 1989; Read, 1991). Das
auBerlich sichtbare Charakteristikum einer Ektomykorrhiza ist das Vorhandensein eines
Hyphenmantels, der auf den Kurzwurzeln des Wirtes zu finden ist. Diese
pseudoparenchymatische Schicht von Hyphen kann je nach Pilzart charakteristische Formen und
Farben aufweisen. Der Pilz dringt mit seinen Hyphen mechanisch und unter Beteiligung von
Pektinasen zwischen den Zellen in die Wurzelrinde ein (Warrington et al., 1981). Die auBeren
Zellen werden vollstandig mit einer im Langsschnitt leiterférmigen Struktur umhdallit. Es entsteht
der Eindruck eines netzartigen Aussehens, das zum Namen Hartig'sches Netz beitrug (Abb. 1).
Die Hyphen des Pilzes dringen aber in der Regel nicht bis zum Zellinnenraum vor, so daB ein
Stoffaustausch tber die Membranen und Zellwande erfolgt. Als Folge der Pilzinfektion unterbleibt
die Bildung von Wurzelhaaren, statt dessen lbernehmen dicke, mehrhyphige Strédnge deren
Funktionen im Boden. Ektotrophe Mykorrhizen haben individuell nur eine begrenzte Lebensdauer
von 9 bis 12 Monaten. Wahrend des Wachstums der Wurzel und des Mantels ist eine
ausgeglichene Ausdehnung gegeben. Eine Kolonisierung durch weitere Ektomykorrhizapilze
kdénnte ebenfalls stattfinden. Ein Baum kann so mehrere verschiedene pilzliche Partner an
seinem Wurzelsystem besitzen.

ausstrahlende keulig interzellulare Hyphen =
Hyphen angeschwollene “Hartig’sches Netz*
Wurzelenden

Abb. 1: Ektomykorrhiza. (A) Schematische Darstellung keulig angeschwollener Wurzelenden mit
ausstrahlenden Hyphen und (B) ein Wurzelquerschnitt mit interzellularen Hyphen des Hartig‘'schen Netzes
einer Mykorrhiza (Werner, 1992). (C) Lichtmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts einer Freiland-
Ektomykorrhiza von Tricholoma terreum und Pinus sylvestris (Freiland-Material gesammelt von A. Mankel,
Treisbach, Hessen), Hyphenmantel (*), Hartig’schesNetz (—).

Es werden insgesamt mehr als 140 Gattungen der Spermatophyten als Wirtspflanzen fir eine
ektotrophe Mykorrhiza beschrieben. Besonders haufig findet sich diese Mykorrhizaform in den
Familien der Pinaceen, Fagaceen und Rosaceen. Beiden Pilzarten sind bisher kaum
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Mykorrhizabildner bekannt, die ihren Lebenszyklus ohne einen Pflanzenpartner komplettieren
kénnten. Allerdings besitzen die Ektomykorrhizapilze eine saprophytische Phase im Boden,
wodurch ihre Kultivierung auf Nahrbdden Gberhaupt erst méglich wird (Smith and Read, 1997).
Die Spezifitdt zwischen Pilz und Wirtsorganismus ist im allgemeinen eher gering, so daB viele
Pilzarten wie z. B. Hebeloma, Paxillus oder Pisolithus tinctoris viele verschiedene Baumpartner
haben kdnnen. Pilzarten der Gattung Rhizopogon und Tricholoma kommen hingegen meist in
Symbiose mit wenigen bestimmten Wirten vor, meist beschrénkt auf Arten einer Gattung
(Trappe, 1962). Zudem ist die Wirtsspezifitat in vitro nicht uneingeschrankt mit der Wirtsspezifitat
in vivo gleichzusetzten. Die Spezifitét in vivo muB3 auch daran festgemacht werden, ob der Pilz
mit dem jeweiligen Wirt in der Lage ist, Fruchtkérper zu produzieren, was als Sporocarp-
Spezifitdt bezeichnet wird. Spezifitdten innerhalb einer Symbiose zwischen Mykorrhizapilz und
Pflanze beinhalten somit mehrere Aspekie wie die Geschwindigkeit der Mykorrhizabildung,
Konkurrenzverhalten, aber auch Bodenfaktoren und das Zusammenleben mit anderen
Bodenorganismen (Harley and Smith, 1983). Die hier untersuchte Gattung Tricholoma beinhaltet
Arten, die ausschlieBlich eine Ektomykorrhiza-Symbiose eingehen kénnen. Innerhalb dieser
Gattung gibt es Arten, die eine hohe Wirtsspezifitdt aufweisen. So wird T. terreum in der
kompetenten Mykorrhiza nur mit Kiefer (Pinus sylvestris) assoziiert gefunden, wahrend andere
Tricholoma-Arten ein breiteres Wirtsspektrum aufweisen (Trappe, 1962).

Tricholoma terreum (Schaeff.:Fr.) Kumm. ist ein mit Nadelbdumen vergesellschafteter
Ektomykorrhizapilz, der aufgrund seiner Wirtsspezifitat sich fur eine n&here Untersuchung
besonders eignet. T. terreum, der graue Erdritterling, dessen Fruchtkérper im Herbst auf
kalkreichen Boden bei Kiefer gefunden werden kann, entwickelt einen grauen bis fast schwarzen,
leicht filzigen Fruchtkdrperhut (Moser, 1983; Kost, 1981). Der Fruchtkdrper kann bis zu 8 cm im
Durchmesser erreichen. Diese Tricholoma-Art bildet in der Natur dementsprechend nur
Fruchtkérper aus, wenn sie mit inrem kompetenten Wirt assoziiert sind, so daB T. terreum mit der
Kiefer gefunden werden kann (Kost, 1981; Kost, 1992; Breitenbach and Kranzlin, 1991). Diese
Besonderheit der Kompatibilitdt eréffnet die Méglichkeit, differenzielle Genexpression der
kompetenten und nicht-kompetenten Mykorrhiza zu untersuchen.

Taxonomische Untersuchungen und Einteilungen innerhalb der Gattung Tricholoma und damit
auch von T. terreum (Kost, 1981) basierten bisher auf Merkmalen der Morphologie, insbesondere
der Fruchtkérper, der Entwicklung der Sporen und der Wirtspflanzenbeziehung. Innerhalb einer
Spezies kénnen Hutfarbe, Charakteristika der Sporen, GréBe und Septierung von Hyphen
variabel sein oder je nach Kultivierung varieren, so daB sie mit den Bestimmungsmerkmalen
einer anderen Art Uberlappen. Insbesondere erweist eine Identifizierung der pilzlichen
Symbionten in der Ektomykorrhiza als sehr schwierig, da ohne Fruchtkérper nur wenige Kriterien
bleiben, so daB das morphologische und strukturelle Erscheinungsbild sich oft nicht
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unterscheidet. Zugleich ergeben sich Schwierigkeiten, manche Ektomykorrhizapilze in Reinkultur
zu erhalten, und allen Spezies fehlt die Fahigkeit zur Fruchtkdrperbildung in axenischer Kultur.

Verwandschaftsbeziehungen innerhalb der Tricholoma-Arten konnten somit bisher noch nicht
vollstandig geklart werden, obwohl morphologische Kriterien wie Cutisstruktur und Farbgebung
distinkte Klassifikationen zeigen (Bon, 1967, 1974a, 1974b, 1975, 1984; Clémencon, 1983; Kost,
1978, 1981; Kiuhner, 1980; Singer, 1986). Es erfolgte dabei eine Unterteilung in die Sektionen
Tricholoma, Atrosquamosa, Imbricata und Albobrunnea. Bisher wurden keine molekularen
Methoden etabliert, die eine unabhangige phylogenetische Untersuchung innerhalb der Gattung

von Tricholoma erlauben wirden.

17S rDNA 5.8S rDNA 25S rDNA 5S rDNA
—%—-———-—

I -
Yoot y ¢
ITS IGS

Abb. 2. Molekulare Organisation eines rDNA-Cluster in Tandemanordnung. ITS (internal transcribed
spacer) und IGS (intergenic spacer) sind die Bezeichnungen fiir die DNA-Sequenzen, die sich zwischen
1785, 258, 5.8S und 5S rDNA befinden.

Die hoch amplifizierten ribosomalen RNA Gene bei Eukaryoten sind allgemein in tandemartigen
Wiederholungen angelegt, die variable sowie hoch konservierte Regionen besitzen (Kochel and
Kuntzel 1982; Russel et al. 1984; Bruckner et al. 1988). Daraus wurde bereits vielfach eine
variable, nicht kodierende Region fiir phylogenetische Untersuchungen benutzt, die als ITS
(internal transcribed spacer) bezeichnet wird (Baldwin, 1992; Bruns and Gardes, 1993; Henrion,
1992; Le Tacon and Martin, 1992; Hershkovitz and Lewis, 1996; Hillis and Dixon, 1991; O’Donnell
and Cigelnik, 1997). Ein weiterer, hoch variabler Bereich, der als |IGS (intergenic region)
bezeichnet wird, kann ebenfalls zur Untersuchung der Verwandtschaft dienen (Abb. 2). Durch die
gegebene Variabilitat ist es moglich, die Amplifikate auf La&ngenpolymorphismen zu untersuchen.
Da das Gen, welches fiir die drei groBen rRNA kodiert, im Genom hoch amplifiziert vorkommt, ist
eine Amplifikation auch aus kleinen Mengen extrahierter DNA wie Herbarmaterial méglich. Der
Bereich, der fiir die 17S und 25S rRNA-Gene (18S und 28S flr Pflanze und Tier) kodiert, ist hoch
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konserviert und ermdglicht so die Verwendung eines Primersatzes, der spezifisch pilzliche rRNA
Amplifikation erlaubt. Diese universellen Primer ermdglichen somit die rRNA-Amplifikation
jeglicher Pilzspezies, auch aus Proben, die zusatzlich Pflanzenmaterial enthalten, wie
beispielweise Freilandmykorrhizen. Die Amplifikation dieser Sequenzen und ihre phylogenetische
Analyse koénnte damit auch fur die Gattung Tricholoma hilfreich sein, da sowohl
Verwandtschaftsbeziehungen erkundet, als auch eine sichere Bestimmung von Myzelien aus
Sterilkultur ermdglicht wird.

Neben der Untersuchung der Verwandschaftsbeziehungen ist fir die weitergehende Analyse der
Symbiose eine in vitro Synthese der Mykorrhiza notwendig. Viele Methoden wurden zur Synthese
der Ektomykorrhiza an Wurzelsamlingen in axenischer Kultur entwickelt (Fortin et al., 1983). In
vitro Synthesen sind noétig fir physiologische, molekularbiologische und biochemische
Untersuchungen der Pilz-Wurzel-Interaktion, die eine Suche nach Mykorrhiza-spezifischen
Proteinen und Genen erlauben (Hilbert and Martin, 1988). Die konventionelle
Petrischalenmethode bietet die bendtigten sterilen Bedingungen fiir das Wurzelsystem (Chilvers et
al., 1986; Duddridge, 1986). So konnte in dem etablierten Pisolithus tinctoris- Eucalyptus globulus-
Dualsystem die voll differenzierte Eucalyptus-Mykorrhiza in einer Woche gezogen werden.
Aufbauend auf dieser Methode sollten auch aus axenischen Kulturen von T. terreum mit im
Freiland spezifischen Baumpartner Mykorrhizen synthetisiert werden. Als Erganzung sollte der
Versuch einer Synthese mit einer anderen Wirtsbaumart im Petrischalensystem durchgefihrt

werden, um so Einblicke in die Kombatibilitat zu erreichen.

In einem typischen, heterothallischen Basidiomyceten kénnen zwei verschiedene Phasen des
Lebenszyklus unterschieden werden. Die Keimung einer Meiospore (Basidiospore) ergibt ein
homokaryotisches Myzelium, welches nicht in der Lage ist zu fruktifizieren. Zur Entwicklung eines
Fruchtkorpers missen zwei verschiedene und kompatible, homokaryotische Myzelien fusionieren,
um einen neuen Myzeltyp zu etablieren: das Dikaryon, welches ein spezielles Heterokaryon mit
zwei kompatiblen Kernen pro Zelle ist. Dieses Dikaryon besitzt eine lange, vegetative Phase und
ist die dominierende Form eines Ektomykorrhiza-Pilzmyzels. Ein typischer Lebenszyklus eines
Basidiomyceten mit einer monokaryotischen und einer dikaryotischen Phase zeigt sich am
Beispiel von Hebeloma cylindrosporum. Die Keimung einer zweikernigen Basidiospore ergibt ein
monokaryotisches Myzelium mit einem Kern pro Zelle. Kompatible Kreuzungen zwischen zwei
Monokaryen resultieren in der Bildung typischer Dikaryen mit Schnallenverbindungen. Beide
mono- und dikaryotischen Myzelien sind in der Lage, Mykorrhiza in Kultur zu synthetisieren. Aber
nur ein dikaryotisches Myzel entwickelt die Fruchtkérper, welche von H. cylindrosporum in
axenischer Kultur mit sterilen Substraten und Nahrstoffen gezogen werden kénnen (Debaud et al.,
1986). Bisher ist nur H. cylindrosporum in der Lage, mit dem nattrlichen Wirt Pinus pinaster in
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axenischer Kultur Fruchtkdrper zu bilden; anderen obligaten Ektomykorrhizapilzen wie Tricholoma
fehlt die Fahigkeit, in Kultur Fruchtkérper zu entwickeln.

Generell werden zur in vitro Synthese der Mykorrhiza dikaryotische Stdmme von Tricholoma
verwendet. Eine Synthese von Mykorrhiza mit monokaryotischen Stdmmen erforderte durch das
Fehlen von Fruchtkérpersporen zunéchst das Erzeugen monokaryotischer Stdmme. Methoden zur
Protoplastierung von filamentésen Pilzen sind gut beschrieben und sollten fir das System T.
terreum etabliert werden, um Monokaryen zu erhalten (Peberdy, 1979; Davis, 1985).

Es konnte gezeigt werden, daB natlrliche Populationen der mono- und dikaryotischen Stdmme
von Laccaria bicolor, H. cylindrosporum und P. tinctoris variabel in ihrer Féhigkeit zur Mykorrhiza-
Bildung sein kénnen (Kropp et al., 1987; Debaud et al., 1988; Lamhamedi et al., 1990). Obwohl
die Wirtswahl des Pilzes die Fahigkeit zur Kolonisation beeinflussen kann, haben Variationen wie
di- oder monokaryotische Stamme fur die Entwicklung der Mykorrhiza tiefgreifende Effekte und
sollten daher im Vergleich zur Wirtsspezifitat untersucht werden ( Wong and Fortin, 1990).

Ausgehend von der Méglichkeit, Mykorrhiza in vitro unter definierten Bedingungen zu erzeugen,
ist es moéglich, spezifisch an der Bildung oder zur Funktion der Symbiose notwendige Proteine zu
identifizieren. Da es sich um eine Interaktion zwischen zwei Zellwand besitzenden Eukaryonten
handelt, sind besonders Proteine der Zellwand interessant. In der Pilzzellwand sind Proteine
eingelagert, die spezifische Funktionen erflllen. Proteine aus der Zellwand kénnen an einer
Anheftung an die Wirtsoberflache involviert sein oder eine Rolle in der Hyphen-Aggregation um
eine Wurzel spielen. Solche Polypeptide, die als Hydrophobine bezeichnet werden, sind
mittlerweile bei vielen Pilzspezies der Ascomyceten, Basidiomyceten und Zygomyceten
gefunden und charakterisiert worden (de Vries et al., 1993; Wessels, 1996). Hydrophobine
kénnen wahrscheinlich in allen filamentdsen Pilzen gefunden werden und besitzen verschiedene
Funktionen, da unterschiedliche Proteine in Lufthyphen, auf der Oberflache von Pilzsporen und
Infektionsstrukturen oder auf Fruchtkdrperoberflachen gefunden werden (Wessels, 1997).
Hydrophobine konnten durch ihre ungewéhnlichen, biochemischen Fahigkeiten detektiert und die
korrespondierenden Gene identifiziert werden. Pilzliche Hydrophobine sind kleine, sekretierte
und hydrophobe Proteine, die ein konserviertes Aminosauremotiv von acht Cystein-Resten in
einer bestimmten Abfolge zeigen (Asgeirsdottir et al., 1997; de Groot et al., 1996; Lugones et al.,
1996; Lugones et al, 1998; Wessels, 1997). Acht Cystein-Reste bilden dabei vier
intramolekulare Disulfidbriicken aus, die in einem Zwei-Dom&nen Protein mit vier Schleifen
resultiert (Yaguchi et al., 1993; Wessels, 1996). Die charakteristische Anordnung der Cystein-
Reste definiert die pilzlichen Hydrophobine und unterscheidet sie von anderen cystein-reichen
Proteinen wie z.B. den Peptid-Elicitoren, Chitin-bindenen und Lipid—bindenen Proteinen (van den
Ackervecken et al., 1992; Templeton et al., 1994; Rohe et al., 1995). Alle Hydrophobine besitzen
Signalpeptidsequenzen, die auch durch N-terminale Sequenz-Analysen bestatigt werden
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konnten (Templeton et al, 1995; Bidochka et al., 1995). Die verschiedene Anordnung von
hydrophoben und hydrophilen Aminoséaurereste innerhalb der Hydrophobin-Familie 1aBt eine
Einteilung der Polypeptide in zwei Klassen zu, die als Klasse | und Klasse |l bezeichnet werden.
Experimente mit Schizophyllum commune zeigten, daB Hydrophobine der Klasse | als SDS-
unlésliche, hoch-molekulare, groBe Komplexe aus Zellwanden isoliert werden kénnen (Wessels
et al., 1991). Diese Komplexe dissozieren bei Behandlung mit oxidierenden Reagenzien zu
Monomeren. Als Oxidationsmittel wurde Trifluoressigsdure (TFA) verwendet, das die
hydrophoben Wechselwirkungen zerstért, aber die Monomere intakt und biologisch aktiv belaBt.
Hydrophobine der Klasse Il besitzen viele der Hydrophobin-Charakteristika, die fir Klasse |
typisch sind. Doch sind die isolierten Aggregate vergleichsweise unstabil und in 60% Ethanol
oder unter Druck dissoziierbar.

Abb. 3: Schematische Darstellung des

Aggregationsverhaltens von

Hydrophobinen. Am Beispiel des ® Hvdroohobin-M
gereinigten Sc3 Hydrophobins aus dem " Hidﬁgghgbm«gﬁ&gif
Basidiomyceten Schizophyllum

commune sollen die verschiedenen
Funktionen der Hydrophobine wéhrend
der  Hyphen-Morphogenese  gezeigt
werden. Monomere dieses Sc3 werden
von der Hyphenspitzte des wachsenden
Pilzes in das flissige Medium sekretiert.
Wenn die Hyphe die Luftoberflache
erreicht, aggregieren die Sc3 Monomere
zu unldslichen Hydrophobin-Lagen und
verursachen die Hydrophobizitat der
Hyphenoberflache. Die F&higkeit der
Anlagerung rahrt von der
amphipatischen Struktur des Sc3 her
und befahigt die Orientierung an
hydrophobe und hydrophile Oberflachen
(aus Wessels et al., 1996)

Die spontane Aggregation der Monomere an einer Luft-Wasser Grenzschicht oder Wasser und
einer festen Oberflache beschreibt ein wichtiges Charakteristikum der Hydrophobine. Die
Polypeptide besitzen die Fahigkeit, zu amphipatischen Schichten an einer hydrophoben-
hydrophilen Grenzschicht zu aggregieren. Die Reinigung und Charakterisierung von Sc3 aus S.
commune fuhrte zu Entdeckung der Selbst-Aggregation der Hydrophobin-Monomere, die durch
hydrophobe Wechselwirkungen ausgeldst werden (Wdsten et al., 1993). Die Aggregate sind in
heiBen Detergenzien unléslich und nur in TFA oder Performsdure zu solubilisieren (de Vries et
al., 1993). Die Fahigkeit zur Selbst-Aggregation fihrte zur Formulierung eines Modells, das die
Entwicklung der (Luft)-Hyphen-Morphogenese beschreibt (Abb. 3). Hydrophobin-Monomere
werden von der Hyphenspitze in das flissige Medium abgegeben und bei Erreichen der
Grenzschicht Wasser-Luft findet die Aggregation statt. Die aggregierten Komplexe l6sen eine
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Verringerung der Oberflachenspannung aus und ermdglichen es der Hyphe, aus dem Medium in
die Luft zu wachsen.

Hydrophobine sind an vielfaltigen, morphogenetischen Prozessen beteiligt und kénnen als
morphogenetische Ziel-Gene bezeichnet werden, die in die regulatorischen Ablaufe der pilzlichen
Zelldifferenzierung involviert sind. So werden die Hydrophobine Sc1, Sc4 und Sc6 von S.
commune von Kreuzungstyp-abhangigen Genen reguliert, so dafB sich ihre Expression auf die
dikaryotische Phase beschrankt. Expression von Sc3 bedingt dagegen monokaryotische
Zellmorphologie, so daB Sc3 als Luftmyzel-abhdngig und Sc1, Sc4 und Sc6 als fruchtkdrper-
spezifische Hydrophobine exprimiert werden. Diese Hydrophobine treten bei der Entwicklung von
Fruchtkérpern und der Bildung von Lufthyphen auf. Desweiteren kénnen Hydrophobine in der
Pathogenitat von Pilzen eine wichtige Rolle spielen. Das Klasse |l-Protein Cerato-Ulmin von
Ophiostoma ulmi, der ein Ulmensterben verursachen kann, konnte in der Zellwand als
Oberflachen-aktives Polypeptid lokalisiert werden und wird von pathogenen Stammen in
verstarktem MaBe exprimiert (Stickler and Bolyard, 1994). Der pflanzenpathogene Pilz
Magnaporthe grisea verursacht das massive Absterben von Reispflanzen, so daB er als
Reisbranderreger bezeichnet wird. Um eine Pflanze zu infizieren, bildet der Pilz spezielle
Infektionszellen, die Appressorien, aus. Das Mpg1-Hydrophobin von M. grisea wird wahrend der
Entwicklung der Appressorien dabei hoch exprimiert (Talbot et al., 1993).

Die amphipatische Natur der Hydrophobine [aBt eine Funktion zu, die fur jegliche Art von
Interaktion zwischen den Hyphen gebraucht wird, wie die Hydrophobine Sc1 und Sc4 in
Fruchtkérpern von S. commune, wo eine ,Verklebung“ der einzelnen, unabhangigen Hyphen zu
einer pseudoparenchymatischen Struktur des Fruchtkérpers stattfindet (Rayner et al., 1991;
Talbot et al., 1996; Wosten and Wessels, 1997). Die Ausbildung des Hartig‘'schen Netzes in der
kompatiblen T. terreum/Kiefer-Assoziation bietet die Mdglichkeit der Untersuchung der Rolle der
Hydrophobine in dieser Interaktion. Die inkompatible T. terreum/Fichte-Interaktion soll als
Kontrolle fir die Mykorrhiza-spezifische Genexpression und Protein-Akkumulation der
Hydrophobine dienen. Fruhere Studien konnten bisher speziell nur eine Expression von
Hydrophobinen im extraradicalen Mantel von Mykorrhizapilzen zeigen (Martin et al., 1995; Tagu
et al, 1996). Mit Hilfe eines Antiserums, das gegen das Hydrophobin Sc3 aus dem
Basidiomyceten Schizophyllum commune gerichtet ist, soll in zielgerichteten Anséatzen eine
Detektion der Hydrophobin-Verteilung untersucht werden. Es soll die Rolle des Proteins in der
Bildung des feinen, strukturierten pseudoparenchymatischen Gewebes des Hartig’schen Netzes
in der Interaktion analysiert werden. Um diese mdgliche Funktion des detektierten Hydrophobins
von T. terreum speziell beim Aufbau und in der Funktion des Hartig'schen Netzes besser zu
verstehen, wurde desweiteren die lIsolierung und die molekulare Charakterisierung des
korrespondierenden Gens durchgefihrt.
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lll. Material und Methoden

1. Chemikalien und Materialien

Alle nicht naher bezeichneten Chemikalien wurden von den Firmen Gibco-BRL (Eggenstein),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und Fluka (Neu-
Ulm)  bezogen. Restriktionsenzyme, andere = DNA-modifizierenden = Enzyme  und
Nitrocellulosemembranen (Hybond-N) waren von Amersham (Braunschweig). Radioaktives -
32p -.dATP wurde von Hartmann Analytics (Braunschweig) bezogen. Oligonukleotide wurden
von MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Agarose wurde von Biozym (Hess. Oldendorf)
geliefert. Die anti-Kanninchen Sc3- und Sc4-Antiseren wurden freundlicherweise von Prof. J. G.
H. Wessels, (Groningen, Niederlande) zur Verfliigung gestellt.

2. Verwendete Organismen

In dieser Arbeit wurde mit den folgenden Stdmmen von Tricholoma, Cortinarius, Schizophyllum
commune und Escherichia coli gearbeitet (Tab. 1).

Tabelle 1: Verwendete Stamme

Stamm Beschreibung

Escherichia coli

DH5 F'¢ 80dlacZ_M15, gyrA, endA1,

(Hanahan, 1983) _(lac ZYA arg F)U169, rec A1
SupE44, -, hsd R17(rk”,mk™),
thi-1, relA1

Cortinarius

C. atrovirens Kalchbr. GK 2588*

C. hercynicus (Pers.) Mos. GK 2607

Schizophyllum commune

S. commune (Fr.: Fr.) 4-40

Fortsetzung Tabelle 1
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Stamm Beschreibung

Tricholoma

T. argyraceum (Bull.) Gill. CBS 361.47

T. batschii Gulden GK 2628

T. equestre 1 (Fr.) Quél. ATCC 366.48

T. equestre 2 (L.) Kumm. K 2486

T. imbricatum (Fr.: Fr.) Kumm. b

T. nictitans (Fr.) Gill. GK 784

T. orirubens 1 Quél. KR 6913°?

T. orirubens 2 Quél. GK 1175

T. portentosum 1 (Fr.: Fr.) Quél. CBS 367.47

T. portentosum 2 (Fr.: Fr.) Quél. GK 541

T. pseudonictitans M. Bon KR 6915

T. robustum (Alb. & Schw.: Fr.) Ricken CBS 494 .48

T. scalpturatum (Fr.) Quél. b

T. sejunctum 1 (Sow.: Fr.) Quél. CBS 368.47

T. sejunctum 2 (Sow.: Fr.) Quél. GK 735

T. terreum 1 (Schaeff.) Kumm. CBS 370.47

T. terreum 2(Schaeff.: Fr.) Kumm. GK 740

T. terreum 3 (Schaeff.: Fr.) Kumm. KR 7216

T. terreum 4 (Schaeff.: Fr.) Kumm. KR 7217
(unter Larche)

T. terreum 5 (Schaeff.: Fr.) Kumm. KR 7219%

T. terreum 6 (Schaeff.: Fr.) Kumm. b

T. vaccinum 1 (Schaeff. : Fr.) Kumm. CBS 181.42

T. vaccinum 2 (Schaeff.: Fr.) Kumm. CBS 555.50

T. vaccinum 3 (Pers.: Fr.) Staude GK 2593

T. vaccinum 4(Pers.: Fr.) Staude GK 6514

4 ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, (USA); CBS: Centralbureau voor
Schimmelcultures, Baarn, (Niederlande), GK: G. Kost, Philipps-Universitat, Marburg; KR: K.H.
Rexer; ® gesammelter Fruchtkérper leg./det.: G. Kost;*'Fruchtkérper gesammelt von K.H. Rexer,
Treisbach, Hessen; ® Fruchtkérper gesammelt von K.H. Rexer, Marburg, Hessen, ® Fruchtkérper
gesammelt von H. Haas, Hornberg, Baden-Wiirtemberg; ** Fruchtkérper

gesammelt von G. Kost, Nassereit (Osterreich).
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3. Medien und Anzucht der Organismen

3.1 Medien

Medien bzw. ihre Bestandteile wurden, soweit nicht anders angegeben, durch Autoklavieren

sterilisiert. Nicht autoklavierbare Bestandteile wurden als Stammlésungen mit einem Filter von

0,2 um PorengrdoBe (FP 030/3, Schleicher&Schuell, Dassel) sterilfiltriert. Zur Herstellung von

Agarplatten wurden den Medien, soweit nicht anders angegeben, 15 g/l Agar zugesetzt.

Medium fiir Escherichia coli

LB
(Sambrook et al., 1989)

Medien fiir Tricholoma

10 g Trypticase-Pepton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl ad 1l
H,O; pH 7,0

MMN (Kottke et al., 1987)

Spurenelementlésung:
(Fortin and Piche, 1979)

Dualkulturmedium SF
(Wong and Fortin, 1989)

Spurenelementlésung:

Medium zur Pflanzenanzucht

0,05 g CaCl,; 0,025 g NaCl; 0,5 g KH,PO,; 0,25 ¢
(NH,),PO,; 0,15 g MgSO,x7H,0O; 1 mg FeCl;; 100 pg
Thiamin; 5 g Malzextrakt; 1 g Trypton; 10 g Glucose;

10 ml Spurenelementlésung; ad 11 H,O

3,79 KClI; H3BOg3; 0,859 MnSO,; 0,589 ZnSO,;
0,15g CuSOy; ad 11 H,O

0,25 g CaCly; 0,125 g (NH,),HPO,; 0,75 g MgSO,x7H,0,
1,5 ml 1%ige FeCl;-Lésung in 1% Citronensaure;
0,5ml Spurenelementlésung; 4,8 g MES; pH 5,8; ad 1 | H,O

25 mM H3BO3; 5 mM MnSO,; 5 mM KCI; 2 mM ZnS0O,; 0,5 g
CuSOy,; 15 uM (NH,4)¢Mo,0,4; ad 1 1 H,O

Keimmedium

0,1 g KH,PO,; 0,2 g NH4,NO3; 0,1 gMgSO,x7 H,O; 0,1 g
CaClpx2 H,O; 100 ng FeCly; 2 g PIPES; ad 1 | H,O mit
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NaOH auf pH 7; 10 ml Spurenelementlésung nach Fortin

Medium fur Schizophyllum commune

CYM (Schwalb und Miles, 1967) 0,5 g MgS0O,; 0,46 g KH,PO,; ; 1 g K;HPO,; 2 g Pepton; 20
g Glucose; 2 g Hefeextrakt; pH 6,3; ad 1 | H,O

3.2 Anzucht der Organismen

Sofern nicht anders angegeben, wurde E. coli aerob in LB-Medium bei 37°C angezogen. Je nach
Versuchsansatz wurde das Medium mit Ampicillin (100 ug/ml) oder XGal (40 pg/ml)

komplementiert.

Tricholoma-Kulturen wurden, soweit nicht anders angegeben, aerob bei 20 °C inkubiert.
Flussigkulturen wurden in Erlenmeyerkolben ohne Schitteln gezichtet. Um Anséatze von
Schizophyllum commune-Kulturen zu erhalten, wurden Erlenmeyerkolben aerob ohne Schiitteln
bei 30°C inkubiert.

Dualkulturen von Tricholoma und Picea abies oder Pinus sylvestris. Die Anzucht der
Dualkultur erfolgte modifiziert nach Chilvers et al. (1986) und Duddridge (1986). Fir eine
Keimung der Baumsamen wurden die Kiefer- und Fichtensamen (Staatsklenge Nagold, Baden-
Wirttemberg) zunachst 1 h in Leitungswasser gelegt und anschlieBend 30 min zur
Oberflachensterilisation in 30 % iges H,O, inkubiert. Es wurde dann mit sterilem HoO gespiilt.
SchlieBlich wurden die Samen auf Keimmedium-Platten bei 60 % Luftfeuchte und 20°C kultiviert.
Nach 2 Wochen hatten die Keimlinge Primarblatter ausgebildet und konnten in die
VersuchsgefaBe umgesetzt werden.

Zur Synthese der axenischen Mykorrhiza wurde ein sogenanntes Petrischalensystem (Abb. 10)
verwendet. Daflir wurde der Kiefer- oder Fichtenkeimling auf die mit SF-Mediumagar-Schicht so
aufgebracht, daB sich der SproB zwischen zwei Lagen Cellophanfolie (Einmachhaut) befindet.
Die Primarblatter des Keimlings selbst befanden sich auBerhalb der Petrischale. SchlieBlich
wurde die Versuchsanordnung mit Parafilm sorgfaltig verschlossen und die Petrischale mit
Alufolie  bedeckt, um ein Ergrinen der Wurzeln zu verhindern. Die Petrischalen mit den
Keimlingen wurden so bei 60% Luftfeuchte im Tag-Nacht-Rhythmus bei 20°C/hell und
14°C/dunkel fir 4 Wochen inkubiert bis sich erste Verzweigungen des Wurzelsystems zeigte.
Eine Inokulation erfolgte durch die Zugabe kleiner Agarstliicke des Pilzes und anschlieBende
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Inkubation. Die Wahl dieser Versuchsanordnung erméglicht es nach weiteren 4 Wochen erste
Mykorrizierungen am Wurzelsystem an Kiefer oder Fichte zu erkennen.

4. Molekularbiologische Methoden
4.1 Plasmide

In dieser Arbeit wurde mit den folgenden Plasmiden gearbeitet (Tab. 2).

Tabelle 2: Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
pBluescript KS- Klonierungs- und Expressionvektor mit Stratagene,
hoher Kopienzahl, AmpR Heidelberg
pGEM-T-Vektor Klonierungsvektor mit 3'T-Uberhang zur Promega,
Klonierung von PCR-Produkten Madison, USA
pHyd2-2 3,6 kb EcoRI-Fragment in pBluessript KS diese Arbeit
pHyd7cd 0,32 kb EcoRV-Fragment in pBluescript KS- diese Arbeit
pHydES095 0,95 kb EcoRI-Sall-Fragment in pBluescript KS- diese Arbeit
pHydS17 1,7 kb Sall-Fragment in pBluescript KS- diese Arbeit
pHydS085 0,85 kb Sall-Fragment in pBluescript KS- diese Arbeit
pHydEPQ55 0,55 kb EcoRlI-Pstl-Fragment in pBluescript KS  diese Arbeit
pHydES0,98 0,98 kb EcoRV-Sall-Fragment in pBluescript KS  diese Arbeit

4.2 Praparation von Plasmid-DNA

Flr analytische Zwecke wurde die Standardpraparation angewandt. Flr die Praparation von
gréBeren Mengen oder RNA-freier Plasmid-DNA wurde ein Saulenverfahren verwendet.
(Plasmid-Midi-Praparation).
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Standard-Plasmid-Praparation. Die Standard-Plasmidpraparation wurde nach Birnboim und
Doly (1997), modifiziert nach Ausubel et al. (1995) durchgefiihrt. 1,5 ml Ubernachtkultur wurden
abzentrifugiert, die Zellen in 200 | Sol A (50 mM Glucose; 25 mM Tris/HCI pH 8; 10 mM EDTA)
resuspendiert und bei RT 5 min inkubiert. Zur Zellyse erfolgte die Zugabe von 200 | 0,2 N
NaOH; 1 % SDS mit anschlieBender 5 mindtiger Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 180 |3
M Natriumacetat; pH 5,3 und weiteren 5 min Inkubation auf Eis wurden Zelltrimmer und Proteine
durch Zentrifugation (5 min, 13.000 rpm) abgetrennt. AbschlieBend erfolgte die Fallung der DNA
durch Zugabe von 500 | Isopropanol, 5 min Inkubation bei RT und 10 min Zentrifugation
(13.000 rpm). Das erhaltene DNA-Sediment wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und
in TE (10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgenommen.

Plasmid-Midi-Praparation. Die Durchfihrung erfolgte mit QIAGEN-tip 100-Saulen (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die Bestimmung der Plasmid-DNA Konzentration erfolgte
durch Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm in einem Photometer mit Quarzkivetten.
Eine Aug von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 g pro ml (Sambrook et al., 1989).

4.3 Praparation genomischer DNA aus Tricholoma

Zur DNA-Isolierung wurde eine 100 ml FlUssigkultur angeimpft und stehend fir 4-6 Wochen bei
20°C inkubiert (Wendland et al, 1996). Das gewachsene Myzel wurde mit bidest. H,O
gewaschen und in flissigem Stickstoff zermdrsert. AnschlieBend wurde das pulverisierte Myzel
in 20 ml TES-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8; 10 mM EDTA; 1 % SDS) aufgenommen und 1 h bei
60 °C inkubiert. Nach Abzentrifugieren der Zelltrimmer (12000 rpm fir 10 min) wurde 1
Volumenanteil 5 M Ammoniumacetat zum Uberstand hinzugegeben, 30 min auf Eis inkubiert und
erneut fiir 10 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Die Nukleinsduren wurden aus dem Uberstand
durch Zugabe von 0,7 Volumenanteilen Isopropanol ausgefallt und abzentrifugiert (12000 rpm fir
30 min). Nach Waschen des Sediments mit Ethanol (70 %) und anschlieBendem Trocknen
wurden die Nukleinsduren in 1 ml TE (10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgenommen, mit
20 | RNase (10 mg/ml) versetzt und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Reinigung der DNA wurde
einmal mit Phenol sowie zweimal mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die DNA
wurde dann nach Zugabe von 0,1 Volumenanteilen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumenanteilen

Ethanol (96 %) prazipitiert und abzentrifugiert (12000 rpm fir 30 min). Nach Waschen des
Sediments in Ethanol (70 %) und anschlieBendem Trocknen wurde die DNA in TE resuspendiert.

4.3 Restriktion von DNA

Sofern nicht anders vermerkt, wurden Ansétze mit 20 | Gesamtvolumen angesetzt, die 1 |
Restriktionsenzym (1-15 U/ _I) enthielten. Die Inkubation erfolgte fir eine Stunde in den

entsprechenden Restriktionspuffern nach Angaben des Herstellers. Bei Verdau von genomischer
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DNA wurden Ansatze von 300 | Gesamtvolumen angesetzt, die flir 20 Stunden inkubiert
wurden. AnschlieBend erfolgte Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen gemaB den
Herstellerangaben.

4.5 DNA-Isolierung aus Agarose.

Verwendet wurde das Jetsorb-System (Genomed,Bad Oeynhausen). Das Verfahren beruht auf
dem Schmelzen der Agarose, der Bindung der DNA an eine Silica-Matrix wahrend der folgenden
Waschschritte und schlieBlich der Elution der DNA von der Silica-Matrix. Die Durchfiihrung
erfolgte nach Angaben des Herstellers.

4.6 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 0,8-2 %igen Agarosegelen (Sambrook
et al., 1989) in TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA). Die DNA-Proben wurden in
Ladepuffer (2% Ficoll 400; 0,01% Bromphenolblau; 0,01% Orange G; 0,01% Xylencyanol)
aufgetragen. Es wurde als GréBenstandard Pst | geschnittene -DNA verwendet. Im Anschluf3
an die Gelelektrophorese wurden die Gele 10 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 ug/ml)
gefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert.

4.7 PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte nach dem Standardprotokoll von Innis und Gelfand (1990).
Die DNA wurde in einem Personal-Cycler der Firma Biometra (Gottingen) amplifiziert. Es wurden
Tag-Polymerasen der Firmen Qiagen (Hilden) und Gibco (Eggenstein) nach Angaben der
Hersteller verwendet. Die Oligonukleotide wurden bei MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen und
mit einer Konzentration von 50-100 pmol pro Ansatz (25 bzw. 50 ul) verwendet (Tab. 3). Der
Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 0,5-10 ng DNA; 5 ul 10 x Tag-DNA-
Polymerase-Puffer (500 mM KCI; 100 mM Tris/HCI pH 8,3), 3 ul MgCL (50 mM), 10 pl
Nukleotidmix (je 2 mM dNTP) und 2,5 U Tag-Polymerase. Es wurde auf 50 | Gesamtvolumen
mit H,O aufgefillt. Der Gesamtansatz wurde mit Paraffindl Gberschichtet. Die PCR-Programme
wurden je nach Anwendung in Polymerisationsdauer (1 min/1 kb) und Annealingtemperatur
varriert. Die Denaturierungstemperatur betrug 95°C, die der Polymerisation 72°C.

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide; 5' 3"-Richtung

Bezeichnung Sequenz
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Standardprimer:

Universal (Fw) GTAAAACGACGGCCAGT
Reverse (Rpk) AACAGCTATGACCATG

spezifische Primer:

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
CNL12 CTGAACGCCTCTAAGTCAG
5SA CAGAGTCCTATGGCCGTGGAT
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA
dAdapt. GACTCGAGTCGACATCGA(T):,
Adapt. GACTCGAGTCGACATCG
Hyddeg3 CCICTICC(A/C/G/T)GG(A/C/G/T)
GGITCIAG(T/C)TA | = Inosin
Hyd7for CAGCAACCCGTTTGCTC
Hyd7rev GGCTGACCAAGAAAGCTCC
Hydstart1 ATGTTCTCTAAAGTCGCTCTC
Hydstopp1 CAAGTTGATGGGAGAGCAGCC

4.8 Isolierung von RNA

Zur RNA Gewinnung wurden 2-6 Wochen alte Flussigkulturen, Myzelien von Agarplatten, sowie
frische Fruchtkdrper verwendet (Wendland et al., 1996). Das Myzel oder der Fruchtkérper wurde
mehrmals mit bidest. H,O gewaschen und in flissigem Stickstoff zermérsert. AnschlieBend
wurde das pulverisierte Material in RNA-Extraktionspuffer (1 Volumenteil Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol 49:48:1 und 1 Volumenanteil 4 % SDS; 0,15 M Natriumacetat; pH 5)
aufgenommen, kurz durchmischt und fir 15 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender
Zentrifugation (13000 rpm fiir 10 min) wurde die wassrige Phase dreimal mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (PCI; 24:1:1) extrahiert. Die RNA wurde dann durch Zugabe von 2,5
Volumenanteilen Ethanol (96 %) prazipitiert und abzentrifugiert (13000 rpm fir 15 min). Nach
Waschen mit Ethanol (70 %) wurde die RNA getrocknet und zu 1 bis 5 g/l in DEPC-behandeltes
H,O resuspendiert.
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Um RNA hoher Qualitét fur die cDNA-Synthese zu erhalten wurde, der High Pure RNA Isolation
Kit der Firma Roche (Mannheim) verwendet. Dabei wurde das Pilzmyzel zunachst wie oben
beschrieben aufgebrochen und in dem sauren Phenol-Chloroform-Gemisch inkubiert. Nach
Abzentrifugieren der Zelltrimmer wurden jeweils 200 ul der wassrigen Phase mit 400 pul des
mitgelieferten Lyse-/Bindepuffer vermischt. AnschlieBend wurde nach dem Protokoll des
Herstellers zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Kulturzellen weiterverfahren.

Zur Isolierung von RNA aus Mykorrhizen wurde das Rneasy Kit von Qiagen (Hilden) verwendet
und laut Angaben des Herstellers vorgegangen

4.9 cDNA-Synthese und 3‘-RACE-Technik

Es wurde die Reverse Transkriptase Omniscript der Firma Qiagen (Hilden) verwendet und der
Reaktionsansatz setzte sich nach Angaben des Hersteller aus 2 ul 10xRT-Puffer; 10 U RNAsin;
2 pl Nukleotidmix (je 5 mM dNTP), 100 pmol Hexanukleotide (Roche, Mannheim), 100 ng - 2 ug
RNA und 1 pl Reverser Transkriptase zusammen. Der Ansatz wurde auf 20 ul Endvolumen mit
DEPC-behandeltes H,O aufgefiillt. Die RNA wurde zuvor 5 min bei 55°C denaturiert und auf Eis
gestellt. Der Ansatz wurde anschlieBend fiir 1-2 h bei 37°C inkubiert.

Die 3‘RACE-Technik (schnelle Amplifizierung von 3° cDNA-Enden) entspricht einer RT-PCR,
wobei spezielle Oligonukleotide zur Amplifizierung des 3‘-Endes der cDNA eingesetzt werden.
Dabei wurde zur cDNA-Synthese ein oligodT-Adapterprimer verwendet (Tab. 3). Bei der
anschlieBenden PCR wurde dementsprechend der zugehdrige Adapter sowie ein
genspezifischer Primer eingesetzt. Der Adapter selbst ermdglichte bei der PCR die Verwendung
einer héheren Hybridisierungstemperatur.

4.10 Kompetitive RT-PCR

Far die quantitative Bestimmung der T.t.hyd1-Transkriptmengen in Mykorrhizen von T. terreum-
Kiefer und T. terreum-Fichte wurden jeweils 100 ng Gesamt-RNA zur cDNA-Synthese
eingesetzt. Die Transkripte von T.t.hyd1 wurden detektiert, indem mit den spezifischen Primern
Hydstart1 und Hydstop1 in PCR-Anséatzen das 324 bp groBe Fragment mit cDNA als Template
amplifiziert wurde. Als Kompetitor-DNA wurde das aus genomischer DNA von T.terreum mit den
vorher genannten Primer (Tab. 3) amplifizierte 480 bp groBe Fragment, das zwei Introns
beeinhaltet, verwendet. Die Kompetitor-DNA wurde in der kompetitiven RT-PCR in
verschiedenen Konzentrationen von 0,01 pg -100 pg zugesetzt.

Die préaparierte Gesamt-RNA aus Mykorrhiza enthielt die RNA beider Symbiose-Partner, so daRB
tber eine vorherige PCR mit speziellen Primern und der cDNA als Template die Gesamt-Menge
an cDNA von T. terreum fur die folgenden kompetitiven PCR-Reaktionen bestimmt wurde, um
einen Mengenausgleich an cDNA zu gewahrleisten. Es wurden hierflr die konservierten Primer
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NS1 und NS8 (Tab. 3) in Kontroll-PCR’s verwendet, die die Amplifikation der ribosomalen 18S
Untereinheit der jeweiligen Spezies gwahrleistet. Es folgte ein Restriktionsverdau mit Mbol und
ermoglicht eine Mengenbestimmung der einzusetzenden T. terreum-cDNA in den kompetitiven
Reaktionsansatzen der PCR.

4.11 Klonierung von DNA-Restriktionsfragmenten

Zur Klonierung wurden 1-2 g Vektor- bzw. Insert-DNA geschnitten. AnschlieBend wurde der
Vektor mit SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) dephosphoryliert. Eine Reinigung erfolgte durch
Auftrennung in Agarosegelen und Elution aus dem Gel. Zur Bestimmung der Konzentrationen
der Vektor- und Insert-DNA wurden 5-10 | auf einem Agarosegel aufgetragen und die
Konzentrationen im Vergleich zur Bandenstarke des Markers abgeschatzt. Die Ligation wurde
bei 14°C in einem Volumen von 10 | durchgefihrt.

4.12 DNA-Sequenzierung

Fir die Sequenzierung wurde die zyklische Sequenzierung mittels PCR unter Verwendung
fluoreszenz-markierter Primer durchgefiihrt (MWG-Biotech, Ebersberg). Es wurde der
Thermosequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP der Firma
Amersham (Braunschweig) eingesetzt. Pro Reaktion wurden 0,5 g/kb DNA eingesetzt. Die
Analyse der Sequenzreaktion erfolgte mit einem automatischen Sequenziergerat (LI-COR, DNA
Sequencer Model 4000, MWG-Biotech, Ebersberg).

4.13 Phylogenetische Analyse

Zur Ermittlung von Sequenzhomologien wurden die erhaltenen Sequenzen mit CLUSTAL V
(Higgins and Sharp, 1988) einem Alignment unterzogen. Das Alignment aller
Sequenzinformationen wurde Uberprift und optimal angeglichen. Bootstrap-Analysen und die
Aufstellung und Konstruktion phylogenetischer Stammb&ume wurde mit dem Computer-
Programm PHYLIP 3.5c durchgefihrt (Joseph Felsenstein, University of Washington, U.S.A). Die
Nukleotidvariation der Sequenzen wurde mit der ,maximum parsymony*“- Methode* analysiert.

4.14 Transfektion von E. coli

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 500 ml LB-Medium mit einer Uber Nacht
gewachsenen Kultur 1:10 angeimpft (Ausubel et al., 1995). Die Kultur wurde bei 37°C unter
Schiitteln aerob bis zum Erreichen einer ODgy = 0,5-0,6 inkubiert. Nach einer Inkubation von 15
min auf Eis wurden die Zellen abzentrifugiert (4000 rpm, 10 min, 4°C) und mit 1 Volumen
sterilem H,O resuspendiert. Nach einer anschlieBenden Zentrifugation wurden die Zellen mit 0,5
Volumen H,O aufgenommen. Es folgte dann ein Waschschritt mit 10 % Glycerin, um dann
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anschlieBend das Zellsediment mit 3-4 ml 10 % Glycerin zu resuspendieren. Es wurden Aliquots
zu je 50 _|in Eppendorfcups in einem Ethanol/Trockeneis-Bad bei -70°C schockgefroren und bis
zur Verwendung bei -80° gelagert. Fir die Transformation wurden die auf Eis aufgetauten Zellen
mit der vorher auf Dialyse-Membran entsalzten DNA vermischt und in Elektroporationskivetten
mit Hilfe eines Gene Pulser (BioRad) bei 2,5 kV; 25 F und 200 _ elektroporiert. Nach Zugabe
von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert und dann auf vorgetrockneten
Selektiv-Agarplatten ausplattiert.

4.15 Protoplastierung von Tricholoma

Fir die Protoplastierung nach Kropp und Fortin (1986) wurden 4 Wochen alte Kulturen von
Tricholoma verwendet und in einem Labormixer (waring blender 8011, neoLab, Heidelberg) bei
maximaler Geschwindigkeit fir 1 min zerkleinert. Es wurden Erlenmeyerkolben mit 40 ml MMN-
Medium und 10 ml Myzelsuspension angeimpft und flir 4 Tage auf einem Schittler bei 20°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Myzel zentrifugiert und zweimal mit osmotisch stabilisierter
Lésung (0,6 M Mannitol pH 5,8 mit 0,05 M Maleinsdure-NaOH) gewaschen. Nach Zugabe von
Novozymldésung (10 mg/ml lytisches Enzym aus Trichoderma harzianum; SIGMA) in 0,6 M
Mannitol erfolgte eine Inkubation fir 6 h bei 30°C unter leichtem Schutteln. AnschlieBend wurde
die lytische Lésung durch ein 45 um- und dann durch ein 30 um Nylongewebe gegeben. Die
filtrierte L&ésung wurde fir 20 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das resultierende Protoplasten-
Sediment wurde zweimal in der osmotisch stabilisierten L6sung gewaschen und zentrifugiert. Die
Protoplasten wurden in fliissigem MMN (stabilisiert mit 0,6 M Mannitol) Gberflhrt und nach einer
Woche Regeneration bei 20°C auf MMN-Agarplatten ausplattiert. Zur Isolierung von
monokaryotischen Kulturen wurden nach 1-2 Wochen erste erkennbare Myzelien auf frische
MMN-Agarplatten Gberimpft.

4.16 DNA-DNA-Hybridisierung (Southern Blot-Analyse)

Nach einer Agarosegelelekirophorese wurde die DNA zur Herstellung von Einzelstrdngen
zundchst denaturiert und anschlieBend neutralisiert, indem das Agarosegel 20 min in 0,25 M
HCI, 30 min in Denaturierungslésung (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH), und 20 min in
Neutralisierungslésung (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris/HCI pH 8,0) geschittelt wurde. Der Transfer der
DNA auf die Membran erfolgte durch Kapillarkrafte nach dem Prinzip von Southern (1975), die
Durchfiihrung wie in Ausubel et al. (1995) beschrieben. Die Fixierung der DNA an das
Membranmaterial erfolgte durch UV-Quervernetzung.

Die Herstellung radioaktiv markierter Sonden erfolgte durch Anbinden von Hexanukleotiden an
durch Hitze denaturierte DNA (50-100 ng) und von dort ausgehende Neusynthese des
Gegenstrangs unter Verwendung eines radioaktiv markierten Triphosphats (Feinberg und
Vogelstein, 1984). Der Markierungsansatz setzte sich sich zusammen aus 12,5 ul DNA-L&sung;
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4,0 ul 5xKlenowpuffer; 0,8 ul BSA; 1,0 ul Klenow-Fragment und 2 ul of*2P]-dATP (10 mCi/ml).
Die Markierungsreaktion wurde fir 2 h bei 37°C inkubiert. Die freien Nukleotide wurden mit Hilfe
von S-200 Anionenaustauschersaulen der Firma MoBiTec (Goéttingen) nach Angaben der
Herstellers entfernt.

Zur Hybridisierung wurde die Membran zunachst mit der Hybridisierungslésung ohne Sonde (7
% SDS; 0,5 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0) 30 min prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte
mit der durch 10 minltiges Kochen denaturierten Sonde fir 12 h bei der jeweiligen Temperatur.
Es folgten 2 Waschschritte bei der Hybridisierungstemperatur mit dem Waschpuffer (0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,0; 1 % SDS). Die Detektion erfolgte durch das Auflegen eines
Rontgenfilmes fur mindestens 24 h und der Entwicklung des Films.

4.17 Koloniehybridisierung

FOr die Koloniehybridisierung wurden LB-Platten verwendet, die 100-200 E. coli-Kolonien
aufwiesen. Die Kolonien wurden auf Nylonmembranen Ubertragen und die Membran nach
Anleitung des Herstellers behandelt. Die DNA wurde durch UV-Quervernetzung auf die
Membranen fixiert. Die Prahybridisierung bzw. die Hybridisierung erfogte wie in 4.16 beschrieben
(Southern-Hybridisierung). Die Detektion erfolgte mittels Autoradiographie auf Réntgenfilmen.
Positive Kolonien wurden wiederholt vereinzelt, wobei nach jeder Vereinzelung eine erneute
Detektion mittels Hybridisierung erfolgte.

4.18 DNA-RNA-Hybridisierung (Northern Blot-Analyse)

Zur Auftrennung der RNA wurden denaturierende Agarosegele (1,2 % in 1x MOPS; 3 %
Formaldehyd) verwendet, die die Auflésung von Sekundarstrukturen gewahrleisten (Sambrook et
al., 1989). Je 4,5 ul RNA wurden mit 3,5 ul Formaldehyd, 2 ul 10x MOPS (0,4 M MOPS; 0,1 M
Natriumacetat; 0,01 EDTA; pH 7) sowie 10 ul Formamid vermischt und fir 15 min bei 60°C
erhitzt. Nach dem Abschrecken auf Eis wurden den Proben 1/10 Formamid-Laufpuffer (10 mg
Xylencyanol FF; 10 mg Bromphenolblau; 200 ml 0,5 M EDTA; pH 7,0; 10 ml Formamid)
zugesetzt. Die Auftrennung der RNA erfolgte fir etwa 2-3 h bei 100 V. Der Transfer der RNA auf
Nylonmembran erfolgte flr 2 h mittels eines abwarts gerichteten Kapillarblots mit 20xSSC (0,3M
Natriumcitrat; 3 M NaCl). Eine Fixierung erfolgt durch eine UV-Quervervetzung. Der Transfer der
RNA kann durch eine Methylenblauférbung Uberpruft werden. Hierzu wurde die Membran fir 10
min in 50 mM NaOH gelegt und anschlieBend far 60 sec in 0,3 M Natriumacetat pH 5,2/0,03%
Methylenblau inkubiert. Die Entfarbung der Membran wurde durch mehrmaliges Waschen mit
dest. Wasser erreicht. Die Hybridisierung der Membran mit einer denaturierten, radioaktiven
Sonde in Hybridisierungspuffer (50 mM PIPES pH 6,5, 100 mM NaCl; 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,0; 1 mM EDTA; 5% SDS) erfolgte lber Nacht bei 65°C.
AnschlieBend wurde die Membran zweimal mit Northern-Waschlésung (5% SDS; 0,015 M
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Natriumcitrat; 0,15 M NaCl) gewaschen. Es folgte eine Autoradiographie der Membran fir 1-2
Tage und die Entwicklung der Filme.

5. Biochemische Methoden

5.1 Reinigung von Hydrophobinen

Es wurde der Uberstand einer 2 Monate stehenden Tricholoma-Kultur vom Pilzmyzel durch eine
Zentrifugation (10000 rpm, 30 min) geklart.Der Uberstand wurde anschlieBend fir mindestens 5
min in einem Labormixer (waring blender 8011, neolLab, Heidelberg) bei maximaler
Geschwindigkeit mit Luft durchmischt. Das durch eine Zentrifugation bei 12000 rpm fir 30 min
gewonnene Sediment wurde mit H,O zweimal gewaschen und getrocknet. Es erfolgte eine
Extraktion mit eiskalter Trifluoressigsaure fir 2 h bei 4°C. Nach einer erneuten Zentrifugation
wurde die Lésung mittels eines PreBluftstrom getrocknet. Das getrocknete Material wurde in
0,1M Tris/HCI pH 8,0; 60% Ethanol resuspendiert und anschlieBend von nicht lésbaren
Bestandteilen durch Zentrifugation gereinigt. Zur Reinigung von Hydrophobinen aus
Zellwandmaterial wurde das Myzel mit flissigem Stickstoff aufgebrochen und in einem
Extraktionspuffer (2% SDS; 0,05 M Tris/HCI pH 6,8) aufgenommen. Die Suspension wurde
anschlieBend fir 10 min gekocht. Das nach Zentrifugation gewonnene Sediment wurde viermal
mit H,O gewaschen und getrocknet. Das weitere Vorgehen entspricht dem vorher genannten
Ablauf.

5.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Die Analyse wurde mit dem
Bradford-Reagenz (SIGMA, Deisenhoffen) durchgefiihrt. Die Proteinprobe oder Standardprobe
(0,5-5 ug Protein/ul) wurde mit 1 ml des Reagenz versetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde
die Extinktion der Lésung bei 595 nm bestimmt. Zur Aufstellung einer Eichgeraden diente
Rinderserumalbumin als Standard.

5.3 Proteingelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

Zur Detektion der Hydrophobin-Proteine und zur Bestimmung der apparenten molekularen
Masse unter denaturierenden Bedingungen wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) nach Laemmli (1970) durchgefihrt. Die Elekirophorese erfolgte mit einer BIO-RAD-

Tabelle 4: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Lésung Acrylamid-Endkonzentration



Material und Methoden

25

Trenngel (12 %)

Trenngel (15%)

Sammelgel (4%)

30% Acrylamid/

0,8% Bisacrylamid 6,0 ml 7,5 ml 0,65 ml

4x Tris/HCI/SDS 3,75 ml; pH 8,8 3,75 ml; pH 8,8 1,25 ml; pH 6,8
dest. Wasser 5,25 ml 3,75 ml 3,05 ml
TEMED 10 ul 10 l 5 pl

10 % Ammonium- 50 ul 50 wl 25 ul

persulfat

Elektrophorese-Apparatur (Mini-Protean Il). Die Zusammensetzung der Gele (8,3x5x0,05 cm) ist
in Tabelle 4 aufgefihrt. Die Proteinprobe wurde mit Probenpuffer (0,05 M Tris/HCI pH 6,8; 2%
SDS; 5% Mercaptoethanol, 10 % Glycerin; 0,01% Bromphenolblau) versetzt und je nach Probe
10 min bei 95 °C oder bei RT inkubiert. Diese Probenlésungen (je 20 ul) wurden auf die Spuren
aufgetragen. Es wurde zunachst eine Spannung von 80 Volt fir 15 min, dann 140 Volt fir ca. 60
min angelegt. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald der Bromphenolblaumarker das untere
Ende des Gels erreicht hatte. Der Elektrodenpuffer bestand aus 25 mM Tris/HCI pH 8,8; 192 mM
Glycin und 0,1% SDS. Als ProteingréBenstandard wurde ,High Molecular Weight Standard
Mixture for SDS Gel Electrophoresis® der Firma SIGMA (Deisenhofen) geldst in Probenpuffer
verwendet.

5.4 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung wurde nach der Methode von Blum et al. (1987) durchgefliihrt. Zunachst
wurden daflr die Gele Uber Nacht fixiert. Die verwendete Fixier-Lésung bestand aus 50 %
Ethanol, 12 % Eisessig und 0,2 % Formaldehyd. Nach dem Fixieren wurden die Gele dreimal 20
min in 50 %igem Ethanol gewaschen, anschlieBend maximal 60 s in 0,01%iger
Natrimthiosulfatlésung gespult. Es folgte 20 min Inkubation in einer Farbelésung (0,1%
Silbernitrat und 0,03 % Formaldehyd), worauf die Gele dreimal 20 s mit Wasser gewaschen
wurden. Die Gele wurden anschlieBend in Entwickler (0,28 M Na,COgj, 12 uM Na,S,05 und 0,01
% Formaldehyd) inkubiert. Die Reaktion wurde bei Erreichen der gewlnschten Farbintensitat
durch Waschen mit Wasser und Inkubation in 10 mM EDTA gestoppt.

5.5 Immunodetektion von Proteinen (Western Blot-Analyse) und N-terminale

Sequenzierung
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Fir die Immunodetektion der Hydrophobin-Proteine wurde eine Westernblot-Analyse
durchgefiihrt. Die zu untersuchenden Proteinlésungen wurden dafiir zuerst einer SDS-PAGE
unterzogen. AnschlieBend wurde Filterpapier und Nitrocellulose fur den Transfer auf eine
Membran auf GelgréBe zugeschnitten. Das Gel und die zugeschnittenen Materialien wurden
zuerst in Blotpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin und 20 % Methanol) gelegt. Der Aufbau erfolgte,
indem zuerst das in Blotpuffer getrénkte Filterpapier in 6 Lagen auf die Apparatur gelegt wurde,
anschlieBend die Membran, das Gel und zum AbschluB 6 Lagen Filterpapier. Die Materialien
muBten sorgsam mit Puffer getrankt werden, um einen optimalen StromfluB zu gewahrleisten.
Der Transfer wurde bei einer Stromstirke von 1 mA/cm? mit einer Semi-Dry Blotapparatur
(Transblot SD, BioRad, Miinchen) fir 1-2 h durchgeflhrt.

Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran dreimal 10 min mit PBS (10 mM Na,POy;
150 mM NaCl pH 7,2) gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran 30 min in
Blockierungslésung (2% BSA in PBS) inkubiert. Nach dem Entfernen der Blockierungslésung
wurde die Membran in dem mit 1 % BSA in PBS verdinnten anti-Kanninchen Sc3- oder Sc4-
Antikdrper (1:1000) Uber Nacht inkubiert. Diese Seren waren gegen die Hydrophobine Sc3 oder
Sc4 aus Schizophyllum commune gerichtet und wurden uns freundlicherweise von Prof. J. G. H.
Wessels, (Groningen, Niederlande) zur Verfigung gestellt. Nicht gebundener Antikérper wurde
durch mehrmaliges Waschen mit PBS, das 0,1% Triton X-100 enthielt, entfernt. Als
Sekundarantikérper wurde mit Peroxidase konjugierte anti-Kanninchen-Immunglobuline (SIGMA,
Deisenhofen) verwendet. Die Membran wurde 1 h mit in 1% Milchpulver in PBS verdlnnten
Sekundarantikdrper (1:1000) inkubiert. Es folgten mehrere Waschschritte mit 0,1% Triton X-100
in PBS. Die Detektion erfolgte mit dem ECL Kit (Amersham, Braunschweig) laut Angaben des
Herstellers.

Fir eine N-terminale Aminosaure-Sequenzierung des Hydrophobin-Proteins wurde nach SDS-
PAGE die Proteine auf eine PVDF-Membran bei 0,8 mA/cm? fiir 2 h mit Blotpuffer gebloted.
AnschlieBend wurde der Blot mit 0,1 % Coomassie brilliant blue R 250 in 50 % Methanol gefarbt.
Zur Entfarbung wurde 40 % Methanol verwendet. Die blau angeféarbte proteinhaltige Bande des
Blots wurde nach mehrmaligen Waschen mit bidest. H,O in einem PTH Analysator (Applied
Biosystems) zur Analyse der Aminosauresequenz ausgewertet.

6. Mikroskopische Methoden

6.1 Farbung von Tricholoma mit DAPI

Zur Kernfarbung wurde DAPI verwendet. Es wurden Myzelstliicke in PME (50 mM PIPES pH 6,7;
25 mM EGTA pH 8,0; 5 mM MgSQO,) mit 8 % Formaldehyd fur 1 h bei RT inkubiert. Nach drei
Waschschritten mit PME und der Zugabe von 5 ug/ml DAPI in 1% Triton x 100 wurden die
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Objekte mit 50 % Glycerin in 0,1 M Tris pH 8,0 beschichtet (Fischer and Timberlake, 1995). Die
Analysen der Objekte erfolgten an einem Axiophot Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss
(Jena).

6.2 Praparation von Mykorrhizen fiir die Hellfeld-bzw. Fluoreszenzmikroskopie

Die frisch geernteten Mykorrhizen wurden aus den Petrischalensystemen entnommen und auf
vorbereitete Metallscheiben gelegt. Die Mykorrhizen wurden anschlieBend in wasserléslichen
Tissue-Tec (Sakura Finetek, USA) bei einer Boxtemperatur von —24°C fir 1 h eingefroren. Die
Herstellung von Schnitten erfolgte dann in einem Gefriermikrotom (2800 Frigocut-E, Leica) bei
-22°C mit 10-40um Schnittdickevarianz. Die hergestellten Schnitte wurden auf mit Poly-L-Lysin
vorbereitete Objekttrager aufgebracht und angetrocknet. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte
eine Lagerung bei —70°C.

6.3 Praparation von Mykorrhizen fir die Immunfluoreszenzmarkierung von

Proteinen

Fir die Lokalisierung von Proteinen in Mykorrhiza-Schnitten wurde im wesentlichen dem
Protokoll von Fischer und Timberlake (1995) gefolgt. Schnitte wurden zuerst mit PME-Puffer (50
mM PIPES pH 6,7; 25 mM EGTA pH 8,0; 5 mM MgSO,) gewaschen und anschlieBend fur 15
min bei RT in Fixierldésung (PME mit 4% Formaldehyd) fixiert. Dann erfolgten mehrere
Waschschritte mit PME. Durch einen Verdau mit Novozymlésung (plus 50% EiweiB) wurde die
Zellwand permeabel gemacht. Es folgten wieder Waschschritte und Inkubation mit Extraktions-
Lésung (100 mM PIPES; 25 mM EGTA; 0,1% Nonidet P-40) und Behandlung mit Methanol bei
—20°C. Nach Inkubation mit Blocking-Lésung (TBS + 3% BSA) fir 30 min wurde Uber Nacht mit
den jeweiligen Erstantikdrper in einer 1:1000-Verdinnung behandelt. Nach verschiedenen
Waschschritten mit TBS (60 mM Tris/HCI pH 7,4; 200 mM NaCl) + 0,1% Tween 20 folgte die
Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Zweitantikdrper (Cy3-markiert, 1:100; SIGMA;
Deisenhofen). Zum Mikroskopieren wurden den Proben anschlieBend Mounting-Medium (0,1 M
Tris/HCI pH 8,0; 50% Glycerin) aufgetropft und mit Deckelglaschen versehen. Die Analysen der
Objekte erfolgten an einem Axiophot Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss (Jena).
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IV. Ergebnisse

1. Systematik und phylogenetische Beziehungen innerhalb von
Tricholoma

Die Bereiche der ITS-Sequenzen, die im Genom die Region zwischen 17S und 25S rRNA
inklusive der kompletten Sequenz der 5.8S rRNA umfassen, wurden zu phylogenetischen
Analysen herangezogen. Dieser molekularbiologische Ansatz sollte zwischen 13 verschiedenen
Spezies von Tricholoma zur Klarung verwandtschaftlicher Beziehungen dienen. Als
phylogenetisch verwandte, distinkte Gattung der Tricholomataceen wurden zwei Cortinarius-
Stdmme, sowie der zu den Schizophyllales gehérende Basidiomycet Schizophyllum commune
fir die molekulare Analyse ausgewahlt. Um Variabilitdt innerhalb einer Spezies zeigen zu
kénnen, wurden mehrere Isolate verschiedener Stdmme von T. terreum zur Untersuchung
herangezogen. AuBerdem sollte der Bereich des IGS (intergenic spacer), der die Region
zwischen der 25S und der 5S rRNA einschlieBt und gréBere Variabilitdt besitzen kann, zur

weiteren Aufklarung der Taxonomie innerhalb einiger Tricholoma-Arten dienen.

1.1 Amplifikation von ITS-rRNA

Zur Amplifikation des ITS (internal transcribed spacer) wurden die Primer ITS1 und ITS4 (Tab.
3), die aus konservierten Bereichen der rRNA-Gene abgeleitet wurden, in PCR-Reaktionen
verwendet. Es wurden Stdmme von Tricholoma argyraceum, T. batschii (syn. T. fraticum), T.
equestre (sensu strictu), T. imbricatum, T. nictitans, T. orirubens, T. portentosum, T.
pseudonictitans, T. robustum, T. scalpturatum, T. sejunctum, T. terreum und T. vaccinum zur
Amplifizierung der rRNA-Sequenzen verwendet. Dafir wurde genomische DNA von
verschiedenen Stammen der 13 Tricholoma-Arten, von Cortinarius hercynicus und Cortinarius
atrovirens, sowie von Schizophyllum commune aus frischen Fruchtkérpern, Herbarmaterial oder

Myzelien prapariert.

Die PCR-Amplifikationen des ITS-Bereichs (ITS1, 5.8S und ITS2) der insgesamt 20 Isolate von
Tricholoma, Cortinarius und S. commune ergab jeweils eine einzelne DNA-Bande, die in einem
1%igen Agarosegel mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht wurde (Abb. 4). Fast alle amplifizierten
ITS-Produkte von Tricholoma besaBen die GrdBe von 680 bp, die GroBe der korrespondierenden
Fragmente der Cortinarius-Stamme betrug 700 bp, die von S. commune 580 bp. Durch die

GroéBen-Uniformitat der Tricholoma-Fragmente konnten zunachst keine weitere Aussage
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getroffen werden. Ein Langenpolymorphismus war innerhalb der Gattung Tricholoma nur fiir die
Isolate T. robustum und T. portentosum erkennbar, die beide auf langjahrig kultivierte Isolate aus
Stammsammlungen zurlickgehen. Eine direkte Sequenzierung der ITS-Produkte von insgesamt
28 Isolaten wurde durchgefihrt, um genauere Angaben zu ermdglichen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abb. 4: Gelelektrophorese amplifizierter ITS-Regionen verschiedener Isolate von Tricholoma,
Cortinarius und Schizophyllum. Spur M: Marker (Pstl geschnittene A-DNA), Spur 1: T. orirubens, Spur 2:
T. nictitans, Spur 3: T. pseudonictitans, Spur 4: T. vaccinum GK 6514, Spur 5: T. batschii, Spur 6: T.
equestre ATCC 366.48, Spur 7: T. vaccinum GK 2593, Spur 8: T. imbricatum, , Spur 9: T. vaccinum CBS
181.42, Spur 10: T. terreum KR 7216, Spur 11: T. argyraceum, Spur 12: T. scalpturatum, Spur 13: T.
portentosum GK 541, Spur 14: T. sejunctum GK 735, Spur 15: T. sejunctum CBS 368.47, Spur 16:
Cortinarius hercynicus, Spur 17: Cortinarius atrovirens, Spur 18: Schizophyllum commune, Spur 19: T.
robustum, Spur 20: T. portentosum CBS 367.47.

1.2 Amplifikation von IGS-rRNA

Der Bereich der IGS (intergenic region), der sich zwischen der 25S rRNA und der kleinen 5S
rRNA befindet, kann sich durch gréBere Variabilitdt als der des ITS-Bereiches im Genom
hervorheben. Es sollte Uberprift werden, ob innerhalb der Tricholoma-Spezies ein
Langenpolymorphismus des IGS-Bereichs existiert. Dafir wurden acht Stdmme ausgewahlt, die
u. a. als vegetative Myzelien im Labor vorlagen (Tricholoma argyraceum, T. equestre, T.
orirubens, T. vaccinum, T. terreum, T. sejunctum, T. portentosum und T. robustum). Die
Amplifizierung der IGS wurde mit dem Primerpaar CNL12 und 5SA (Tab. 3) durchgefuhrt und
ergab fur jede Spezies eine einzelne Bande. Die GrdBe der IGS variierte mit 480 bp, 520 bp und
1,0 kb (Abb. 5). Bei den funf Tricholoma-Arten, bei denen eine Uniformitédt der ITS-Region
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auftratt, zeigten auch eine GrdBenuniformitat des IGS. Ein Langenpolymorphismus der IGS-
Regionen innerhalb Tricholoma war also nicht vorhanden. Die GrdBenunterschiede der IGS-
Bereiche zweier weiterer Stamme (T. portentosum und T. robustum) deckt sich mit dem Ergebnis
aus der Untersuchung des ITS, ein weiteres Isolat (7. sejunctum) erscheint hier ebenfalls mit
abweichender IGS-Lénge.

kb

0,51 —

Abb. 5: Gelelektrophorese amplifizierter 1GS-Bereiche von Tricholoma-Spezies. Spur M: Marker
(Pstl-geschnittene 1 -DNA, Spur 1: T. argyraceum, Spur 2: T. equestre ATCC 366.48, Spur 3: T. orirubens
GK 1175, Spur 4: T. terreum KR 7216, Spur 5: T. vaccinum GK 6514, Spur 6: “T. sejunctum" CBS 368.47,
Spur 7: “T. portentosum" CBS 367.47, Spur 8: “T. robustum".

1.3 Sequenzvariabilitat der ITS-Region innerhalb mehrerer Isolate von Tricholoma

terreum

Nachdem die Aufrennung der Amplifikate fir IST und IGS keine Unterscheidung erlaubte, wurde
die Variabilitdt innerhalb einer Spezies Uberprift, indem sechs lIsolate von T. terreum aus
verschiedenen Herkunftsbereichen untersucht wurden. Die analysierten Fruchtkdrper wurden
aus verschiedenen Regionen gesammelt (7. terreum 2-6), oder als Myzelien von
Kultursammlungen bezogen (T. terreum 1). Die Sequenzen der ITS-Produkte wurden zunédchst
einem Alignment unterzogen (Abb. 6). Das Alignment zeigte hohe Sequenzidentitdten innerhalb
der 5.8S rRNA mit Ausnahme von 2 variablen Stellen am 3'-Ende der rRNA-Sequenz. Der
Vergleich von jeweils zwei Stdmmen zeigte 2 bis 32 Divergenzen in den insgesamten 604
Nukleotiden, so daB prozentuale Unterschiede von 0,3 - 5,3 % innerhalb des ITS1-5.8S rRNA-
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Abb. 6: Alignment von ITS1, 5.8S rRNA und ITS2 von sechs T. terreum-Isolaten. Die 5.8S rRNA Sequenz
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ITS2 -Bereichs der Stamme von T. terreum auftraten (Tab. 4). Es konnte damit gezeigt werden,
daB alle Stamme zu einer Art gehdren, obwohl sie entweder von Kultursammlungen stammten,
oder aus Fruchtkérpern isoliert worden waren, die in unterschiedlichen Regionen Osterreichs
oder Deutschlands gesammelt wurden. Diese geringe Divergenz zeigte sich auch bei zwei T.
terreum-Isolaten, die mit Kiefer und Larche assoziiert gefunden wurden (7. terreum 4/Larche und

T. terreum 3/Kiefer).

Aufgrund der bestehenden Homogenitat aller Isolate erfolgte die Auswahl eines T. terreum-
Stammes, um erste Kulturversuche zur Kultivierung der Ektomykorrhiza unter axenischen
Bedingungen durchfihren zu kénnen. Daflr wurde T. terreum 3 ausgewahlt, der aus frischen
Fruchtkérpermaterial isoliert wurde und als vegetatives Myzel vorlag.

Tabelle 4: Vergleichsmatrix von sechs Tricholoma terreum-lsolaten (Abb. 6). Insgesamte vorgegebene
Differenz in % (links), sowie Abweichungen der Nukleotidsequenzen (rechts).

T. terreum’ T. terreum’ T. terreum' T. terreum’ T terreum’ T. terreum’
T. terreum’ - 2 16 16 14 9
T. terreum’ 0,3% - 14 23 12 6
T. terreum’  2,6% 2,3% - 26 22 13
T. terreum’  2,6% 3,8% 4,3% -~ 32 22
T. terreun’ 2,3% 2% 3,6% 5,3% — 15
T. terreum®  1,5% 1% 2,1% 3,6% 2,5% -

1.4 Phylogenetische Analyse von ITS1, der 5.8S rRNA und ITS2

Das Alignment sechs verschiedener ITS-Fragmente von T. terreum veranschaulichte die
bestehende enge Verwandtschaft innerhalb dieser Spezies aus Tricholoma. Um aber einen
Uberblick der Verwandtschaftsbeziehungen mehrerer Spezies von Tricholoma zu erhalten,
wurden noch weitere ITS-Sequenzen aus 13 Spezies einem Homologievergleich unterzogen. S.
commune und Cortinarius wurden in diese Homologieanalyse als divergent verwandte
Basidiomyceten mit einbezogen. Es zeigte sich, wie erwartet, daB die Variabilitat der ITS1- und
ITS2- Bereiche innerhalb der verschiedenen Spezies deutlich zunimmt, die Homologie aber
innerhalb der 5.8S rRNA (Abb. 7) erhalten bleibt.
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20

o AACCTGAT-GGA
2 o AACCTTCT-GGG
3 AACCTTCT-GGG
4 AACCTGAT-GGG
S e AAACCTGAT-GGG
6 ————— AACCTGAT-GGG
T TARACCTGAT-GGG
8 e AAACCTGT-—-—-
L AACCTGAT-GGG
10 o o ACCTGAT-GGG
11 AACCTGAT-GGC
12 AACCTGAT-GGG
13 AACCTGAT-GGG
4 AACCTGGG-CAA
15 AACCTGAG-TGG
16 TTGAATAAAGCTTGGTTAGG
e AACCT-AT-G—-
18 AAACCT-AT-GGG
19 - AAACCTGAT-GAG
20 ——m - AACCTGA--GG—
21 AAACCTGAT-GAG
22 - AACCT-AT--GT
23 o TAAACCTGTAGTGG
24 AACCTGAT-GGG
25 o TAARACCTGAT-GG-
26 - TAAACCTGAT-GGG
27 ————AATAAACCTGATGGAG
28 ———-AATAAACCTGATGCGG
29 ATAAACCTGA-—--G
120

1 —— TG-TGCACC
2 e TG-TGCACC
3 —mm—mm - TG-TGCACC
4 o TG-TGCACC
I TG-TGCACC
6 ——————————— TG-TGCACC
7 —mm - TG-TGCACC
8 o TG-TGCACC
9 ——mm————- TG-TGCAC-
10 ——————————— TG-TGCACC
11 ——————————- TG-TGCACC
12 ——————m o TG-TGCACC
13 - TG-TGCACC
14— TG-TGCACT
15 - AG-TGCACT
16 ——— - TG-TGCACA
17 - TG--GCG—-
18 ———mmmm - CG-GGCACC
19 ——————————- TG-TGCACC
20 TT----CTT--TG-TGCCCC
21 TT-———-—- CTTGCTGCCCC
22 TG-——————————- TGCCCC
23 —————m - TG-TGCACT
24 ——m——mmm e TG-T-CACC
25 —————- TCACATG-TGCACC
26 ——————————- TG-TGCATC
27 —————m - TG-TGCACT
28 ———————m e TGGTG-——-
29 GT-——————————~ TGC———

Abb. 7.1

40

-T--TG-TTGC--TGGC-TC
—T--TG-TTGC--TGGC-TC
-T--TG-TTGC--TGGC-TC
—T--TG-TTGCG-TGGC-TC
-T--TG-TTGC--TGGC-TC
—T--TGGTTGC--TGGC-TC
-T--TG-TTGCT-GGGG-TC

———-TTGTTGC--TGGC-TT
GTGATG-TTGC--TGGC-TC
———TTG-TTGCTACCGC-TC
———TTG-TTGCT-TGG—--TC
———TTG-TTGCAGTGG--TC
G-—-GTGGAGG---GGCC-TC
—-——TTG-TAGC--TGGC-TC
———TTG-TCGC--TGGC-TC
———TTG-TTGGG-CGGC-TG
———TTG-TTGC--GGCC-TG
———TTG-TTGC--TGGC-TC
————— G-—-GCATGTGC-AC
———-GGCTTG----TGC-AC
————-TGTTGGC--GGCC-TG
—-——TTG-TAGC--TGGC-TC
T--ATG-TTGC--TGGC-TC
———TTG-TTGC--TGGC-TC
———TTG-TTGC--TGGC-TC
—-——TTG-TAGC--TGGC-CT
———TTG-TTGC--TGGCCTC
———TTG-TAGC--TGGCCTT
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——TTCTGT-AGACC-TGG-A
——TTCTGT-AGACC-TGG-A
——TTCTGT-AGACC-TGG-A
——TTCTGT-AGACC-TGG-A
——TTCTGT-AGACC-TGG-A
——TTCTGT-AGACC-TGG-A
——TTTTGT-AGACC-TGG-A
——TTTTGT-AGACC-TGG-A
——TTTTGT-AGACC-TGG-A
——TTTTGT-AGACG-TGG-A
——TTTTGT-AGACC-TGG-A
——TTTTGT-AGAGC-CTG-A
——TTTTGT-AGAGC-CTG-A
——TTTTGT-AGACT-TTG-G
——TTTTGT-AGACT-TGG-G
——TTTTGT-AGGCT-TGG-A
————————— AGACA-GCA-A
T-TCTTGG-AGACC-TTG-G
G-TTTTGT-AGACC-TGG-A
——TTTTGTAAGACT-TGG-A
CCTTTTGGAAGACC-CGG-A
CCTTTTAAGACCCCTCGG-A
——TCTTGT-AGACTTTGGGA
——TTTTGT-AGACC-TGG-A
——TCTTGT-AGACT-TTGA-
——TTTTGT-AGACCTTGG-G
——TACTGT---AGGTTGG-—

60

T--CAGGA-—GCATG-TG-
T--CAGGA-—GCATG-TG—-
T--CAGGA-—GCATG-TG-
T--CAGGA-—GCATG-TG—-
T--CAGGA-—GCATG-TG-
T--CAGGA-—GCATG-TG—-
T--CCGGG——GTATG-TG—
T--CCGGG-—GCTTG-TG—
T--TCGGA-—GCATG-TG-
T--TCGGA-—GCATG-TG—
——-TCGG—-——GCATG-CG—
G--TCGGA-—GCATG-TG—
G--TCGGA-—TCATG-TG-
GG-CGCTG-—GCATG-TG—
T--CGAGA-—GCATG-TA-
TC-CG-GG-—GCATG-TG—
G-—-CGGA-—GCCGCA-G—
G-—-CGGAG—GCATG-TG—
T--TCGGA-—GTATG-TA-

G-—-CGGA-—GCATG-TG—
TCTCGAGA-—GCATG-TG—
T--TCGGA-—GCATG-TG—
TCCTAGGGA—GCATG-TG—
——CTAGGGA—GCATGGTG—
T--CC-GAG—GCATG-TG—
T---C-GAGCCGCATG-TA-
—-——CC-GAG—GCATG-TA-

160

TAAA-—--CT-CT----CGA
TAAA-——-CT-CT----CGA
TAAA-—--CT-CT----CGA
TAAA--—-CT-CT----CGA
TAAA-—--CT-CT----CGA
TATA-——-CT-CT----CGA
TAAA-—--CT-CT----CGA
TAAA———-CT-CT-——-CGA
TAT-———- CT-CT----CGA
TAT--——-— CT-CT----CGA
TAT-———- CT-CcT----CGC
TAT--——-— CT-CT----CGA
TAT-—-——-— CT-CT----CGA
AATA---CCT-CT----CGA
AATTTACCCT-CA----CGA
TAAATA-TGT-CT----CGA
CAG-——————— CA----CGG

TA-———- TCTCCT---CCGA
TAA---ATCTCCT---CCG-
TA-———- TCCCC----CGGA
TTTGARAACTTAT---CCGG

TAT-———— CT-CT----CGA
TAT----CTTTCT----GGA
TAT-——CTCT-CT————— GA
————————————————— CGT
————————————————— CGT

80

CACGCC-—--TAACAC-—--AA
CACGCC-—-—-TAACAC--CAA
CACGCC—-—--TAACAC--CAA
CACGCC-—-—-TAACAC--CAA
CACGCC—-—--TAACAC--CAA
CACGCC-—-—-TAACAC--CAA
TACACC-—--TGACAA--CTA
CTCTCC-—-—-TGTCAC--CAT
CACGCC——--TAATAC--TTA
CACGC-—-—--TCACACC---G
CA--CC--TTCACA---TGA
GATGAC---TAACAC--CAA
GATGAC-—--TAACAC--CAA
CACACC-—--TGACAC--CAA
CACGCC—-—-—-AGACAC--CAA
CACGCC-—--TGACGC--CAA
CGCCGC—-—-CCAACACG-CTG
CACGCC-—-—-TAACAC--TAA
GCGGCC—-—--TAACA-—--TTIG

CAGG——--- TAACACC---A
CCTAA----TATCATGCC--
CA-——C----—- ACTC--——-

CACACC--CCGCCAT--CTT
CACGCC---TAACAC--CAA
CACACT--TTIGTCA-—————
CACACTT---GTCA-————-—
CACGCTC-TGCTCATC-CAC
TACGCTCT--CTCAT--CCA
TAC-CC—————— CATCCGTG

180

GG—-AAA---CT-CGGTTT-
GG-—-AAA---CT-CGGTTT-
GG—-AAA---CT-CGGTTT-
GG-—-AAA---CT-CGGTTT-
GG—-AAA---CT-CGGTTT-
GG-—-AAA---CT-CGGTTT-
GG—-AAA---CT-CGGTTT-
GG-—-AAA---CT-CGGTTT-
GG--AAA-—--CT-CGGTAT-
GG-—-AAA---CT-CGGTAT-
GG--AAA---CTCGGGATT-
GG——-AAA---GTGGGGAAT-
GG--AAA-—--TTGGGGAAT-
GG——-AAA---CTCGGTTTT-
GG--AAA-—--CT-CGGTTT-
GG-—-AAG-—-—-CT-CGGTTT-
GG—-AA-—————— CGGTGA-
GG—-—-AAATACCT-CGGTTT-
—-G--AAATAACT-CGGTAT-
—-G——AAA---CTCCGGTAAG
GG—--AAA---CT-CGGGGAA
GG—-—-AAA---CC-CGGTAT-
GG--CAA---CT-CGGTCGG
GG—-AAA---CTTCGGTAT-
TG--TAA-——-TTCACGTTTT

TTGCTTAGCACTCAGGATT-
GGG——————— CTCCTTAACG
GGT-AGA---GT-CTTCATG
GG—-T-————- CTTC-CACT-

34

100
ACTT-TTT--——-— ACCACC-
ACTT-TTT-———- ACCACC-
ACTT-TTT--——-— ACCACC-
ACTT-TTTTT-—-—-ACCACC—
ACTT-TTT--——-— ACCACC-
ACTT-TTT-———- ACCACC-
TCTT-TTTT----ACCACC-
TCTT-TTT—————-— CCTCC-
CCTT-TTT-———— ACCACC-
ACTT-TTT-—-——- ACCACC-
TCTC-TTT-————— ACCACC-
TCTT-TTT-———- ACCACG-
TCTT-TTT-————— ACCACG-

-CTT-TTCTT---ACCACC-
—CTT-TTCTT---ACAACC-

TCTT-TTC————- ACCACC-
GCTC-TT—————— CCGACA-
ACTT-TT-————- ACCACC-
CCTT-TT-————— ACCACC-
TCTTCTT-—————— ACCACCC
-CTTA-———————— ACCACCC
-CTT-TT-————- ACC-CCC
TCTTCTTT—————— CCACC-
CCTT-TT-————- ACCACC-
TCTTTAT-—————— ACCT-—-—
TCTTTGTATCT---TCACC—
TCTA-————————— CC-CC-
-CT--TT—-—————- CCA---
TCTA-TATA-————— CTICTT

200
-G-AGG-A-—---CT-GCTIGT
-G-AGG-A-———-CT-GCTGT
-G-AGG-A-—---CT-GCTGT
-G-AGG-A-———-CT-GCTGT
-G-AGG-A----CT-GCTIGT
-G-AGG-A-———-CT-GCTG—
—-G-AGGGA-—---CT-GCTGT
—-G-AGGGA--—--CT-GCTGT
-G-AGG-A-—---CT-GCTGT
-G-AGG-A--—-CT-GCTGT
-G-AGG-G—-—---CC-GCCGC
-G-AGG-G———-GT-GCTGT
-G-AGG-G—-——--GT-GCTGT
—-G-AGGA-———— CT-GCTGT
-G-AGGA-————— T-ACTGT
—-G-AGGA-———— CT-GCCGT

———-AGGGCG—--C-—-GCTGT
—G-AGGAC-—--AC-—-GTCGT

-G-AGGAC————— T-GCTGT
TG-AGGA-———— CT-GCTGT
GT-AAGAA----CG-GCTGT
—G-AGGGACT-TCT-GGGGC
—-G-AGGAG-—---CT-GCTGT
—-G-AAG-A-—-—--CT-GCTGT
TG-AG—————————— GAT-T
-G-AG—————————— GAT-T
GG-AG———————————————
GGCAG———————————————
-GTGGG——————————————
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220
1  GC-GCAAAG---CCAGC--T
2 GCCGCAAAG---CCAGC--T
3 GCCGCAAAG---CCAGC--T
4 GC-GCAAAG---CCAGC--T
5 GC-GCAAAG---CCAGC--T
6 GC-GCATAA---CTAGC--T
7  GCGTAAAAG---CCAGC--T
8 GCGTAAAAG---CCAGC--T
9 GCGTCAA-G-—--CCGGC—-T
10 GCGTCAAAG---CCGGC--T
11 GCGTCAAAG---CCGGC--T
12 GCGGGAAAG--CGCGG--GT
13 GCGGTAAAG--CGCGG--GT
14 GC-GCAA----- CCGGC--T
15 GC-GCAA-G---CTGGC--T
16 GCTGCAAAAG-CCAGGC--T
17 GCGTTAAAG---CCGGC--T
18 GCGCGAA-G---CCGGC--T
19 GCGTCAA-G---CCAGC--T
20 GCGGTAAAG---CCG--CGT
21 GCGGTAAAG---CCG--CGT
22 GCGGGCAGG---CCAGCCTT
23 A--GCAAT----ACGGC--T
24 GCGTCAA-G---CCAGC--T
25 GACTTTTTGGIGC-—-——-— T
26 GACTTTATGT--C-————- T
27 o C
28
29

320
1 TGTTTGITGT----TGGGCT
2  TGTTTGTTGT----TGGGCT
3 TGITIGITGT----TGGGCT
4 TGTTTGTTGT----TGGGCT
5 TGITIGITGT----TGGGCT
6 TGTTTGTTGT----TGGGCT
7 TGTTIGTTGT----TGGGCT
8 TGTTTGTTGT----TGGGCT
9 TGTTA-TTAT----TGGGCT
10 TGTTA-TTAT----CGGACT
11 TG-TTCTCAT----CGGACT
12 TG-TTATTAT----—-— CGGAT
13 TG-TTATTAT---—-— CGGAT
14 TG-TCATTTTAA--TGGGCT
15 TG-GCATTTTTAACTGGGCT
16 TGTTATTTGG----TTGGCT
17 TGTTATTTAT---—-— AGACT
18 TGTCTGITGT----TGGGCA
19 TGT-TATTAT----TGGGCT
20 TGT-TATTATC----GGA-C
21 TGAGTATTATIT---GGA-C
22 TGTTTATTATTT--GGGGCT
23 TGTATACAAA----TGAGCC
24 TG-TTATTAT----TGGGCT
25 TG-TAATAAAA---TAGCCT
26 TGCAATTAAT----GGGCCT
27 TG--TATTCG----—-——-— CG
28 TG-TAATCA--——-— TGGCCT
29 TTTTAGTAATGT-——--— CT

Abb. 7.2

240

TTCCTTG--TACT-T--CCG
TTCCTTG--GACT-T--CCG
TTCCTTG--GACC-T--CCG
TTCCTTG--TACC-T--CCG
TTCCTTG--TACT-T--CCG
TTCCTTG--TACT-T--CCG
TTCCTTG-—-TAATCT--CCG
TTCCTTG--TAATCT--CTG
TTCCTTA--CATT-T--CCG
TTCCTTA--CATT-T--CCG
TTTCTTA--CATT-T--CCG
TTCCTA---CATT-G--CCG
TTCCTA-—-—-CATT-G--CCG
TTCCTTA--CATTTT--CCG
TTCCTTG-—-CAAT-TC-CCA
TTCCTTG--TATTTTT-CCA
TTCCTTA--CATT-T--CCG
TTCCTTG--CACTTT--CCA
TTCCTTG-—-CACTTT--CCG
TTCCTTA--CATT-T--CC-
TGACTTA--CATT-T-CCC-
TTTCTTA--CATTTT--CCG
CTCCTTGACAAGTCTT-CAA
TTTCTTA--CATT-T--CCG
CTCCTTA--CATT-T--CCA
CTTCTTA--CATT-T--CCA

ATTCTG-——————————— cc—
CTTCTAG-————————— cc—
CTCTICTG—————————— CT-

340

TTG-AATGCCTT--TAAAAC
TTG-AATGCCTT--TAAAAC
TTG-AATGCCTT--TAAAAC
TTG-AATGCCTT--TAAAAC
TTG-AATGCCTT--TAAAAC
TTG-AATGCCTT--TAAAAC
TC-—-AATGCCTT-—-—-CAAAC
TC--AATGCCTT--—-CAAAC
TA--ACTGTCCT-—-ATAAAC
TG--ACTGTCCA--ATAAAC
TG-—AATGTCCA--ATAAAC
TTG-ACTGTCCA--ATAAAC
TTG-ACTGTCCA--ATAAAC
TA--ATTG-CCT--TTAAAC
TA--AG-G-CCT--TTAAAC
TA--ATTG-CCA--GTAAAC
TTG-TC-—--CAA--ATAAAC
TA--ACTGCCTT--TAATTIC
TA--ACTGTCCT--ATAAAC
TTG-ACTGTCCA--ATAAAC
TTG-AACGTCCC—-—-ATAAAC
TA--ACTGTCCT--AAAAAC
TT--AGTG-CTT--ATAAAA
TA--ACTGTCCT--ATAAAC
TT--TTTGCCTT-—-ACAAAA
TTG-T--GCCT--—-ATAAAT
TCT-AACGCA-TCTATA-—-
TG--ACAGACCC-—--TA-——
GAGTACTATATA--ATAA-—-

260

———GTC-TATGTT--TATAT
———GTC-TATGCT--TATAT
———GTC-TATGCT--TATAT
———GTC-TATGTT--TATAT
———GTC-TATGTT--TATAT
———GTC-TATGTT--TATAT
———GTC-TATGTT--TTTAT
———GTC-TATGTT--TTTAT
———CGCATGTTTT--TATAT
———GGC-TATGTC--TTTAT
———GTC-TATGTC--TTTAT
———GTG-TATGTC--TTTAT
———GTG-TATGTC--TTTAT
———GTC-TATGTT--TTTICT
———GTC-AATGTT--TTA-——
———GCC-TATGCA--TTT-T
———GGC-TAGGTC-—-TTTAT
———GTC-TATGTG--TTTAT
———GTT-TATGTG--TTTAT
——GGTC-TATGTC--TTCAT
———GGCCCATGTC-—-TTTAT
———GGCCTAAGTTG-TTTAT
A--GTC-TATGTT--TTTC—
—-——-GTC-TATGTT--TTTAT
A--ATC-TATGTTCCTTCAT
G-—-GTC-TATGTTTCTTTAT
———GGCCTATGTA--TAC-T

———G-C-—-ATGTGCCTGCC-

360
—-—TTTA-AATACAA--CTTT
——TTTA-AATACAA--CTTT
—-—TTTA-AATACAA--CTTT
——TTTA-AATACAA--CTTT
—-—TTTA-AATACAA--CTTT
——TTTA-AATACAA--CTTT

--TT-—-AATACAA--CTTT
-—TT---AATACAA--CTTT
--TT--—-ATACAA--CTTT
C-TT----ATACAA--CTTT
C-TT--—-ATGCAA--CTTT
CCTT----ATACAA--CTTT
CCTT----ATACAA--CTTT
C-T--——- ATACAA--CTTT
C-T-———- ATACAA--CTTT
C-TT----ATACAA-—CTTT
C-TT--—-ATACAA--CTTT
——TT----ATACAA-—CTTT
--TT--—-ATACAA--CTTT
C-TT----ATACAA-—CTTT
C-TT--—-ATACAAAACTTT
——TT----ATACAA-—CTTT
C-TT--—-ATACAA--CTTT
--TT----AAACCA-—CTTT
ACCT----ATACAA-—CTTT
C-T--——- ATACAA--CTTT

———————— ATACAA--CTTT
———————— GTACAA--CTT-
———————— ACAAAA--CTTG

280
A—————- CACCC-CTATA--
A————— CACCC-CTATA--
A—————- CACCC-CTATA--
A————— CACCC-CTATA--
A—————- CACCC-CTATA--
A————— CACCC-CTATA--
ATGTAT-ACCCC-CTATA——
ATGTAT-ACCCC-CTATA-—
A———-—— TACCC-CTTCA--
A TACAC-CATTA--
A———-—— TACAC-CATTA--
A TACAC-CATTA--
A———-—— TACAC-CATTA--
AT---—— ATACC-CTATA--
AT---—- AACCC-CTATA--
ATT----ATACA-CTC-G--
AT---—- TACAC-CATTT--
A TACAC-CTTCA--
A———-—— TACAC-CTTCA--
A TACAC-CATTT--
A———-—— TACAC-CATTCC-
AA-———— TACCC-CTTTCAA
AT----ATACCC-CAT-A—-
A—————- TACCC-CTTCA--
—————— ATACAC-TTAT-—-
—————— ATACCC-TGAT-—-
AC----- AAACA-CTTTA--
C-—————- ACAC-CTT-——-
AG—————— AGGA-CCAAAC-

380
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGGTCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT

CAACAACGGATCTCTTGG-T
CAACAACGGATCTCTTGG-T
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGTTCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGGTCTCTTGGGT
CAACAACGGGTCTCTTGGGT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CAACAACGGATCTCTTGGCT
CCACAACGGGTCGCGTGGGG
CAGCAACCGATCTCTTAGCT
CAGCAACGGATCTCTTGGCT
TAGCAACGGATCTCTTGGCT
—CGC———-GATCTCTTGGCT
TTTTAATGGATCTCTTGGTT

300

GTA-—-——-— TGT-CTCAGAA-
GTA-———- TGT-CTCAGAA-
GTA-—-——-— TGT-CTCAGAA-
GTA-———- TGT-CTCAGAA-
GTA-—-——-— TGT-CTCAGAA-
GTA-———- TGT-CTCAGAA-
GTA-————- TGT-CTAAGAA-
GTA-———- TGT-CTAAGAA-
GTA-————- TGT-CTATGAA-
GTA-———- TGT-CTATGAA-
GTA-————- TGT-CTA-GTA-
GTA-———- TGT-CTATGAA-
GTA-————- TGT-CTATGAA-
GTA-———- TGT-CACAGAA-

GTA-———- TGT-CATGGAA-
GTA-————- TGT-CTACGAA-
GTA-———- TGT-CTCAGAA-
GTA-————- TGT-CTATGAA-
GCA-—-——-— TGT-CTACGAA-
GCA-————— TGT-CTAGGAA-
GTA-———- TGTTCTTGGAA-
GTA-———— TGT-AACAGAA-
GTA--——-— TGT-CTATGAAA

—-AA-————— GT-ATCAGAA-
GTAT-———- GT-TAACGAA-

400
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATTCATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CCCGAA-CGTTGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CCCACCTCATTGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTCGCATCGATGAAGAACGC
CTGGCATCGATGAAGAACGC
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

420
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG—-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG—-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATCCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
—GCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-TAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-GAATGCGGTAAGTAA
AGCG-GAATGCGGTAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCGGAAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-TAATCCGTTAAGAAT
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA
AGCG-AAATGCGATAAGTAA

520
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTGTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
TTGTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAT
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGATGTGTCA-TTAA
T-GTTTGATGTGGCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TTAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TTAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TTAA
T-GTTTGA-GTGTCA-TGGA
T-GTTTGA-GTGTCA-TTAA
T-GTTCGA-GCGTC--TGTA

Abb. 7.3

440
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTC-AATTGCAGAATTTAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTGGAATTGCAGAATTCAG
TGTGGAATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
GGT---ATTGCTGAATTCCG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG
TGTG-AATTGCAGAATTCAG

540
—-ATTC--TCAACC-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC———--TTT
—-ATTC--TCAACC-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC—-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC-——--TTT
—-ATTC--TCAACC—-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC-——--TTT
—-ATTC--TCAACC—-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC-——--TTT
—-ATTC--TCAACC—-—-—--TTT
—-ACTC--ACAGCC-———--TTT
—-ATTC--TCAACC—-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC-——--TTT
—ATTC--TCAACC----TTA
——TTC--TCAACC-—-—--TTA
—ATTC--TCAACC-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC-——--TTT

—ATTC--TCAACCA---TTT
—ATTC--TCAACCA---CTT

—ATTC--TCAACC-—-—--TTT
—-ATTC--TCAACC-——--TTT
—ATTC--TCAACC—-—-—-—-ATT
—ATTC--TCAACC-—-—--TTA
—ATTC--TCGACC——-—-—-ATT
TAT-A--TCAACCT---CTT
TATTA--TCAACC--—--TGT
—ATTC--TCAAC————— TTA
—ATACCATCAACCCTC-TTT
GAA-—-——— CAACAAA--TTA

460
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCGCCTGCTCCTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGGATCATCGAATCTTTGGA
TGGATCATCGGATCTTTGGA
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCCTCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-A
TGAATCATCGAATCTTTG-T
TGAATCATCGAATCTTTG-A

560
TCAGCTTT---TTCT-————
TCAGCTTT-——TTICT————-—
TCAGCTTT---TTCT-————
TCAGCTTT-——TTICT————-—
TCAGCTTT---TTCT-————
TCAGCTTT-——TTICT————-—
TCAGCTTTG--TTC-—————
TCAGCTTTG——TTT—————-—
TCGGCTTT---TTCT-————
TCGACTTT-—-TTICT-——-A
TCGGCTTT-——-TCTT-—--A
TCGAATTT-——-TTICT-——-A
TCGGCTTG-——-TTCT----A
TCAGCTTT-——-TATT———-—
TCAGCTTT-——ATT-——————
TCAGCTTT-——-T——————-—
TTGGCTTT-—-TTCTTA--A

TCAATCTT-—-TTAT-————-—
TCAGGCTT-—--TTCT-————
TCGGCTTT-—-TCCT-——-A
TCAGCTTT---TTCT-————
TCAGCTTT-—-TTCT————-—
TTAGCTTT-————————————
TCAGCTTT-—-TTCA-———-—
CAAGCTTT---TGCT-————

TAAA--TC-C-TTGT-————
TGTACTTCGG--TCTC————
CCAGGTCT-——-TGG—————

480
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC—-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTTCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGCGACCTTGCGCTCCTT-
ACGCGACCCTGCGCTCCCT-
ACGCGACCTTGCGCTCCTT-
ACGCGACCTTGCGCTCCTT-
ACGCACCTTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-GCCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCACTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCTCCTT-
ACGC-ACCTTGCGCCCCTTT
ACGC-ACATTGCAC-CCGGT

580
-G-——-TTGATC-AG--GCT
~G----TTGATC-AG--GCT
-G-——-TTGATC-AG--GCT
~G----TTGATC-AG--GCT
-G-——-TTGATC-AG--GCT
~G----TTGATC-AG--GCT
-G-——-TTGATC-AG--GCT
~G----TTGATC-AG--GCT
AG----CTGATTTAG--GCT
AG-——-TCGA-CTAG--GCT
AG----TCGA-CTAG--GCT
AG-——-TCGAAT-AG--GGT
AG----TCGATA-AG--GGT
-GG---CTGATTA-G--GCT
TG-——-TTGATTA-G--GCT
TG----TTGAATA-G--GCT
AG----TTGATT-AG--GCT
TGG---TTGAATTAG--G-T
AG----CTGATTTAG--G-T
AG-——-TTGATC-AG--GCT
-AA-—CTGGATT-AG--GCT
AG-———-CTGATTTAG--GCT
TG--—-CTGATAATG--GCT
AG-———CAGATTTAG--G—-
TG-——-TCGAGT-———- GTT
————————————— TG--G-T
-G-——ATCTATA-AG---CT
-G-——-T-GA--——-GTGGCT

—G-—-TTTCGACCCAG--GCT

500
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
TGTGTTCCGAGGA-CATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCCGGGCGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGAATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCAAGCC
GGTATTCCGAGGGGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGGATTCCAAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGTATGCC
GGTATTCCGAAGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGAGCATGCC
GGTATTCCGAGGGGCATGCC
GGTATTCCGCCGGGTATGCC

600

TGGA--TGTGGGAGTA-TG—-
TGGA--TGTGGGAGTA-TG—-
TGGA--TGTGGGAGTA-TG—
TGGA--TGTGGGAGTA-TG—-
TGGA--TGTGGGAGTA-TG—
TGGA--TGTGGGAGTA-TGG
TGGA--TGTGGGAGTA-TG—
TGGA--TGTGGGAGTA-TG—-
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—-
TGGT--TCTGGGAGTT-TG—
TGGA--TGTGGGAGAT-TG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TTG
TGGACTTTTGGGGGTT-TTG
TGGA-TTTTGGGAGTTGTTG
TGGA--TGTGGGGGTT-TG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
—GGA--TGTGGGAGTT-TG—-
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
TGGATTTGGGGGTCTTTTG—
TGGA--TGTGGGAGTT-TG—
TGGA--TTTGGG-GTTGTGC
TGGA--TGTGGG—-TT-TG—-
TGGA--CTTGGAGG-CTTG—-
TGGA--AGTGGAGGTCTTG—
TGAT--TCTGGGG——-TTG—
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620 640 660 680 700
1 -C-GG-GCTT-CTCAT--CT CAGAG----GT--CG--—-G- CTCTCC-TGAAATG-—-CATT A-——-—- GCGGG--ACC—-TT TGTT--—-- GC--TG--GGC
2 -C-GG-GCTT-CTCAT--CT CAGAG--—-GT--CG-—-G- CTCTCC-TGAAATG--CATT A--——- GCGGG--ACA——TT TGTT-—-—- GC-CT---GGC
3 -C-GG-GCTT-CTCAT--CT CAGAG----GT--CG-—--G- CTCTCC-TGAAATG-—-CATT A--——- GCGGG--ACA--TT TGTT--—-- GC-CT---GGC
4 -C-GG-GGTT-CTCAT--CT CAGAG----GG--CG---GG CTCTCC-TGAAATG--CATT A-———- GCGGGG-ACC——TT TGTT-—-—- GC--TG--GGC
5 -C-GG-GCTT-CTCAT--CT CAGAG----GT--CG-—--G- CTCTCC-TGAAATG-—-CATT A--——- GCGGG--ACC—-TT TGTT--—-- GC-CT---GGC
6 —C-GG-GCTT-CTCATT-CT CAGAG-—--GT--CG---G- CTCTCCCTGAAATG--CATT A-———- GCGGGG-ACCC—TT TGTT-—-—- GC-CT---GGC
7 -C-GG-GCTT-CTCA-———-- —— GAA-——--GT--CG-—--G—- CTCTCC-TTAAATT--CATT A————- GCAGG——-ACCC-TT TGTTT-——-GC-CT-—--GGC
8 -C-GG-GCTT-CTICA-———— —— GAA----GT--CG-—--G—- CTCTCC-TTAAATT--CATT A-———- GCAGG--ACCC-TT TGTT-—-—-- GC-CT---GGC
9 -C-GG-GCTT-CT-—--——-— CTGAA-——-GT--CG—-—--G— CCCTCC-TTAAATG--CATT A————- GTAGG--ACC—-TC TGTT-———- GC-CTC—--AGC
10 -C-GG-GCTT-CT-————— T CCGAA--—--GT--CG-—--G- CTCTCC-TTAAATTTTATTT A-———- GTAGGG-ACC—--TC TGTTT----GC-CTT--AGC
11 -C-GG-GCCT-CT-————— T CCGAA-——-GT--CG——-G- CCCTGC-TTAAATTTGGTGT G————— ATAGGG-ACTA-CT TTTT-———-— GC-CTTA-GCC
12 ———GG——————- TT————- T CCGAA----GT--CG---G- GTICTCC-TTAAATT--TATT A-———- GTAGGG-ACC—--TC TGTGT----GCGCTT--AGT
13 ——-GG——————- CT-—————- T CCGAA-——-GT--CG—-—-G- CTCTCC-TTAAATT--TATT A————- GCAGGG-ACC—-TT TGTGT-—-—-GCGCTT--AGC
14 -C-GG-GCTT--TTA-————— —-AGAA----GT--CG---G- CTCTCC-TTAAATT--CATT A-———- GCGGG—-—-ACCT-TT TGGTT----GC-CTC--AGC
15 -C-GG-GCTT-TTC————— T CAAAA-——-GT--CG——-G- CTCTCCTTTAATT-—--TATT A————- GCGGG——-CCT-TT TGGTGT---GCGCCC—--CGC
16 -C-AG-GCTG-CTC—————— —-AGAA----GT--CT---G- CTCTICC-TTAAATG--TATT A-———- GCGGGG-CCC——-T TGTTGT-—-———— CT---AGC
17 -C-GG-GCTT--TG————— T CTGAA—-——-GT--CG——-G- CTCTCC-CTAAATT--CACT A————-— GTAGGG-ACC—-TT TGTT-———-— GC-CTT--AGC
18 -C-TG-GCTT-CTT-———— T GAGAG----GT--CG---G- CTCTCC-TTAAATAT---AT A-————-— GCAGGG--CC—-TT TGTTG---CGC-CTGCTTTG
19 -C-TG-GCTC-CTC————— T GTAAG-——-GT--CG—-—-G- CTCTTC-TTAAATAT-—-AT A————-— GTAGGG—-CC—-TC TGTTG————- C-CTC-—-AGC
20 -C-GG-GCTT-CT——-——— T ACGAA----GT--CG---G- CTCCCC-TTAAATT--CATT A-———- GTAGGG-ACC—--TC TGTTG-———-— C-CTT--AGC
21 -C-GG-GCTT-CT——--——— T AGGAA-——-GT--CG—-—--G- CT-TCCCTTAAATT--CATT A————- GTAGGG-ACC—-TC TGTTG————- C-CTT--AGC
22 -C-GG-GCTT-CT-—-——-— CT --GAA--—-GT--CG—-—--G- CTCTCC-TTAAATA--TATT A-———- GTAGGG-ACCTCTC TGGTG----GCCCTC--AGC
23 -C-CG-GCTT--TTA----A CC-AA--—-GT--CA---G- CTCCCC-TTAAATG--CATT A-———- GCTGGT-ACCC-TC TGGT-—--— G-——-GAACGTC
24 -C-GG-GCCT-CT-———-—- CCGGA-—--GT--CG---G- CTCTCC-TTAAATAT--ATT A-———— GTAAGG-AAC--TC TGTT----- GC-CTC--AGC
25 -T-GG-TCTTATTTT-———- CTGAAC---GT--CA---A- CTCCCC-TGAAATG--TATT T--——- GC-AGA-ACAA-TT TGIT-—-—-— GACCA-————-
26 -CTGG-GCCT-CTT-——--— —— GA----GGT--CG--AG- CTCCCC-TTAAATGG-TATT A-——-- GCGACA-ACA-—-T T-TT-—--- GC-C--AAACG
27 -CTGG-CC—--CTC—————— —- GTTG---GT--CG---G- CTCCTC-TTGAATG--CATT A-———-— GCTCGATTCCGTAC GGAT-————- C—————- GGC
28 -CTGGAGC—-—-CT-——-—-— ——— AAC--GGTGCCA---G- CTCCTC-TTAAATG--CATT AGC--GGTTTTGTACGGATC GGCCCTT-TGCGG-GATCGC
29 —C-GG-—CATCGT-—————= ————————————— CT---G- CAGCCC--TAAAGTAATGTG GC———————— GGCACCGATA AGTTCTA-AGC-GT---AGT

720 740 760 780 800
1 —--T-T-TG--GTG————-— TG ATAAATTCATTTA--—--TGC CCA-TCGT-—--GGA-AGA GC-—---AGC-TTTA----TA AAT-G—————-— GGGTT---C
2 —--T-T-TG--GIG-———-— TG ATAAATTATTCTA--—--TGC CCA-TCGT-—--GAA-AGA GC----AGC-TTTA----TA AAT-G—————-— GGGTT---C
3 ——T-T-TG--GTG————- TG ATAAATTATTCTA----TGC CCA-TCGT-—--GAA-AGA GC-—-—--AGC-TTTA----TA AAT-G—————-— GGGTT---C
4 —--T-T-TG--GTG————- TG ATAAATTCATTTA----TGC CCA-TCGT-—--GGA-AGA GC----AGC-TTTA----TA AAT-G—————-— GGGTT---C
5 ——-T-T-TG--GTG————-— TG ATAAATTATT-TA--—-TGC C-A-TCGT-—--GGA-AGA GC-—---AGC-TTTA----TA AAT-G—————-— GGGGT-—--C
6 --T-T-TG--GTG-——----— GT GTTAATTATT-TA-—-—--AGC CCA-TCGT-—--GGA-AGA GC----AGC-TTTA----TA AAT-G—————-— GGGTT---C
7 -=-T-T-TG--GTG————- TG ATAATT--ATCTA----CGC C-A-TTGT-—--GGTCAAA GC-—---AGC-TT-A----TA AAT-GG————-— GGGTTTA-C
8 —-T-T-TG--GTG————— TG AAAAAT--AACTA-——-CGC C-A-TTGT-—--GGTCAA- GC-——-AGC-TT-A-——-TA AT--G—————-— GGGTTT--C
9 —--TCT-TG--GTG————-— TG ATAGTTTTCACC————-— CGC C-A-T-TT-——-——- GCGAA GC————- T-—-TTA----AA AATGG-—————- GGCTA---C
10 ——=TTT-TG--GTGG----TG ATAATT-ATTCTA----CGC C-A-TCAT-—-——-— GTGAA GC-——--AGC-TT-A-——-AA ATTGG——————— GGTTG—-C
11 ——T-T-TG--AGGG——---CC GTICTTT-ATTICTA----CGC A-A-TTGG-—————— GTTAA GT-—-—-TGC-TC—————— TA AATTGG—————-— GG-TCG-C
12 ——-TTT-TG--GTG——--—— TG ATAATT-ATT-TA-——-CGC C-A-TTAT-————-— GTGAA GG———--AGG-TT-————-— TA AATTGG————-— GGGT-G—-G
13 ——=TTT-TG--GTG————— TG ATGATT-ATT-TG-——--TGC C-A-TTAT-——-——-— GTAAA GG-—-—-—-AGG-TTCA----TA A-TGG—————-— GGGTTA--A
14 ——-TAC-TG--GTG--——— TG ATAATT--ATCTA-——-CGC TTA-TTGC—————-— TGAAA GT-—-—-GAC-TT-———--—"— ———————————— GGTA-—-C
15 ——-CC-TG--GTG————— TG TTAATT--ATCTA----CGC TTA-TTGC—————-— T--AG GT--—--GAC-TTGA----TG CC--GC——————— GTT---C
16 ——ATT-TG--GTG-——-——— TG ATAATT--ATCTA-——-CGC C-A-TTGT-——-——— GAACAA T-—————-— G-—-TAA-——-TA GGTCGGC——————- TT-—-C
17 =—=TTT-TG--GTG————— TG ATAATT--ATCTCA---CGC C-A-TTA-———-———-— GTGAA GC—-——-TGC-TT-————- TA AATGGA-————-— GGTTA--C
18 ——=TGT-TG--GTG————— TG ATAATT--ATCTAA-—-CGC T-A-TTCT-————-— GAGCA GA-—————-— C-TT-A-——-TA AAATG—————— GGGTGTCA-
19 ——TCTCTG--G-GG——--TG GTTAGAGTATCTA----CGC CAA-TCT-———-——— GCGGA CC—————— C-TTT-———- TA AAATG—————-— GGGTGTACT
20 ——T-TATG--GTG————- TG ATAATT--ATCTA-——-CGC ACACTCAT-————-— GTGAA GC———-AGC-TT-————-— TA AATTGG————-— AGGTTA--C
21 ——TCT-TG--GTG————- TG ATAATT--ATCTA----CGC ACACTCAT-——-——-— GTGAA GC-——-AGC-TTTA---——- A AATGG—————- GGGTTA--C
22 ——=TCT-TG--GTG————- TG ATAGTT--ATCTA-——-CGC -CATTC-T-————-— GCGAA GC———-AGC-TTTA-———- A AATGG—————- GTGT-A--C
23 ——TAT-TG--GTG—-———- TG ATAATT--ATCTA----CGC C-G-TGGA-————-— CATCT GC————- CC-CTTA----GA GTAGG-——-—-—-——- TGTG---C
24 ——TCC-TG--GTG————~ TG ATAGGT-ATTICTA-——-CGC C-A-TTICT-—————-— GCGGA AC————-— GC-CTTT-———AA AATGG—————— GGGTA---C
25 ——TTCATTA-ATG————— TG ATACT-—-—-ATCTA-——-CAT T-ATTGAT-—--GTGTGAG GCAGT-AG--TTCAG--CTT CTTAT-———— ACAGTCCATT
26 ——TTCATTA-GTG————- TG ATAATT--ATCTA-——-TGC C-ATTGAC——--GTG——AA GCAG--GG--TTCAG--CTT CTAAC————-— A-GGTCCATT
27 ——TCTCAG—-TTG————- TG ATAATT--GTICTA----CGC T--GTGA-——-——-—— CCGTGAA GTIGTTTTGGCGAGCT—TTAA CTCGTCCATTAGGACAA-CT
28 —GTCTCCGATGTGA---CCG TAAAGTGTTTCTACGT-CGT TGAC-CATC—TCGGGGCAA CTGCCTAG---TCAGGTITTC AAT-———- AGGAGGTTC-C
29 AATTTCTC--CTC—————— G CTAACAGAGTCTTTCGGCGC —--ATTGG————— GTACTCA CTCCCGGCCATAAAACCCCC AATTTTA-————-— GTTTGAC

Abb. 7.4
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820 840
1 C-AAATTGGGTCC---CCTT T--GGACA---——- AATT-—-
2  CTAAAATGGGTICC---CCCT TTIGGGACA-—--—- AATT-—-
3 CTAAAATGGGTCC---CCCT TT--GACATC-——-AATT-—-
4 CTAAAATGGGTC---CTTTIG T GGGACA-—-—--— AAT-———-—
5 CTAAATGGTCT---CCTTT- G GGACA-———-— A-TT-———-
6 CTAAAATGGGICC---CTITG T—GGACC--—-- AATT-———-—
7  TCTAATCGTCTCGG—ACATT CCTGACA-—-—- AATT-———-—
8 -CTAATCGICTIC-——————— TTGAGACA-———— ACTT-—-
9 CCAAACC-GGTCT---CTTT GTGGGACCTCA—AATT--—-
10 CTTAAC—AGTICT---CTTTG TGGGACA-—--—- A-TT-———-—
11 TTGAACCGAGT--—-—-— TCTG ATAGGACA-———-— ACC———-
12 CTAAAA-GTITTT---TTTGG TGGGACA-—--—- A-TT-———-—
13 CTAAAG—GITTT---TTCGG TGGGTCA-—-—-— AATT-———-—

14 TCTAATC—GTCTT-TTCGGT
15 CTCAATCTCGAGACA-ATTT
16 CGTAAA-GAGACA---ATCT

17 CTAACC---GTCT----CTC
18 CTAAAA---GTICT----CITT
19 CTTAATC—GTICT-CTTGIG—
20 CTAACC---GTCC----CCT

21 CTAACC—GCTICT--—-ACCTT
22 CTAACC—GCTCA---ACC--
23 GTAACC---GTCCTGTTCAT

24 CCAAAC-—-G—————— TTTG
25 CTAATT---TTCA-——-TCA
26 CTAATT---TTCA----TCA
27 CTGACC--—--TCAAA-TCAG
28 CTAAGT---GTICT----TTC

29 C-AAGTAGGGGATTACCCCG

Abb. 7.5

GGGTCCATT-TATT——————
ATTGCTTATGGC-AATT-———
CT—GACATTTTGACCTC——-

ATGGGACA-————— ATT-——-
GTGGGACC————— AATT-—-
ACA-————- AAT-—————————
ATGGGACA—-————— ATT-——-
T-GAACC-C———-CTT-———
-—GGACA-———— ATTT-——-
’I‘ 7777777777777777777
GTGGGACT-—-—--CAATC—-——

ATGTGACCTCA—AAT-————
ATGTGACCTCA-AAT—————
GTAGGACGA-——-ACTT-—-
ATGAGTCTTG———-AATT-———
CT--GAACTTAAGCAT-———

terreum GK 740
terreum GK

terreum KR 7216
terreum CBS 370.47
terreum KR 7217
terreum KR 7219
argyraceum CBS 361.47
scalpturatum
imbricatum
nictitans GK 784
pseudonictitans
orirubens KR 6913
orirubens GK 1175
portentosum GK 541
sejunctum GK 735
matsutake

batschii

equestre ATCC 366.48
equestre GK 2628
vaccinum GK 6514
vaccinum GK 2593
vaccinum CBS 555.50
sejunctum CBS 368.47
. vaccinum CBS 181.42
Cortinarius hercynicus
Cortinarius atrovirens
T. robustum
Schizophyllum commune
T. portentosum CBS 367.47

R R R R R e e N A R R R R R R R N R R R

Abb. 7: Alignment von ITS1, 5.8S rRNA und ITS2 Sequenzen der 29 Isolate von Tricholoma,
S. commune und Cortinarius. Die Spezies sind durch Nummern gekennzeichnet und die Lage
der 5.8S rRNA ist fett markiert.
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Die Sequenzen der Tricholomatales wurden anschlieBend verwendet, um einen
phylogenetischen Stammbaum zu erhalten. Als einzige, nicht direkt verwandte Art wurde der
Basidiomycet S. commune gewahlt. Zur Aufstellung einer ersten, Ubergreifenden
Phylogeniebeziehung innerhalb Tricholoma wurden Sequenzen verwendet, die ausschlieBlich
aus morphologisch identifizierten Fruchtkérpern gewonnen worden waren. Das erlaubte
Aussagen Uber den Zusammenhang von morphologischen Kriterien wie der Fruchtkérperfarbe
und den molekularen Daten der ITS-Sequenzen. Die elf Spezies bilden im resultierenden
phylogenetischen Stammbaum drei Gruppierungen naher verwandter Arten innerhalb der
Gattung Tricholoma (Abb. 8). In der Gruppe von T. terreum und T. scalpturatum besitzen die
Fruchtkdérperhite eine graue Féarbung, dagegen sind die Fruchtkérper der Gruppe von T.
portentosum, T. sejunctum und T. imbricatum gelblich gefarbt. Die Gruppe um T. equestre, T.
batschii, T. nictitans, T. pseudonictitans, T. orirubens und T. vaccinum grenzt sich durch eine
braune, rétliche oder gelbe Farbung der Hite ab. Der phylogenetische Stammbaum resultiert aus
den molekularen Daten. DaB sich darin eine Einteilung Uber die Hutfarbe der Fruchtkdrper
wiederfindet, stiitzt die Vermutung, daB sich eine taxonomische Bestimmung Gber Hutfarben mit

phylogenetischer Verwandtschaft deckt.

AnschlieBend wurde ein erweiterter phylogenetischer Stammbaum der ITS-Sequenzen mit 26
Tricholoma-Stammen aufgestellt, die von Fruchtkérpern sowie von aus Stammsammlungen
bezogene lIsolaten abgeleitet wurden (Abb. 9). Es zeigte sich hier, daB Stamme, die als
Tricholoma bezogen worden waren, auBerhalb der Ubergreifenden Tricholoma-Gruppierungen
erschienen ("T. robustum", "T. portentosum®, "T. sejunctum"). AuBerdem traten Sequenzen von
"T. vaccinumi auf, die nicht in die T. vaccinum-Gruppierung paBten, sondern wohl eher einer
anderen Tricholoma-Spezies zuzuordnen waren. Andere Stdmme zeigten die erwarteten
Ubereinstimmungen wie bei T. equestre und T. terreum, die sowohl von Fruchtkdrpern und aus
Stammsammlungen herrihrten. Desweiteren sollte untersucht werden, ob die Gattungen
Cortinarius und Tricholoma, welche gleiche, taxonomisch wichtige, chemische Aspekte
aufweisen (Gluchoff and Steglich, 1974; Steglich and Topfer-Petersen, 1972; Steglich et al.,
1972), nédhere Verwandtschaft besitzen, als es von zwei verschiedenen Gattungen zu erwarten
ware. Die ITS-Sequenzen beider Cortinarius-Fruchtkdrper bestatigen aber durch die distanzierte
Gruppierung zu Tricholoma im phylogenetischen Stammbaum die Abtrennung einer

eigenstandigen Gattung Cortinarius.
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T. terreum’®

T. terreum
T. terreum ©

T. terreum *
T. scalpturatum

T. portentosum *
{ T. sejunctum *

T. imbricatum

T. pseudonictitans

T nictitans
T. orirubens 2

—_—{ ;
T. orirubens '

] T. vaccinum *
— T.vaccinum ®

T. batschii

T. equestre ®

Schizophyllum commune

Abb. 8: Phylogenetischer Stammbaum von ITS-Sequenzen aus Fruchtkérper-DNA. Phylogenetischer
Stammbaum von Tricholoma-Arten und S. commune abgeleitet aus Sequenzen von Amplifikationen

der ITS-Regionen mit DNA durchgefiihrt, die aus Fruchtkérper extrahiert wurde.

T. orirubens
T. orirubens

100

T. nictitans
T. pseudonictitans

T. vaccinum*
:: T. vaccinum 3
T. batschii .
T. equestre 'ATCC

T. equestre ®

57

51

" T. vaccinum "*CBS L
—  T. imbricatum

i
Y———— "7 vaccinum "'CBS

T. terreum

T. terreumz

T. terreum,;

T. terreum

T. terreum24

65 T. terreum

T. argyraceum CBS

100
1T scalpturatum
97 P T. portentosum ?

86 T. sejunctum?®
85 L T matsutake
"T. sejunctum "'CBS
100 [ Cortinarius atrovirens
L Cortinarius hercynicus
100 ; Schizophyllum commune
| " T. robustum "CBS

" T. portentosum "' CBS

Abb. 9: Phylogenetischer Stammbaum von ITS-Sequenzen aus 13 Tricholoma-Spezies.
Der phylogenetische Stammbaum resultiert aus den ITS-Sequenzen von 29 Isolaten, die Stdmme

von Tricholoma, S. commune und Cortinarius beinhalten.
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2. In vitro Synthese der Mykorrhiza

Der dikaryotische T. terreum 3-Stamm bildete mit dem naturlichen Wirtsbaum Pinus sylvestris in
axenischer Kultur die symbiotische Assoziation einer Ektomykorrhiza. Zur Synthese wurde ein
Petrischalensystem verwendet, das sich semi-steril gestaltet. Das Pflanzchen befindet sich halb
in der sterilen Petrischale, die Blatter jedoch im nicht-sterilen AuBenbereich (Abb. 10). Dadurch
sind Kulturbedingungen wie Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Tag-Nacht-Rhythmus fir eine
Pflanzenentwicklung optimal einzuhalten. Das Petrischalensystem gewahrleistet eine
Beobachtbarkeit der Wurzeln und eine Kontrolle von Kontaminationen. Molekularbiologische
Untersuchungen an den Mykorrhizen verlangten zudem mdoglichst sterile und von jeglichem
Substrat freie Gewebe. Daher erfolgte die Mykorrhizierung nicht direkt im Agar, sondern auf einer
Cellophanfolie. Eine Abdeckung mit einer weiteren Cellophanfolie gewéhrleistete ein
Wurzelwachstum nah am Agarbereich.

Abb 10: Petrischalensystem.
Die Wurzeln und Myzelstlicke
befinden sich zwischen zwei
Cellophan-Folien der Dualkultur
von  Pinus  sylvestris  und
Tricholoma terreum.

In der Entwicklung der Ektomykorrhiza erfolgte zunéchst der Kontakt zwischen den Hyphen von
T. terreum und der Oberflaiche der Kurz- und Langwurzeln von P. sylvestris. Eine
Rhizomorphenentwicklung  mit  verdickten  Hyphenstrangen und dem  typischen
Verzweigungsmuster konnte dabei nur in Ansatzen beobachtet werden. Es bildete sich vorerst
ein lockeres Hyphengeflecht um die Wurzeln aus. Ausgleichend erfolgte eine Verdichtung des
Hyphenmantels, die an mehreren, lbereinanderliegenden Hyphenschichten zu erkennen war.
Die Hyphen des Mantels vergréBerten sich, und es bildete sich durch Verzweigungen ein dichtes
Plektenchym aus (Abb. 11 A). Nach etwa 30 Tage Dualkultur konnten die ersten interzellularen

Hyphen im Cortex beobachtet werden. Hyphen des Hartig'schen Netzes einer differenzierten
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Ektomykorrhiza zeigten eine véllig veranderte Hyphenmorphologie. Sie verloren ihre apicale
Dominanz und bildeten starke Verzweigungen. Die Hyphen nahmen dabei ein fingerahnliches
Aussehen an, das auch als Palmettistruktur bezeichnet wird (Abb.11 B+C). Ein voll entwickeltes
Hartig'sches Netz zeigte sich in einer vollstdndigen Separation der corticalen Rindenzellen. Es
bildet sich dabei in der Regel zwischen den Corticalzellen eine einlagige Hyphenschicht im
interzellularen Raum aus (Abb. 11 D). Eine Ausbildung von Tanninzellen konnte teilweise
beobachtet werden (Abb. 11 B).

Abb. 11: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ektomykorrhiza-Schnitten der kompatiblen
Dualkultur T. terreum und Pinus sylvestris. Mantelbildung ( 7),Hartig'sches Netz (—), &uBere
Tanninschichtbildung (__ ). (A) Nach etwa 60 Tagen Dualkultur hatte sich ein dichter Hyphenmantel
gebildet. (B), (C) Die Ausbildung von Palmetti-Strukturen konnte beobachtet werden. In (D) 4Bt sich die
vollstdndige Separation der Corticalzellen erkennen. Teilweise kommt es zur Bildung von Tanninzellen.
GroBenbalken=100um.
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2.1 Isolieren eines Monokaryons durch Protoplastierung von T. terreum

Die Synthese der Mykorrhiza in axenischer Kultur wurde mit einem Stamm gezeigt, der aus
einem Fruchtkdrper isoliert war. Das Myzel wachst dementsprechend als Dikaryon (Abb.12 A).
Es sollte analysiert werden, ob auch ein monokaryotischer Stamm in der Lage wére, Mykorrhiza
in axenischer Kultur zu bilden. Zur Synthese eines monokaryotischen Stammes muBte das
dikaryotische Myzel einem Verdau mit lytischem Enzym (Novozym 234) unterzogen werden, um
Protoplasten erzeugen zu kdnnen. Das Enzym lysierte die Zellwand und ermdglichte dem in der
Zelle vorhandenen Protoplasma sich in das leicht hypotonische Medium auszubreiten. Die
abgeschnirten Protoplasten besitzen entweder die beiden Kerne des Dikaryons, keinen Zellkern
oder einen einzelnen Kern. Aus den nach zwei Wochen aus solchen Protoplasten entstandenen
Myzelien wurden die Kernverhdltnisse mittels DAPI-Farbung Uberprift. Es konnte ein

monokaryotischer Stamm isoliert werden, der als MK-2 bezeichnet wurde (Abb.12 B).

Abb. 12: Kernverhiltnisse in T. terreum-Stammen (A, B) und Mykorrhiza-Bildung von MK-2 (C, D).
(A) DAPI-Féarbung der Kerne des dikaryotischen T. terreum 3 (B) und Anfarbung des monokaryotischen T.
terreum MK-2 Stamm. (C,D) Lichtmikroskopische Aufnamen von T. terreum MK-2 und Pinus sylvestris in
54 Tage Dualkultur, Mantel ( 7), Hartig’sches Netz (—), &uBere Tanninschicht (__). GréBenbalken=100um.
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Der monokaryotische Stamm MK-2 wurde in axenischer Kultur mit dem nattrlichen Wirtsbaum
Pinus sylvestris zur Ausbildung von Mykorrhiza zusammen gebracht. Nach etwa 6-8 Wochen
hatten die Hyphen einen relativ dichten Mantel Uber einigen sekundaren Wurzeln gebildet, der
als dichtes Plektenchym in lichtmikroskopischen Aufnahmen sichtbar wurde (Abb.12 C). Die
Hyphen des Hartig’'schen Netz penetrierten zwar in den Cortex, aber es erfolgte keine
vollstandige Separation der ersten Rindenzellenschicht (Abb.12 D). Es konnte eine vermehrte
Anreicherung von Tanninzellen beobachtet werden. Obwohl keine Quantifizierung vorgenommen
wurde, ist die eingeschrénkte Mykorrhiza-Entwicklung des Monokaryons im Vergleich zum

Dikaryon zu erkennen.
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3. Isolierung und Analyse von Hydrophobinen

3.1 Hydrophobine formen SDS-unlésliche Komplexe an der Wasser/Luft-
Grenzschicht

Hydrophobine besitzen die charakteristische Fahigkeit zur Bildung von amphipatischen
Aggregaten, wenn sie an eine hydrophobe-hydrophile Grenzschicht wie Luft/Wasser gelangen.
Die unterschiedliche L&slichkeit der Aggregate fihrt zudem zur Einteilung in zwei Klassen. Bei
Hydrophobinen der Klasse Il dissoziieren die Proteine in SDS, dagegen bilden solche der Klasse
| Aggregate aus, die in heiBem SDS unléslich sind und starke Oxidationsmittel zur Dissoziation in
die Monomere bendtigen. Die Fahigkeit zur Ausbildung der Proteinkomplexe wurde zur ersten
Identifizierung und Isolierung von Hydrophobinen aus Tricholoma genutzt. Es wurden Myzelien
von T. terreum, T. vaccinum und T. nictitans aufgebrochen und mit kochendem SDS-
Extraktionspuffer versetzt. Die resultierenden Proteingemische wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Eine Identifizierung und Detektion der Hydrophobin-Proteine erfolgte durch Western
Blot-Analysen mit Antiserum, das gegen das Sc3-Hydrophobin aus dem Basidiomycet S.
commune gewonnen war. Die Hydrophobin-Antikbrper reagierten mit Proteine, die groBe
apparente molekulare Massen von 50 bis 98 kDa besaBen (Abb. 13). Die detektierten
Hydrophobin-Proteine aus den verschiedenen Tricholoma-Spezies lagen als Agglomerate vor,
welche die von Hydrophobin-Monomeren abweichende typische GrdBe erklaren kdénnte. Eine
Dissoziation der Aggregate zu monomeren Einheiten fand nicht statt.

kDa

94 —

67 —

Abb. 13: Immunodetektion von
Hydrophobinen aus Tricholoma- 43
Spezies mit Anti-Sc3-Antikorper. Es
wurden Proteinrohextrakte auf einem
SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrocellulose Ubertragen. Die
Hydrophobine wurden durch Anti-Sc3-
Antikdrper und einen Zweitantikérper
zur Kopplung an ein
Chemoluminiszenzsystem detektiert.
Spur 1: T. nictitans, Spur 2: T.
vaccinumund Spur 3: T. terreum.
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3.2 Isolierung von T.t.hyd1-Hydrophobin aus T. terreum

Zur Reinigung von sekretierten Hydrophobinen wurde Kulturmedium benutzt, in dem gut
entwickeltes Luftmyzel gewachsen war. Der geklarte Uberstand wurde solange mit Luft
vermischt, bis eine Tribung der Ldsung eintratt. Spontane Aggregation der Hydrophobine zu
Komplexen verursachte den Niederschlag, der mit Trifluoressigsaure dissoziiert und mittels SDS-
PAGE aufgetrennt wurde. Die apparenten molekularen Massen der starksten Banden in der
Silberfarbung wurden durch ein 15 %iges Acrylamid-Gel mit 23, 16 und 9 kDa bestimmt (Abb.
14 A).

Die angereinigte Fraktion wurde mit Hilfe des heterologen Antiserum auf das Vorhandensein von
Hydrophobinen untersucht. Als Positive Kontrolle wurde neben den T. terreum-Extrakten auch
das gereinigte Sc3 von S. commune eingesetzt. Sowohl Sc3, als auch das angereinigte, 23 kDa
groBe Protein wurden mit dem gegen Sc3 gerichteten Antikdrper als spezifische Bande
nachgewiesen (Abb.14 B). Die Detektion mit dem gegen Sc4 (fruchtkdrper-spezifisch)
gerichteten Antikérper blieb negativ (nicht dargestellt). Aufgrund der gezeigten Detektion sollte
das von T. terreum ins Medium abgegebene und mit Anti-Sc3-Antikérper reagierende
Hydrophobin naher untersucht werden. Zur weiteren Charakterisierung des 23 kDa groBen
Proteins, das als T.t.hydl bezeichnet wurde, erfolgte eine N-terminale Aminosaure-
Sequenzierung. Aufgrund geringer Mengen an Protein konnten nur acht sichere N-terminale
Aminosduren (TPLP GG S S (Y)) bestimmt werden.

B 1 2 3
A kDa
kDa -
- ]
; ° ] ]
v ‘ ' — — — 23
20 —
9 —_—

Abb. 14: Reinigung und Immunologischer Nachweis des T. t. hyd1-Hydrophobin aus T. terreum. (A)
SDS-PAGE der Trifluoressigsaure-léslichen Fraktion der lufthyphen-spezifischen Hydrophobine mit Silber
gefarbt. (B) Immunodetektion mit Anti-Sc3-Antikérper der gereinigten lufthyphen-spezifischen
Hydrophobinen, die auf einem SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen
wurden. In (1) wurde als Positivkontrolle das gereinigte Sc3 von S. commune, in (2) und (3) verschiedene
TFA-Préparationen der lufthyphenspezifischen Hydrophobine aufgetragen.



Ergebnisse 47

3.3 Klonierung von T.t.hyd1

Die Bestimmung der ersten N-terminalen Aminosduren des sekretierten T.t.hyd1-Proteins
ermdglichte die Ableitung von vier degenerierten Oligonukleotiden. Die Primer wurden in
Verbindung mit einem Oligo(dT),,-Primer zur Amplifikation von cDNA zur RT-PCR eingesetzt.
Far die RT-PCR-Reaktionen wurde Gesamt-RNA aus T. terreum- (Luft)-Myzel benutzt. Der
degenerierte Primer Hyddeg3 (5'-CCl CTlI CC(A/C/G/T) GG(A/C/G/T) GGI TCI AG(T/C) TA-3, | =
Inosin, Tab. 3) ergab ein ca. 360 bp groBes Fragment, das kloniert und sequenziert wurde
(Abb.15 A). Die abgeleitete Aminosauresequenz wurde mit Proteinsequenzen der Datenbanken
verglichen und erwartungsgemaB ergaben sich hohe Sequenzahnlichkeiten mit pilzlichen

Hydrophobinen.

Zur ldentifizierung und Analyse des Genortes der mittels RT-PCR amplifizierten und als T.t.hyd1
bezeichneten cDNA sollten zunachst Southern Blot-Analysen durchgefiihrt werden. Als Sonde
wurde ein genomisches Fragment benutzt. Daflr wurden von der T.t.hyd1-cDNA die Primer
Hyd7for und Hyd7rev (Tab. 3) abgeleitet und mittels PCR ein 190 bp groBes Fragment aus
genomischer DNA amplifiziert (Abb.15 B). Die Sonde hybridisierte mit 3,6 kb EcoRI und 4,8 kb
Hindlll Fragmenten unter stringenten Bedingungen (Abb. 16). Unter Berlcksichtigung der
vermuteten GengréBe von T.t.hyd1 wurde das stark hybridisierende 3,6 kb

08 —

0,51 —

0,34 —

A

0,21 —

Abb. 15: Identifizierung der T.t. hyd1-cDNA durch RT-PCR-Amplifikation. (A) RT-PCR-Produkt, das
mittels von der Aminosauresequenz abgeleiteten degenerierten Primer Hyddeg3 und eines reversen
Oligo(dT),,-Primers aus Gesamt-RNA von T. terreum- (Luft)-Myzelien erhalten wurde. (B) PCR-
Amplifikation des zur T. t. hyd1-cDNA korrespondierenden genomischen 190 bp groBen Fragments mit
den Primern Hyd7for und Hyd7rev. M=Markerspur.
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Abb. 16: Southern Blot-Analyse zur Identifizierung des genomischen T.t.hydi-Fragments.
Genomische DNA wurde isoliert und nach einem Restriktionsverdau mit BamHI (1), EcoRI (2), Hindlll (3)
und Pstl (4) in einem 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit der
radioaktiv-markierten Sonde unter stringenten Bedingungen hybridisiert.

EcoRI Fragment ausgewahlt. Andere, schwéacher detektierte Banden sind vermutlich im Genom
vorkommende Gene anderer Hydrophobine. Fir die Klonierung des 3,6 kb- EcoRl Fragments
wurde genomische DNA einer vegetativ wachsenden Kultur mit der Restriktionsendonuklease
EcoRI geschnitten, auf einem préparativen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die
DNA aus dem EcoRI-Fragment zugehdrigen GrdBenbereich eluiert. Die Eluate wurden in
weiteren Southernexperimenten auf das Vorhandensein der gewlnschten Fragmente hin
untersucht, die DNA anschlieBend in die EcoRI-Schnittstelle eines linearisierten Vektors
eingeflgt und in E. coli-Zellen transformiert. Von 500 getesteten Kolonien enthielt eine das
gewlnschte 3,6 kb Fragment. Das entsprechende Plasmid wurde als pHyd2-2 bezeichnet.



Ergebnisse 49

3.4 Ermittlung der genomischen und cDNA-Sequenz von T.t. hyd1

Zunachst wurde von dem 3,6 kb groBen Insert des Plasmids pHyd2-2 eine Restriktionskarte
erstellt (Abb. 17). AnschlieBend wurden beide Strédnge dieses Fragments sequenziert. Dafiir
wurden zundchst Standardprimer verwendet (Tab. 3), mit denen pHyd2-2 und Subklone von
pHyd2-2 (Abb. 17; Tab. 3) analysiert wurden. In der Analyse konnte in der genomischen
Sequenz an Position 1770 ein Startkodon gefunden werden, welches den offenen Leserahmen
von T.t.hyd1 initiiert. Die mittels von der genomischen Sequenz abgeleiteten Primer Hydstart1
und Hydstop1 (Tab. 3) amplifizierten die 324 bp groBe T.t.hyd1-cDNA, die den Translationsstart
und den Translationsstopp beinhalteten. Um zu untersuchen, ob das T.t.hyd7-Gen Introns
enthielt, wurde die genomische T.t.hyd1-Sequenz mit der beidstrangig sequenzierten T.t.hyd1-
cDNA verglichen. Es wurden zwei Introns mit einer La&nge von 53 und 74 Nukleotiden identifiziert.
Die Sequenzen im Bereich der SpleiBstellen wiesen flr beide Introns die typischen konservierten
Sequenzabschnitte (5°GT und 3°‘AG) fir Introns auf, die fur filamentdse Pilze beschrieben wurden
(Gurr et al., 1987). Innerhalb von ca. 200 Basenpaare vor dem Translationsstart befanden sich
eine CAAT- und eine TATA-Box, deren Sequenz in Ubereinstimmung mit anderen Daten fiir
Promotoren aus Eukaryoten stehen (Benoist et al, 1980). Am 3‘-Ende der T.t.hyd7-cDNA
wurden ca. 100 Basenpaare stromabwarts des Stoppkodons Polyadenylierung der mRNA
gefunden (Position 2319 in der genomischen Sequenz). Der offene Leserahmen kodiert flir ein

Polypeptid von 108 Aminoséuren (Abb. 18)

1 kb
l |
I 1
EcoRl Pstl EcoRV Sall Sall EcoRl
] ] ] ] ] ]
S EEEE—
0,5 kb-Transkript
—
ORF (108 AS)
EcoRV EcoRI EcoRI  Pstl
%! ! ! ! ! !
pHyd2-2 ‘le‘amHl
pHydEP055 pHydS085
pHydESO0,98 SHydES095
pHydS17

Abb. 17: Partielle Restriktionskarte des T.t.Hyd1-Genortes. Analysiert wurde das 3,6 kb- EcoRlI-Insert

von pHyd2-2. Die Lage des Transkripts und des offenen Leserahmens ist angedeutet. Ebenso sind
Subklone, die zum Sequenzieren konstruiert worden sind, eingezeichnet.
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CACGCCTTCGTCCTGGGCTCCAAGTGAAAAGCATTGTGTACGGCAACTCGACGATGGAAGCCCAAATAAAACAGAAACAG 80

ATTTCCGTGAAAGGCGTTCATGTCGATCGTGAACGAACGCGAGATGGACGTTCTCCAAAGAGAGAGAGCAACAAGCATCA 160
AGATGGAATTGTTGTTCAACAGATTGAGAGTGTAAGCTCTGGCTCGTGATGAATGGATAAGCAAAACTTACGCAAAGATT 240
AAGGATGACCGCGATTCAGGCACGGGGAAGAGAGGCAAGGAGATGTICCGAGCAGCGACGTAGTATTIGTGGAGATAAGGC 320
CCGCAGCCGATGTTCTTGTCTGGAAACGCGAAAAACAGTGGAAGAACTCAATGAATGTACTACGGATGAGGAGGGAGCGC 400
ACCAGAGGTTICTTCACGTCTGGGTTTTGGCCCGAGGGACTGGAGGACATCGACAGAAAACACCCTGICTTITGGGTACGGA 480
ACGCGTACATTGTGCAGCACTGCAGCTGCGACCTCGAACTCGGAAAAAGCCAAACACATCCAAGCATGACTCGACGAAGA 560
TATGAATTGTGGCAATACCTTGACAGCAAACCGACGCAGAGAAGTTGCAGCTGGAGATATCAGGAATCCACTAACGGCAG 640
GGAGTAAGCCAAGCTCTGGCACGTGCTTATCGGAGTTCATGGGGAGATTCTCCCGCCACTGGCGCCAACAATAAGCATAA 720
ATGACAGTCGCCGAAATACTGGAATTTTGTAGAGTAAGTCAGCGACCCAAAAAAGTGTGTCCGAGTCCTCTGAGAGGACG 800
GGCATTGCAATACGGATCCGGGGTCCTTCGCCGCAGACCAAAGGGCACAGTCGGACAATAATTTTTGTGACATCCCCACC 880
GCCCAGCCTCAGTCCCCGAGTCCAGGATGCCCTGTAGGCTGTGGGCCAAATATTGATCGGACGGTGAGTTGTTGCCGTTT 960
GAAAAATCAAGAAGGCCAAATTTGTTGCCCCAACTGGAGCAGCCCTGATGGCTTCTGGAACCTTGAAACCTATTCTTTGG 1040
ACGCAGTCGCCATCACCGCCCAATTTTGACCAAACGCGAATACCTAGACAAAAAGTCCGAGAGTAGTAGTAGCAGGCCAT 1120
GGTGGATATTTCCTAAGTCCTAGAAGTTTGACAACGGTGCCCATCTGAAGTTATGTGACATGAATTTTAAACATAGCTTT 1200
CCCCGCATGTTCCGCCCTCTAATTTATGGATGATGGGGATTGACGGCCAAGGTCTTGTCGGCTAATAGCACCCGGCAAAC 1280
AGCGTTAGGCTCGAAGATGCTCAAAATGTATGTAAAAATACCGCTTGTCCACTGCATCAGAACATGCGAAGGTCCTACAG 1360
CAGTGGTCCAATCGCCAGCCTTGACATGTGGGGACGTATTGTCTTAAGTCGTTAGAAAACGTTGGACCAGTTCAAGGGTT 1440
TTGCCAAAAGTACTGCCTAAAGCCAGGGCCAAGGACTCGGAAGCATAGTAACGCGATCTTATTCTACCTCAACTTCCAAG 1520
TCAGAATTAGATCCGCCAAGAACCCACAAAAAACTGGAAACCACTGTTCGGCTCATCTCTGTTACTCCCCAAGCCGACCC 1600
CAATACTAACCATAAAGAGTCGACCGCCCGGTACTGCGGAGTCCACTGGCTATAAAAGCTGGCCTATATTTCTAGCAAAC 1680
CCCATCAACCTCACAGGTCTTATCCAACTGCCTACTAGCAAACCCAACCGTTCTTTATCAAACCCACCTTCATTATTCTC 1760

T.t.hydl Start ‘
TCATACACAATGTTCTCTAAAGTCGCTCTCATCGTTGCCACCTTGGCCGCTTTCGTCGCTGCCACCCCTCTTCCCGGAGG 1840

M F S K VAL I VA T L A A F V A A T P L P G G

CTCTAGCCAGTGCAACACCGGCTCCATCCAGTGTTGCCAGCAGACTTACTCGTCCACCTCCTCTGAGGCTTCGTTGATCG 1920
s s ¢ ¢ N T G s I Q C C o o T Y s s T s s E A s L I A
L L]

CCTCCATCGTTGGCCTTGACCTCTCTGGCGTCACTGGCTCCATTGGCTCCCAGTGCAGCCCCATCTCCGCTATTGGCCTC 2000
s 1 v G L DL S GV TGS I G S @ CcC s P I s A I G L

GGTAGCGGTAGTTCGTGgtatggtacttcggtgttttcgtggttttggtgctcatatgatcgaattgcagCACTCAGCAA 2080
G s G S S ¢C T O O
||
CCCGTTTGCTGCTCAAACAACAACTACCgtacgttcttgggeccttttgactcctattcttectttgectttcagtgtttget 2160
P v ¢C ¢C S N N N Y Q
——
atttgctgactccggtttacagAGGGCCTCATCGTCGTCGGCTGCTCTCCCATCAACTTGTAAACGTAGGATGGGAATAG 2240
G L 1 v Vv G C s P I N L Stop
||

GTCTTATACGAACAGAGAGGAGCTTTCTTGGTCAGCCTTGTCCGTTTAGCATAGCCACCATAATTAAATGGTTTGCTTGA 2320
ACCGATGTGATTTAAGCGTTTTCTATCGATCAGTATGTTCATGGTCTGCTCGCTGTATGAGAGAGGCTTCAGTGATTCGT 2400
CATGTGCTTGGCTTTATCCTGAATTGCTTTGGTGCTGCTCAACTTGTTCTGATATCCTCAAGCTGGGTTCGTGTCGACAC 2480
TATCGCCGAGTGGCATTCCTGTCAACCCAATTATTGCAGTTTTGAAAAGGTCCGAGTGATGGAGGGAACACGTATGCCAT 2560
CGTATTTATGGGCGCTGTACGATGGACATGCGGTGAACCCAAAGCAGGAAGGAGAACGAGAGCTTGCGAGGCAACCDTGA 2640
GAGATGCGTGATCCGTTTTCAGAAATACGAAGGAGTGGGGATAACAACGACCAAGGGTTTTTGGTGCCAGACAATCCATA 2720
TGTCGATATATCATATCGATACCATGACTCTGGAAGTGGTATACTTGGGAAATGACCCAGGTGGTACTTGGTTTGTCCAA 2800
TCGTAGTTCTCGAGACTTTGTACGATGATAGATACAGTGGGATCGACATTCGCGGAACTCGCAATACCTTGACGCTCTICT 2880
TATCGCCGAGTGGCATTCCTGTCAACCCAATTATTGCAGTTTTGAAAAGGTCCGAGTGATGGAGGGAACACGTATGCCAT 2960
CGTATTTATGGGCGCTGTACGATGGACATGCGGTGAACCCAAAGCAGGAAGGAGAACGAGAGCTTGCGAGGCAACCTGAG 3040
AGATGCGTGATCCGTTTTCAGAAATACGAAGGAGTGGGGATAACAACGACCAAGGGTTTTTGGTGCCAGACAATCCATAT 3120
GTCGATATATCATATCGATACCATGACTCTGGAAGTGGTATACTTGGGAAATGACCCAGGTGGTACTTGGTTTGTCCAAT 3200
CGTAGTTCTCGAGACTTTGTACGATGATAGATACAGTGGGATCGACATTCGCGGAACTCGCAATACCTTGACGCTCTCTC 3280
CTGGACACCAGACCTTGGAGCCCGAGGAAGCAGTATGCAATGGTTGATCCTGTCAGACCGAGAACGAGTGGAAAGGCGCA 3360
TTAATTCTGGATGGAACTCAGACCCCAGCAGAGCAGCAACGCTTAAATTAAACGCAGAAGGGACCGCAGACCATCTATCT 3440
TGCGTGGCTATCATAGATAAGTAGCCGTGGCAGCTGACACGACGGAATCTGGACCAAACAAGGACATACAGCGGTCCATA 3520
AGTAGCGACCCTTCTGTTAATCCCTGTGCATACGCAAGCTCTATCAATTCAACTATCACTACCACTGTCTCTCCCTCTAC 3600

TCCTCTGTCTTACATAGATATCCAGGGCTTA 3631

Abb. 18: Sequenz des T.t.hydi1-Genortes. Das 3,6 kb EcoRI-Restriktionsfragment in pHyd2-2 wurde
beidstrangig sequenziert und mit der cDNA verglichen. Mégliche TATA- und CAAT- ahnlichen Boxen sind
unterstrichen. Die Poly(A)-Adenylierungsstelle wurden von der cDNA-Sequenz abgeleitet (). Die
Aminosauresequenz des offenen Leserahmens ist unter der DNA-Sequenz im Ein-Buchstaben-Code
angegeben. Konservierte Cysteine sind doppelt unterstrichen. Die erste Aminosédure des gereinigten
Polypeptids wurde durch N-terminale Aminosduresequenzierung festgelegt und mit dem Pfeil markiert.
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3.5 Charakterisierung des T.t.hyd1-Proteins

Die T. t.hyd1-cDNA kodiert fir ein Protein mit 108 Aminos&uren und besitzt die fir Hydrophobine
typische Struktur von Signalsequenzen sekretierter Proteine (von Heijne, 1986). Die N-terminale
Peptidsequenzierung bestétigt eine Prozessierung von T.t.hyd1 zwischen Ala;g und Thryg. Das
reife Polypeptid beinhaltet somit 90 Aminosauren, besitzt eine errechnete Masse von 8846 Da
und einen kalkulierten isoelektrischen Punkt von pl = 4,37. AuBerdem konnte bei T.t.hyd1 mit
Thryg und Sery,, zwei mogliche O-Glykolysierungsstellen gefunden werden (NetOGlyc 2.0
prediction program; Hansen et al, 1997). Glykosylierungen sind posttranslationale
Modifikationen, die die Hydrophobizitat eines Proteins verandern und eine Selbst-Aggregation
auslésen kénnen. Das Protein besitzt acht Cystein-Reste in einer fir Hydrophobine typischen
konservierten  Abfolge  (Konsensus:  X;.35-C-X5.9-CC-X4.39-C-Xg.03-C-X5.-CC-Xg.15-C-X5.13,
C=Cystein, X=beliebige Aminosaure; Wessels, 1996).

Die Aminosauresequenz von T.t.hyd1 wurde mit den analogen Hydrophobinen, die aus anderen
Pilzen stammten, verglichen. Das resultierende Aminosaure-Alignment zeigte, das zwischen
T.t.hyd1 und den anderen Hydrophobinen auf Aminosaureebene nur geringe Homologien (34-
43%) bestanden, die hauptsachlich im C-Terminus zu finden waren. Die héchste Homologie
(43%) wurde mit HYDPt-1, welches ein Hydrophobin aus einem Ektomykorrhizapilz war,
gefunden (Abb. 19 A). Die Homologie mit dem Sc3-Hydrophobin aus S. commune betrug nur
39%. Ein erweitertes Alignment und ein phylogenetischer Stammbaum mit Hydrophobinen aus
verschiedenen Basidiomyceten ergab die distanzierte Gruppierung der fruchtkdérper-spezifischen
Polypeptide aus S. commune, Agaricus bisporus und Pleurotus ostreatus (Sc1, Sc4, ABH1+2,
POH1) sowie der Hydrophobine, die vom vegetativen Myzel von S. commune und Coprinus
cinereus sekretiert werden (Sc3, CoH1+CoH2). Die Ektomykorrhiza-Hydrophobine T.t.hyd1und
HYDPt-1 sind dagegen im phylogenetischen Stammbaum in einer von den fruchtkérper- und
vegetativ-spezifischen Hydrophobinen abgetrennten Gruppierung zu finden (Abb. 19 B)

Mit der aus dem offenen Leseraster von T.t.hyd1 abgeleiteten Aminosauresequenz wurde eine
Hydrophobizitatsanalyse nach Kyte und Doolittle (1982) durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, daB
T.t.hyd1, ahnlich wie die bekannten Hydrophobine Sc3 aus S. commune und HYDPt-1 aus
Pisolithus tinctoris, einen stark hydrophoben Bereich am N-Terminus des Proteins aufweist (Abb.
20). Diese Bereiche besitzen zumeist eine durchschnittliche Ausdehnung von 20 Aminosauren
und sind strukturell als Signalpeptide zu werten. Die eigentlichen, reifen Proteine bestehen
ebenfalls aus hydrophoben Domainen, die einer charakteristischen Verteilung unterliegen.
Obwohl die Homologie der Aminosauresequenzen zwischen den Hydrophobinen eher gering ist,
belegen die Hydrophobizitats-Muster von T.t.hyd1 mit Hydrophobizitats-Mustern anderer
Hydrophobine wie HYDPt-1 und Sc3, daB T.t.hyd1 zur Klasse | der Hydrophobinen gehért
(Stringer and Timberlake, 1995).
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Abb. 19: (A) Alignment und (B) phylogenetischer Stammbaum der Aminoséauresequenzen von T.t.hyd1 und
anderen Hydrophobinen. (A) Alignment mit Pleurotus ostreatus (POH2, Asgeirsdottir, 1998); Agaricus bisporus
(ABH3, Lugones, 1998); Coprinus cinereus (CoH1, Asgeirsdottir, 1997); Schizophyllum commune (Sc3, Schuren and
Wessels, 1990) und Pisolithus tinctoris (HYDPt-1, Tagu, 1996). Der Sequenzvergleich wurde mit CLUSTAL V (Higgins,
1988) durchgefiihrt. Identische Aminosauren sind schwarz unterlegt. (B) Phylogenetischer Stammbaum von
Hydrophobinen der Klasse | aus Basidiomyceten. Der Aminosduresequenzvergleich und die Aufstellung des
phylogenetischen Stammbaum wurde mit CLUSTAL V (Higgins, 1988) ausgefuhrt. Der obere Gruppe der Abbildung
besteht aus Hydrophobin-Proteinen, die wéhrend der Entwicklung von vegetativen Lufthyphen exprimiert werden: P.
ostreatus (POH2 und POH3, Asgeirsdottir, 1998); A. bisporus (ABH3, Lugones et al., 1998); C. cinereus (CoH1und
CoH2, Asgeirsdottir, 1997); S. commune (Sc3, Schuren and Wessels, 1990, de Vocht et al., 1998). In der unteren
Gruppierung des Stammbaums sind Hydrophobine, die in Fruchtkdrpern exprimiert werden: P. ostreatus (POH1,
Asgeirsdottir, 1998); A. bisporus (ABH1 und ABH2, Lugones et al., 1996); S. commune (Sc1 und Sc4, Schuren and
Wessels, 1990). Eine eigene Gruppe bilden hier Hydrophobine von Ektomykorrhiza-bildenden Basidiomyceten:
Tricholoma terreum (T.t.hyd1, diese Arbeit) und Pisolithus tinctoris (HYDPt-1, Tagu, 1996)
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Abb. 20 : Hydrophobozitiatsanalyse nach Kyte und Doolittle (1982) mit Aminosauresequenzen von
T.t.hyd1, HYDPt-1 und Sc3. (FenstergréBe: 9). Punkte oberhalb der x-Achse kennzeichnen hydrophobe

Bereiche der Proteine.
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3.6 Expression von T.t.hyd1

Die Transkripte des T.t.hyd1-Gens sollten durch Northern Blot-Analysen nachgewiesen werden.
Dafur wurde Gesamt-RNA isoliert, die von 1-4 Wochen alten, dikaryotischen, vegetativ
wachsenden Myzelien aus Flussigkulturen sowie Kulturen von Agarplatten stammten. Es wurde
zudem noch Gesamt-RNA aus frischen Fruchtkdérpern benutzt. Die Kontrolle und
Mengenabschatzung der eingesetzten RNA erfolgte Gber die Methylenblau-Anfarbung der
ribosomalen RNA-Banden im Blot (Abb. 21 B). Die DNA-RNA-Hybridisierung wurde mit der
T.t.hyd1-cDNA als Sonde durchgefiihrt, die in der PCR mit den Primern Hydstart1 und
Hydstopp1 amplifiziert wurde. Flr T.t.hyd1 lieB sich ein Hybridisierungssignal von etwa 500 nt
Lange detektieren. Transkripte konnten in vegetativen Myzelien gefunden werden, aber nicht in
Fruchtkorpern (Abb. 21 A). Die hdchste Akkumulation von T.t.hyd1-Transkripten tratt bei den 2
Wochen alten, vegetativen Agarplatten-Kulturen auf, wahrend bei gleichem Alter der
FlUssigkultur nur geringere Expression des Hydrophobin-Gens nachweisbar war. Insgesamt
nahm die Transkriptmenge von T.t.hyd1 bei gleichzeitiger Zunahme des Wachstum von

Luftmyzels zu.

~ 500 nt

Abb. 21: Die Northern Blot-Analyse
zeigt die differenzielle Expression
von T.t.hyd1. Gesamt-RNA wurde
aus vegetativ wachsenden FlUssig-
und Agarplattenkulturen, sowie auch
aus frischen Fruchtkérpern isoliert.
(A) Die aufgetragene Gesamt-RNA
aus (1) 4 wodchiger Flussig-, (2) 2
wdchiger Agarplatten-, (3) 2 wdchiger
Flussig-, (4) 1 wochiger Flissig-, (5) 3
wochiger  Flissigkultur  und  (6)
Fruchtkérper wurden mit der T.t.hyd1
(cDNA)-Sonde hybridisiert. (B) Zur
Kontrolle der RNA-Mengen wurde
eine  Methylenblau-Farbung  des
Northern Blots durchgefihrt.
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3.7 Quantifizierung des T.t.hyd1-Transkripts in der Mykorrhiza mittels kompetitiver
RT-PCR

Um zu untersuchen, ob das gereinigte Hydrophobin eine spezifische Funktion fir die
Ektomykorrhizabildung besitzt, wurde die Expression nicht nur in verschiedenen vegetativen
Myzelien (siehe 3.6), sondern auch in Mykorrhiza untersucht. Wegen der geringen
Materialmengen eignen sich fir solche Untersuchungen allerdings nur Methoden mit geringer
Nachweisgrenze. Daher wurde die Expression und Quantifizierung des T.t.hyd1-Transkripts in
Mykorrhiza mittels kompetitiver RT-PCR untersucht. Gleichzeitig wurden kompatible und
inkompatible Interaktionen verglichen, indem Mykorrhizen von T. terreum mit Pinus sylvestris

(kompatibel) und Picea abies (inkompatibel) eingesetzt wurden.

Aus beiden Mykorrhiza-Gewebe etwa gleicher Entwicklungssstadien wurde Gesamt-RNA (~100
ng) isoliert, die fir die anschlieBende reverse Transkription eingesetzt wurde. Da die Mykorrhiza
als symbiotisches Gewebe aus pilzlichem und pflanzlichem Gewebe zusammengesetzt ist, war
eine Kallibrierung der effektiven Menge an pilzlicher, revers transkribierter RNA fUr die weitere
RT-PCR unerlaBlich. Die Quantifizierung des Anteils an pilzlicher RNA aus beiden Mykorrhizen
wurde Uber Amplifikationen der 18S rRNA erreicht. Die NS1 und NS8-Primer (Tab. 3) erzeugten
far pilzliche und pflanzliche Gewebe Fragmente, die etwa 1700 bp gro3 waren. Ein Verdau mit
der Restriktionsendonuklease Mbol lie3 verschiedene Fragmente im Agarosegel erscheinen, die
eine eindeutige Unterscheidung von pflanzlicher und pilzlicher cDNA zulieB (Abb. 22 A). Uber
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Abb. 22: Amplifikation der 18S rRNA. (A) T. terreum (Spur 1), P. sylvestris (Spur 2), P. abies (Spur 3)
und die Restriktion mit Mbol der Fragmente von T. terreum (Spur 5), P. sylvestris (Spur 6) und P. abies
(Spur 7), Spur 4: DNA-GréBenmarker. (B) Amplifikation und Restriktion mit Mbol der 18S rRNA der
kompatiblen T. terreum/P. sylvestris- (1) und der inkompatiblen T. terreum/P. abies-Interaktion (2).
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die Mengen an amplifizierter, geschnittener 18S rRNA wurde errechnet, wieviel cDNA fir beide
RT-PCR-Reaktionen eingesetzt werden muBte. So ergab die Amplifizierung und Restriktion, daB
fir die (inkompatible) RT-PCR-Reaktion im Vergleich zur (kompatiblen) Reaktion die ca. 1,6-
fache Menge an cDNA eingesetzt werden muBte (Abb. 22 B). Durch kompetitive RT-PCR konnte
dann die Menge der T.t.hydi-Transkripte in der kompatiblen Interaktion relativ zu den
Transkriptmengen der inkompatiblen bestimmt werden. Den PCR-Anséatzen wurde zusatzlich zur
cDNA ein interner Standard unterschiedlicher Mengen Kompetitor-DNA zugesetzt. Diese
Kompetitor-DNA weist ebenfalls Bindestellen fir die jeweiligen spezifischen Primer
(Hydstart1+Hydstopp1, Tab. 3) auf, flhrt aber zu einem 150 bp gréBeren, gelelektrophoretisch
unterscheidbaren PCR-Produkt. Als Kompetitor-DNA wurde hier die genomische DNA
verwendet. Die Kompetitor-DNA konkurriert mit der cONA um die Oligonukleotid-Primer. Anhand
der erhaltenen DNA-Mengenverhédlnisse von amplifizierter (zuvor in definierten Mengen
zugesetzter) Kompetitor-DNA und cDNA-Fragmente kann innerhalb eines PCR-Ansatzes in
Ethidiumbromid-gefarbten Gelen auf die Menge der vorhandenen T.thyd1-Transkripte
geschlossen werden (Abb. 23). Konstante Mengen cDNA zusammen mit der abnehmenden
Mengen Kompetitor-DNA fuhren dabei zu einem starker werdenden Signal der amplifizierten
cDNA (untere Bande) und einer abnehmenden Signalstéarke des amplifizierten Kompetitors
(obere Bande).

Die Ergebnisse der kompetitiven RT-PCR-Experimente sind wie folgt zusammenzufassen: Die
Transkriptmenge des T.t.hyd1-Gens der kompatiblen Mykorrhiza war etwa achtfach starker
exprimiert als das Transkript der inkompatiblen Mykorrhiza (Tab. 6). Dieses Ergebnis belegt die
Annahme, das es in der kompetenten Interaktion zu einem deutlichen Anstieg der Expression
des Hydrophobin-Gens kommt. Genauere Transkriptmengenangaben von T.t.hyd1 in der
Mykorrhiza waren nur dann mdglich, wenn eine getrennte Quantifizierung des pilzlichen
Hyphenmantels und des Hartig’'schen Netzes erfolgen kénnte. Noch bessere Auflésung kann nur
durch den Nachweis in situ erfolgen, was allerdings durch Immunfluoreszenz als Nachweis des

Proteins leichter zu handhaben ist, als ein Nachweis des Transkripts in situ.

Tabelle 6: Relative Mengen des Transkripts T.t.hyd1 der kompatiblen und inkompatiblen
Mykorrhiza.

kompatible Interaktion inkompatible Interaktion

T.t.hyd1 ~ 0,4 pg ~ 0,05 pg
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A

kompatible Mykorrhiza

480 bp (Kompetitor) N

324 bp (T.thydl)

inkompatible Mykorrhiza

480 bp (Kompetitor) «
324 bp (T.thyd1) 7~

Abb. 23: Bestimmung der cDNA-Mengen von T.t.hyd1 in Mykorrhiza mit Hilfe kompetitiver RT-PCR.
RNA wurde aus der (A) kompatiblen T. terreum/Kiefer- und der (B) inkompatiblen T. terreum/Fichte-
Mykorrhiza isoliert, die unter axenischer Kultur synthetisiert wurden. Spuren M: DNA-GrdéBenmarker.
Konstante Mengen cDNA wurden mit abnehmenden Mengen Kompetitor-DNA gemischt. Fir die
Reaktionen in den Spuren 1-9 wurden 100, 50, 10, 1, 0,5, 0,2, 0,05, 0,03 und 0,01 pg Kompetitor-DNA zu
gegeben. Die oberen Banden zeigen jeweils die mit Kompetitor-DNA erhaltenen PCR-Produkte, die
unteren Banden, die mit cDNA erhaltenen PCR-Produkte.
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3.8 Immunlokalisierung von T.t.hyd1in T. terreum

Um zu unterscheiden, ob Akkumulation des Proteins auf einen speziellen Zelltyp in der
Mykorrhiza beschrankt ist, muBten in situ-Analysen durchgefiihrt werden. Mit Hilfe der
Antikérper, die gegen das Sc3-Hydrophobin aus S. commune stammten, war es mdglich, das
T.t.hyd1-Protein in situ zu lokalisieren. Fur die Etablierung der Lokalisierungsexperimente wurde
eine T.terreum-Flussigkultur verwendet, die Luftmyzel entwickelt hatte. In den Myzelien wurde
eine Immunlokalisierung mit Anti-Sc3 und einem fluoreszenzmarkierten Zweitantikdrper
durchgefuhrt.  Gleichzeitig wurde Tubulin in den Zellen nachgewiesen, um die
Permeabilisierbarkeit der Zellen zu zeigen (Abb. 24 A). T.t.hyd1 konnte an der Hyphenoberflache
detektiert werden (Abb. 24 B). Myzel, das keine Lufthyphen entwickelt hatte, zeigte keine
Reaktion (nicht dargestellt).
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anti-Hvdrophobin
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Abb. 24: In situ-Lokalisierung von Tubulin und T.t.hyd1 in Hyphen. (A) Immunfluoreszenz der
Tubulinstrange in Hyphen mit Anti-Tubulin-Antikérper (_). (B) Lufthyphen in der Immunfluoreszenz mit
Anti-Sc3-Antikdrper gefarbt ().

3.9 T.t.hyd1-Akkumulation im Hartig’schen Netz der kompatiblen Ektomykorrhiza

Zum Nachweis des T.t.hyd1-Proteins in situ wurden kompatible und inkompatible Mykorrhiza von
T. terreum eingesetzt. Mit Hilfe des anti-Sc3-Antiserum wurde T.t.hyd1 in den Wurzelschnitten
der Mykorrhiza detektiert. Wahrend in der inkompatiblen Interaktion Fluoreszenz fast nur im
Hyphenmantel auftrat, wurde in der kompatiblen Interaktion auch Fluoreszenz im Hartig’schen
Netz gefunden (Abb. 25). Es konnte Akkumulation von T.t.hyd1 in den Zellwédnden der Hyphen
innerhalb der Strukturen des Hartig’schen Netzes der kompatiblen Assoziation von T. terreum
und der Kiefer (Pinus sylvestris) beobachtet werden (Abb. 25 A + C). Diese Fluoreszenz war in

Schnitten der inkompatiblen Interaktion der Fichte Picea abies nicht vorhanden (Abb. 25 E).
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Abb. 25: Hydrophobin-Akkumulation in der Mykorrhiza. Inkompatible (Picea abies; E, F) und
kompatible (Pinus sylvestris; A, B, C, D) Interaktionen von T. terreun mit den beiden Wirtsbdumen wurde
untersucht. Hartig’'sches Netz (). Immunlokalisierung mit anti-Sc3-Antiserum in mykorrhizierten

Wourzelquerschnitte wird in (A, C, E) gezeigt, sowie die Schnitte zum Vergleich im Phasenkontrast (B, D,
F). GréBenbalken=100um.
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V. Diskussion

Systematik innerhalb der Gattung Tricholoma

Die Verwendung der ribosomalen RNA-Gene fliir phylogenetische Untersuchungen hat sich
bereits in vielen Féllen bewéahrt. So dienten die ITS Sequenzen zur Unterscheidung von Arten
und Gattungen innerhalb der Heterobasidiomyceten (Zambino and Szabo, 1993), der
Deuteromyceten (Jasalavich et al., 1995; Sherriff et al., 1994) und insbesondere auch von
Phytophtora-Arten (Cooke and Duncan, 1997; Lee and Taylor, 1992). In der vorliegenden Arbeit
wurden die ITS-Sequenzen daher verwendet, um phylogenetische Analysen innerhalb der bisher
schlecht aufgelésten Gattung Tricholoma (Kost, 1981; Kihner, 1980; Singer, 1986) durchflihren
zu kénnen.

Die Primer ITS1 und ITS4 wurden zur Amplifikation der ITS-Regionen von 13 Arten des
Ektomykorrhizapilzes Tricholoma verwendet. Die GroBe der ITS-Region war innerhalb der
Gattung Tricholoma uniform, differierte dagegen bei anderen Gattungen wie S. commune und
Cortinarius. Der resultierende, phylogenetische Stammbaum der sequenzierten ITS-Fragmente
konnte diese distanzierte Gruppierung von Tricholoma zur Gattung Cortinarius aufzeigen, die in
neueren Untersuchungen der Gattung Cortinarius zudem bestatigt wurden (Hoiland and Holst-
Jensen, 2000). Eine enge Verwandtschaft beider Gattungen wurde von Hoiland (1984)
vorgeschlagen, da Arten von Tricholoma wie T. equestre verwandte Typen des Pigments
Anthraquinoid (Gill and Steglich, 1987) und gleiche morphologische Aspekte wie den
Lamellentypus der Fruchtkérperhite zu Arten der Gattung Cortinarius aufwiesen. Diese
morphologischen Ahnlichkeiten beider Gattungen, vermuten Hoiland und Holst-Jensen (2000),
haben sich wahrscheinlich unabhangig voneinander in Anpassung an trockene, kalkige oder
auch reiche Waldbéden entwickeln kénnen. Zudem zeigten chemische Untersuchungen, dafB3 das
Pigment Anthraquinoid in Tricholoma und Cortinarius als Stereoisomere vorliegen und somit auf
verschiedenen Biosynthesewegen hergestellt werden missen (Gill and Steglich, 1987).

Zur Analyse wurden zunachst nur Fruchtkdérper und Kulturen aus Sporen verwendet, die eine
sichere Identifizierung zuliessen. Das erlaubte eine Analyse, die auf einer eigenen,
morphologischen Bestimmung der Taxa beruhte. Zuséatzlich wurden auch Stdmme verwendet,
die u. a. von verschiedenen Kultursammlungen als Tricholoma-Arten bezogen waren. Die
Durchfihrung der Analyse mit Isolaten gleicher taxonomischer Einteilung zeigte eine deutliche
Abweichung bei einigen der kultivierten lIsolate. Es ist anzunehmen, daB die gewonnenen,
molekularen Daten ausreichen, die offensichtlich falsche Kennzeichnung der bezogenen
Stdmme zu belegen. Diese Kulturstimme besitzen keine Kriterien fir eine morphologische
Identifizierung, denn Tricholoma kann als obligater Mykorrhiza-Pilz keine Fruchtkdrper in

axenischer Kultur ausbilden.
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Die ITS-Sequenzanalyse der sechs T. terreum-Stamme, die aus verschiedenen Regionen
Deutschlands und Osterreichs sowie aus Stammsammlungen bezogen worden waren, konnten
trotz verschiedener Ursprungsgebiete eine hohe Sequenzhomologie innerhalb des ITS
aufzeigen. Die Homologien beschrénkten sich dabei nicht nur auf die konservierte 5.8S rRNA,
sondern konnten auch in den angrenzenden ITS1- und ITS2-Bereichen gefunden werden. Trotz
der groBen Homologie lieB sich eine Nukleotiddivergenz Uber den gesamten Bereich von
insgesamt 5,3% flir einen Stamm beobachten, jedoch finden sich noch héhere Divergenzen in
einem bei S. commune untersuchten Biosynthesegen wieder (Lengeler and Kothe, 1994). Eine
Verwandtschafts-Analyse der ITS-Sequenzen, die innerhalb verschiedener Arten und
Herkunftsbereiche der Gattung Phytophtora durchgefiihrt wurde, konnte im Vergleich zur in
dieser Arbeit vorgestellten Untersuchung einen héheren Grad an Homologie der ITS-Sequenzen
aufweisen (Cooke and Duncan, 1997). Diese offensichtliche Differenz kénnte eventuell darauf
zurlckgefihrt werden, daB im Genom eine inhomogene Weitergabe der rRNA-Gene durch
Genkonversion stattfindet, die die auftretenden Nukleotiddivergenzen der verschiedenen ITS-
Sequenzen verursacht haben kénnte (Li and Graur, 1991).

Die phylogenetische Untersuchung bewies zudem eine Unterteilung der Gattung Tricholoma in
mehrere Gruppierungen: T. scalpturatum gehért derselben Gruppe wie T. terreum an, bildet aber
eine eigene, distanzierte Verzweigung. Diese Arten  zeigen eine graue Farbung der
Fruchtkorperhite, wobei die Farbe des Hutes in der Natur von weiBlich bis dunkelgrau variert.
Die zweite Gruppe besteht aus T. nictitans, T. orirubens, T. pseudonictitans und T. vaccinum mit
einer braunlichen, rétlichen oder gelblichen Hutfarbe. Die Arten T. portentosum und T. sejunctum
besitzen gelblich gefarbte Fruchtkérper und bilden ein dritte unabhéangige Gruppe.

Bisher werden morphologische Kriterien zur Einteilungen in Ubergreifende Sektionen innerhalb
der Gattung Tricholoma herangezogen. Die wichtigen Sektionen, Tricholoma (wie T. equestre, T.
portentosum und T. sejunctum), Atrosquamosa (mit T. argyraceum, T. orirubens, T. scalpturatum
und Tricholoma terreum), Imbricata (fir T. imbricatum und T. vacdnum) und Albobrunnea (mit 7.
batschii, T. nictitans und T. pseudonictitans) stimmen nicht mit den Einteilungen aufgrund
molekularer Daten dieser Studie Uberein. Die Einteilung und Festlegung der Sektionen basierend
auf morphologischen Aspekten wie Farbung und Charakter des Fruchtkdrpers vorgenommen
(Kost, 1981). Die Ergebnisse dieser Arbeit geben AnlaB zur neueren Diskussionen der
Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Gattung Tricholoma.
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Tricholoma bildet in axenischer Kultur Mykorrhiza aus

Die symbiotische Struktur des dikaryotischen T. terreum-Stamm mit dem nattrlichen Wirt Pinus
sylvestris bestand aus einem weiBlichen, dichten Hyphenmantel und in lichtmikroskopischen
Aufnahmen von Schnitten lieB sich ein ausdifferenziertes Hartig’'sches Netz erkennen. In der
Entwicklung der Mykorrhiza kolonisierten erste Hyphen nach etwa 30 Tagen axenischer
Dualkultur die interzellularen Bereiche der corticalen Kurzwurzelzellen. Diese primaren Hyphen,
derren Hyphenwachstum eine apikale Dominanz besitzt, waren noch langgestreckt und wenig
verzweigt. Eine ausgepragte Rhizomorphenentwicklung, wie sie haufig bei Mykorrhizabildungen
angetroffen wird, konnte in den axenischen Kulturen nicht beobachtet werden. Dennoch lieBen
sich grundsétzlich Ansatze einer Rhizomorphendifferenzierung erkennen, wie sie auch von
Agerer (1988) beschrieben worden. Es konnte dabei das typische Verzweigungsmuster der
Rhizomorphenentwicklung beobachtet werden. Parallel zur Entwicklung des Hartig’schen Netzes
differenzierte sich der Hyphenmantel zu einem dichtem Plektenchym mit einer viellagigen,
dichten Hyphenschicht. Die wachsende Hyphenfront fihrte zur kompletten UmschlieBung und
Separation der corticalen Rindenzellen. Es bildete sich in der Regel eine einlagige
Hyphenschicht aus. Kottke und Oberwinkler (1985) beschrieben bei Amanita muscaria eine
Veranderung der Hyphenmorphologie, bevor Gberhaupt eine Penetration der Interzellularraume
erfolgte. Bei T. terreum lieB sich diese Strukturveranderung nachvollziehen, indem starke
Verzweigungen und ein fingerartiges Wachstum der Hyphen zu beobachten war. Diese, als
Palmettistrukturen bezeichnete, morphologische Erscheinungsform der Hyphen im Hartig‘schen
Netz wurde auch fir andere Ektomykorrhizapilze beschrieben (Massicotte, 1990).

Die symbiotische Assoziation, die vom hergestellten Monokaryon MK-2 mit Pinus sylvestris
gebildet wurde, lieB Ansétze einer differenzierten Ektomykorrhiza erkennen. Das zeigte sich in
der Ausbildung eines dichten Hyphenmantels an wenigen, schwacher besiedelten Kurzwurzeln,
die jedoch in lichtmikroskopischen Aufnahmen von Schnitten keine vollstdndige Separation der
Corticalzellen erkennen lieB. Diese Entwicklungstufe des Hartig’schen Netzes ware als ein Typ I-
zu bezeichnen, bei dem eine Penetration der Hyphen stattfindet, aber keine vollstandigen
Separationen der corticalen Wurzelzellen beobachtet wird. In der Interaktion des dikaryotischen
Stammes mit P. sylvestris 1aBt sich dagegen ein Typ lll beobachten, der die komplette
Separation und eine UmschlieBung der &uBeren corticalen Zellen zeigt (Wong et al. , 1989).

In der Literatur wird die Mykorrhizierungsféhigkeit von Monokaryen und Dikaryen kontrovers
diskutiert. Es konnte bei Laccaria bicolor und Hebeloma cylindrisporum beobachtet werden, daB
sich die Bildung einer differenzierten Mykorrhiza nicht ausschlieBlich auf den dikaryotischen
Zellzustand begrenzen laBt. Von beiden Gattungen konnten bisher viele, aus Sporen gekeimte
monokaryotischen Isolate beschrieben werden, die die Fahigkeit zur Bildung von Mykorrhiza
zeigten. DaB das nicht immer der Fall ist, konnte von Ducamp et al. (1986) beobachtet werden,

dessen Monokaryen aus gekeimten Sporen von Suillus granulatus unfahig waren,



Diskussion 63

mykorrhizierende Strukturen zu entwickeln, wahrend die heterokaryotischen Kulturen die
normale Assoziation ausbildeten. In anderen Studien Uber Mykorrhiza-Differenzierung von Tuber
melanosporum vermuteten die Autoren Fasalo-Bonfante und Brunel (1972), daB die sich aus
gekeimten Sporen entwickelnden Hyphen zwar monokaryotisch seien, jedoch im Myzelium des
Hyphenmantels der Mykorrhiza der heterokaryotische Zellzustand vorlag. Rouquerol und Payre
(1974) schloBen daraus, daB in der Natur die aus Sporen entstandenen, monokaryotischen
Hyphen zuerst mit kompatiblen Hyphen fusionierten, um den dikaryotischen Zellzustand zu
erreichen, bevor eine Mykorrhiza-Differenzierung Gberhaupt erfolgte. Kropp und Fortin (1986)
konnten zeigen, daB auch monokaryotische Kulturen eine voll differenzierte Ektomykorrhiza
bildeten, die von Protoplasten des Dikaryon von Laccaria bicolor abstammten. Diese Myzelien
konnten auch in Kreuzungsexperimenten eingesetzt werden. Es zeigte sich also bisher, daB
Ektomykorrhizapilze nicht generell mit jedem Monokaryon, das aus einer heterokaryotischen,
mykorrhizierenden Kultur hervorging, die Fahigkeit zur Ausbildung der Symbiose besteht.
Vielmehr sind diese Isolate individuell verschieden wie u. a. bei Hebeloma crustuliniforme,
Paxillus involutus, Pisolithus tinctoris und Thelephora terrestris beobachtet werden konnte
(Giltrap,1982; Kropp and Fortin,1988; Laiho,1970; Dixon et al.,1987; Marx and Bryan, 1971).
Eine Unterscheidung kompatibler und schwach kompatibler Interaktionen stellte die
Braunfarbung der Rindenzellen dar. Molina und Trappe (1982), Malajczuk (1984) und Duddrigde
(1986) beschrieben, daB Akkumulationen von phenolischen Verbindungen in Wurzelzellen, wie
auch eine vermehrte Lignifizierung der Zellwande, hauptséachlich mit nicht oder nur schwach
mykorrhizierenden Stammen auftreten kénnen. Diese phenolischen Verbindungen kénnen u. a.
Tannine sein, die in pflanzlichen Zellen Teil der Pathogenabwehr sind. Zellschichten, in denen
Tannine angereichert sind, kénnen als Barriere fir einen kolonisierenden Pilz wirken. Daher sind
solche Ph&nomene speziell in der Wurzel-Interaktion mit inkompatiblen, pilzlichen Arten
beobachtet worden (Molina, 1981). So findet sich auch eine vermehrte Ansammlung von
Tanninen in den Corticalzellen der Interaktion des monokaryotischen Stamm MK-2 und macht
damit die auftretende, nur schwach kompatible Interaktion bei Kolonisierung des Wirtes deutlich.
Im Einklang damit konnte die vollstdndige Differenzierung des Hartig‘'schen Netzes nicht
beobachtet werden. Die dikaryotische Interaktion T. terreum-P. sylvestris zeigte dagegen nur
vereinzelt, mit Tanninen geflllte Zellen, die auch auf TrockenstreB der Wurzel zurtckzufuhren
sein kdnnen.

Wahrend viele Arten der Gattung Tricholoma ein breites Wirtsspektrum aufweisen, ist T. terreum
fast ausschlieBlich auf einen Wirt begrenzt. So findet man in der Natur den grauen Ritterling
hauptsachlich mit der Kiefer Pinus sylvestris assoziert. Fruchtkdrper bildet T. ferreum als
obligater Ektomykorrhizapilz nur in dieser Interaktion, die hier als "kompatibel" bezeichnet
werden soll. Mykorrhizierungen in axenischer Kultur mit der "kompatiblen" Kiefer und der
"inkompatiblen" Fichte Picea abies konnten zeigen, daB eine Wirtsspezifitdt in vitro nicht
uneingeschrankt mit der Wirtsspezifitat in vivo gleichzusetzen ist (Read, 1991; Duddrigde, 1986).
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In der T. terreum-Picea abies-Interaktion konnte eine Ausbildung der Mykorrhiza nach 3-4
Monaten Dualkultur beobachtet werden, wahrend die Entwicklung der "kompatiblen" Mykorrhiza
in nur etwa 6 Wochen gelang. In der "inkompatiblen" symbiotischen Struktur selbst 148t sich
zudem lichtmikroskopisch erkennen, dafBB das Hartig'sche Netz weniger dicht entwickelt ist und
feinste Palmettistrukturen der Hyphen fehlen (Genenger, 1997). Diese Interaktion kdnnte man
dementsprechend nur als "schwach kompatibel" anstatt "inkompatibel" bezeichnen. Die
Mdglichkeit eines Wirtswechsels von T. terreum ware zudem laut Kost (1981) denkbar, wenn die
Wirte einen hohen Verwandtschaftsgrad aufweisen. Da die Fichte, wie auch die Kiefer der
Familie der Pinaceen angehdren, kénnte hier ein solcher Wirtswechsel mdglich sein. Dies kénnte
in weiteren Untersuchungen Uberprift werden, indem Interaktionen mit anderen den Pinaceen

angehérigen Baumarten durchgefthrt wirden.

Identifizierung des T. t. hyd1-Hydrophobins aus T. terreum

Die Identifizierung, Reinigung und Sequenzierung des Proteins T.t.hyd1 ergab eine signifikante
Ahnlichkeit mit einer Klasse von pilzlichen Polypeptiden, die als Hydrophobine bezeichnet
werden. Diese Hydrophobine sind kleine, sekretierte, GUberwiegend hydrophobe Proteine, die ein
konserviertes Aminosauremotiv von acht Cystein-Resten in einer bestimmten Abfolge besitzen
(Wessels, 1993, 1994; 1996, 1997; Kershaw and Talbot, 1998). Die Proteine werden entweder in
das Medium abgegeben oder sind in der Zellwand verankert zu finden. Hydrophobin-
Ansammlungen lésen die verstarkte Hydrophobizitdt der Hyphenoberflache aus, was eine
Adhésion an eine Wirtsoberflache oder auch eine Aggregation der Hyphen erlaubt (Wésten et al.,
1994). Hydrophobine wurden lange Zeit nicht detektiert, da sie als dicht gepackte Zellwand-
Polymere starke Oxidationsmittel wie konzentrierte Performsaure oder Trifluoressigsaure zur
Lésung bendtigten (de Vries et al., 1993). Daher wurden diese stark unléslichen Proteine erst
durch Sequenzierungen von cDNA-Sequenzen gefunden, die in unterschiedlichen Stadien der
pilzlichen Entwicklung spezifisch exprimiert waren (Wessels, 1993, 1997). Diese Hydrophobin-
Gene wurden zuerst bei dem Basidiomyceten Schizophyllum commune entdeckt, in dem gezielt
nach Genen des Lufthyphen-spezifischen Wachstums gesucht wurde (Wessels et al., 1991).
Seitdem konnten Hydrophobin-&hnliche Proteine bisher in 20 verschiedenen Ascomyceten- und
Basidiomyceten-Arten beschrieben werden (de Vries et al., 1993; Kershaw and Talbot, 1998).
Sie werden im Lufthyphen-Wachstum (Wessels, 1997), in der Fruchtkérper- und
Konidienentwicklung (Wessels et al., 1991; Stringer et al., 1991) zur Pathogenitat (Talbot et al.,
1993), und in der Symbiose (Martin et al., 1995; Tagu et al., 1996) spezifisch exprimiert. Bereits
aus dieser Aufzahlung wird klar, daB Hydrophobine viele Funktionen in verschiedenen Pilzen
besitzen und auch, daB innerhalb einer einzelnen Art unterschiedliche Funktionen von

verschiedenen Hydrophobinen wargenommen werden. So werden sie auch von einigen
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biotrophen Pilzen benutzt, um mittels Oberflacheninteraktionen einen pflanzlichen oder tierischen
Wirt zu infizieren, und kdrzlich wurde eine wichtige Rolle in der Ektomykorrhiza bestétigt. (Tagu
et al., 2000).

T.t.hyd1 wird, wie das Hydrophobin Sc3 von S. commune als Monomer, bei in Wachstum in
einem Glucose-haltigen Medium in das Kulturmedium sekretiert. Dabei beginnen Hyphen,
nachdem sie ein gréBeres Volumen an Substratmyzelium entwickelt haben, das Hydrophobin
direkt von den wachsenden Hyphenspitzen in das Medium abzugeben (Wésten et al., 1994). In
Abwesenheit des Hydrophobins erfolgt das Wachstum unterhalb der Oberflache, denn ein
Wachstum aus dem Medium ist durch die hohe Oberflachenspannung der Wasser-Luft-
Grenzschicht nicht mdéglich. Sekretiertes Hydrophobin aggregiert an der Wasser-Luft-
Grenzschicht und flhrt zu einer Verringerung der Oberflachenspannung, so daB Hyphen die
Mediumoberflache durchbrechen kénnen, um in die Luft zu wachsen. Die Hyphen sind dabei mit
einer aggregierten Hydrophobin-Schicht des Hydrophobins Sc3 bedeckt (Wessels, 1991). Die
hydrophobe Seite dieser Zellwandauflagerung befindet sich an der Hyphen-abgewandten Seite,
zur Luft hin, um die Hydrophobizitat der Lufthyphen zu gewéhrleisten (Wdsten and Wessels,
1997; Wessels, 1999).

Die Fahigkeit zu unterschiedlichen Léslichkeiten in SDS, lie3 eine Einteilung von Hydrophobinen
in zwei Klassen zu. Klasse | Hydrophobine bilden Protein-Komplexe aus, die unldslich in heiBem
SDS sind. Die Akkumulate von Klasse Il Hydrophobinen unterscheiden sich durch eine
Loslichkeit in SDS und besitzen zudem eine andere Anordnung der hydrophoben und
hydrophilen Aminosaurereste gegeniber den Klasse | Hydrophobinen (Wessels, 1994). T.t.hyd1
ist eindeutig als ein Klasse | Hydrophobin einzustufen, da eine Unl6slichkeit der Aggregate in
heiBem SDS besteht und zudem die charakteristische Anordnung von hydrophoben und
hydrophilen Aminosaurereste in Hydrophobizitdtsanalysen eines Klasse |-Protein gefunden
werden kann. Typische Vetreter der Klasse |l Hydrophobine sind Cerato-ulmin (Stringer and
Timberlake, 1993) und Cryparin (Zhang et al., 1994), die von den pflanzenpathogenen Pilzen
Ophiostoma ulmi und Cryponectria parasitica herriihren. Beide Hydrophobine konnten mittels
Immunfluoreszenz in Zellwanden der Lufthyphen von C. parasitica und O. ulmi lokalisiert werden.
(Carpenter et al., 1992). Eine Lokalisierung von T.t.hyd1 mit Hilfe des S.commune Antiserum,
das gegen das lufthyphen-spezifische Sc3 Hydrophobin gerichtet war, konnte auch T.t.hyd1 in
Zellwanden von Lufthyphen nachweisen. Es konnte somit ermittelt werden, daB T.thyd1 nicht nur
im Medium zu finden ist, sondern auch als Aggregat in Zellwédnden der Lufthyphen von T.
terreum vorliegt.

Die starke Unléslichkeit der aggregierten Klasse I-Hydrophobine, war fir die ldentifizierung von
Hydrophobin-Genen wie hier T.t.hyd1 aus T. terreum von groBem Vorteil. Die sekretierten
Hydrophobin-Monomere von vegetativ gewachsenen Kulturen wurden durch starkes Vermischen
mit Luft zu Protein-Komplexen akkumuliert. Nach dem Entfernen nahezu aller Proteine durch
Extraktionen mit heiBem SDS sind Hydrophobine fast die einzigen, verbleibenden Proteine. Die
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aggregierten  T.t.hyd1-Hydrophobine erfahren anschlieBend eine Behandlung mit
Trifluoressigsaure, um eine Solubilisierung in Monomere zu erreichen. In der SDS-PAGE konnte
so eine 23 kDa groBe Bande identifiziert und isoliert werden. Die N-terminale Sequenz der acht
ersten Aminosauren des Proteins wurde benutzt, um degenerierte Primer basierend auf der
abgeleiteten Aminosauresequenz zu synthetisieren. Zusammen mit einem Oligo-dT-Primer, der
zur Synthese der kodierenden DNA-Sequenz der mRNA benétigt wird, wurde mit Hilfe von RT-
PCR das korrespondierende Gen T.t.hyd1 isoliert. Eine ahnliche Technik wurde auch bei der
Identifizierung eines dritten Hydrophobins aus Agaricus bisporus (Lugones et al., 1998) und fur
mehrere Hydrophobin-Gene in Pleurotus ostreatus (Asgeirsdottir et al., 1998; Penas et al., 1998)

angewendet.

Charakterisierung des T. t. hyd1-Hydrophobins

Die Identifizierung des korrespodierenden Gens lieB die vollstdndige Ermittlung der
chromosomalen Struktur des Genortes zu. Das offene Leseraster von T.t.hyd1 umfaBt 324 bp
und kodiert fir ein 108 Aminosaure groBes Protein. Im Promotorbereich des Gens findet sich
zwischen Position 1650 und 1655, d. h. 119 Nukleotide stromaufwarts vom Translationsstart eine
mdgliche TATA-Box, die fir Transkriptionsinitation eine wichtige Rolle spielen kann (Nussinov,
1990). In dem Promotor-Bereich von T.t.hyd1 ist 169 Nukleotide (Position 1600-1605) vor dem
Translationsstartpunkt eine CCAAT-Box zu erkennen, derren Motiv auch bei vielen anderen
eukaryotischen Genen auftritt, aber gewoéhnlich zwischen Position —70 und —90 vom
Transkriptionsstartpunkt zu finden ist und flr eine erhdhte Transkriptionsrate erforderlich sein
kann (Benoist et al., 1980).

Der nicht translatierte 3‘-Bereich des Gens T.t.hyd7 umfaBt 94 bp. Ein fir Eukaryonten typisches
Polyadenylierungssignal (AATAAA, Zaret and Sherman, 1982) ist in diesem Bereich nur in der
Form AATTAAA 10 bp stromaufwérts vom Poly(A)-Schwanz zu erkennen. Die Intron-Positionen
wurden durch Vergleiche der cDNA und der genomischen Sequenz ermittelt. Das T.t.hyd1
Leseraster wird von zwei Introns unterbrochen, was fur Klasse | Hydrophobine eine unibliche
Anzahl bedeutet. Alle bisher charakterisierten, aus Basidiomyceten stammenden Hydrophobine
weisen drei Introns auf. Diese wiederkehrende Anzahl an Introns entspricht der Hypothese, daf
Introns bei pilzlichen Genen einer Genfamilie, aber in verschiedenen Spezies, in konservierter
Position auftreten kdnnen (Unkles, 1992). Die Introns von T.t.hyd1 besitzen die lbliche GrdBen
von 53 und 74 bp Lange, die auch bei anderen Introns von pilzlichen Genen (Gurr et al., 1987)
wie Sc1, Sc3 und Sc4 von S. commune gefunden wurden (Schuren and Wessels, 1990). Die
SpleiBstellen beider Introns tragen die fir Basidiomyceten typischen konservierten
Sequenzenabschnitte (5°GT und 3‘AG), die auch fir andere filamentdse Pilze beschrieben
wurden (Gurr et al., 1987).



Diskussion 67

Der GC-Gehalt des T.thyd1-Gens betragt 65,5 %. Dieser Wert entspricht anderen, hoch
exprimierten Hydrophobin-Genen, deren GC-Gehalt zwischen 60-64% liegt. Ein hoher GC-
Gehalt weist auch auf ein starkes Expressionsniveau hin (Timberlake, 1990). Hoch exprimierte
Gene aus vielen Organismen zeigen einen eingeschrankten Codongebrauch. Uberwiegend
korreliert der Codongebrauch von T.t.hyd1 mit dem hohem GC-Gehalt, indem T. terreum in den
Wobble-Positionen Cytosin und Guanin den anderen Basen vorzieht (Abb. 26). Sowohl der hohe
GC-Gehalt, als auch der relativ eingeschrankte Codongebrauch lassen im Vergleich mit anderen
Hydrophobingenen auf ein hoch exprimiertes Gen schlieBen. Diese Annahme wurde durch
starke Signale des Gens T.t.hyd1 in Nothern Blot-Analysen unterstitzt.

aa Codon T.thyd1 aa Codon T.t.hyd1 aa Codon T.t.hyd1
Ala GCT 5 Gly GGT 2 Pro CCT 1
GCC 4 GGC 9 CCcC 4
GCA 0 GGA 1 CCA 0
GCG 0 GGG 0 CCG 0
Arg AGA 0 His CAT 0 Ser  AGT 1
AGG 0 CAC 0 AGC 3
CGT 0
CGT 0 TCT 5
CGC 0 lle ATT 2 TCC 7
CGA 0 ATC 7 TCA 1
CGG 0 ATA 0 TCG 3
Asn AAT 0 Leu CTT 2 Thr ACT 3
AAC 5 CTC 2 ACC 4
CTA 4 ACA 0
Asp GAT 0 CTG 0 ACG 0
GAC 1 0
TTA 0 Trp TGG 0
Cys TGT 1 TTG 3
TGC 7 Tyr TAT 0
Lys AAA 1 TAC 2
Gin CAA 1 AAG 0
CAG 7 Val GTT 3
Met ATG 1 GTC 5
Glu GAA 0 GTA 0
GAG 1 Phe TTT 0 GTG 0
TTC 2

Abb. 26: Codongebrauch des Gens T.t.hyd1. Angegeben sind die absoluten Zahlen der verwendeten
Codons im Gen T.t.hyd1 aus T. terreum. aa = Aminosaure

Fir das T.t.hyd1-Protein konnte somit eine Lange von 108 Aminosauren ermittelt werden und
auBerdem zeigte sich die fir Hydrophobine typische Struktur von Signalsequenzen sekretierter
Proteine (von Heijne, 1986). Die N-terminale Peptidsequenzierung bestatigte eine Prozessierung
von T.t.hyd1 zwischen Alasg und Thryg. Das reife Polypeptid ist somit 90 Aminosauren lang und
besitzt eine errechnete Masse von 8846 Da. Die Analyse des angereinigten T.t.hyd1
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Hydrophobins hatte in der SDS-PAGE die molekulare Gr6Be von etwa 23 kDa ergeben. Diese
Diskrepanz konnte auch bei anderen Hydrophobinen beobachtet werden, wie z. B. bei Agaricus
bisporus (ABH3, Lugones et al., 1998) und S. commune (Sc3, Sc4, Wessels et al., 1991). Die
Ursache koénnte entweder in einer Glykosylierung liegen, die eine Veradnderung der
Molekularmasse ausléste, oder die bestehende Hydrophobizitat der Hydrophobine verursachte
eine veranderte elektrische Beweglichkeit in der SDS-PAGE.

T.t.hyd1 zeigt Akkumulation in Ektomykorrhiza

Das Protein T.t.hyd1 zeigt bei einer Suche nach bekannten Sequenzen in Proteindatenbanken
die gréBte Ahnlichkeit zu dem Hydrophobin HYDPt-1 aus dem Ektomykorrhizapilz Pisolithus
tinctoris. Die mRNA von HYDPt-1 wurde bei in Flissigkultur gewachsenen Myzelien detektiert
und hoch akkumuliert in Lufthyphen gefunden. Dieses Transkript wird zudem in der Eucalyptus
globulus-Pisolithus  tinctoris ~ Ektomykorrhiza  in  frhen  Entwicklungsstadien  der
Wurzelkolonisation stark exprimiert (Tagu et al, 1996). Die Ahnlichkeit dieses Proteins zu
T.thyd1 betragt 43% identischer Aminosduren. Geringere Ahnlichkeiten bestehen mit
Hydrophobinen wie Sc3 (Schizophyllum commune), ABH3 (Agaricus bisporus), CoH1 und CoH2
(Coprinus cinereus) zu 34-39%. Diese Proteine und T.t.hyd1 werden alle von vegetativen
Myzelien sekretiert und akkumulieren in Lufthyphen. Eine Abgrenzung dieser Hydrophobine
gegentiber T.t.hyd1 aber wird im phylogenetischen Stammbaum sichtbar. T.t.hyd1, wie auch
HYDPt-1, zeigen eine distanzierte Gruppierung. Beide stammen von Basidiomyceten, die im
Unterschied zu den vorher genannten zur Ausbildung einer Ektomykorrhiza féhig sind. Diese
Gruppierung im phylogenetischen Stammbaum weist auf eine neue Gruppe von Hydrophobinen
der Klasse | hin.

T.t.hyd1 ist ein Gen, das eine starke Expression zeigt. Die vermehrte Transkriptakkumulation tritt
dabei spezifisch in vegetativen Myzelien auf. Die héchste Menge an T.t.hyd1 Transkript findet
sich in Myzel, das ein ausgepragtes Lufthyphen-Wachstum zeigt. Dabei korreliert die Expression
offensichtlich mit der Entwicklung der Hyphen. So sind Hydrophobin-Gene in jungen,
heranwachsenden Hyphen inaktiv. Die erste, entwicklungsabhangige Verdnderung erfolgt mit
fortlaufendem Wachstum hin zur Aktivierung des Gens, so daB3 Hydrophobin-Monomere nun in
das Kulturmedium sekretiert werden. Durch weiteres Wachstum erreichen die Hyphen die
Luft/Wasser—Grenzschicht, die eine Anlagerung der Hydrophobine an die Zellwénde, und somit
ein Lufthyphenwachstum auslést. Da Lufthyphen nicht zur Aufnahme von Nahrstoffen fahig sind,
wird ein Anschalten des lufthyphen-spezifischen T.t.hyd1-Gens erst nach der Bildung
ausreichender Substrathyphen erfolgen. Die weitere, regulatorische und damit morphologische
Veranderung des dikaryotischen Myzeliums wirde dann durch eine Entwicklung der
Fruchtkdérper eintreten. Eine Expression von T.t.hyd1 in Fruchtkérpern wurde nicht festgestellt.
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T.t.hyd1 wird ausschlieBlich in vegetativem Myzel exprimiert. Ob eine Expression in
monokaryotischem Myzel stattfindet, wurde nicht Gberpruft.

T.t.hyd1 wird von dem heterologen Antiserum, das gegen Sc3 aus S. commune gerichtet ist, in
der Immunfluoreszenzmikroskopie in Zellwéanden von Lufthyphen lokalisiert. Eine Homologie auf
Aminosaureebene zwischen T.t.hyd1 und Sc3 besteht nur zu 39%. Es stellt sich damit die Frage,
weshalb eine Erkennung trotzdem erfolgt. Sc3 von S. commune liegt als glykolysiertes
Polypeptid vor und es wird angenommen, daB die gegen Sc3 gerichteten Antikdrper
hauptsachlich die Zucker-Reste der Glykolysierung erkennen (Asgeirsdottir et al., 1998).
Glykolysierungen sind posttranslationale Modifikationen, die die Hydrophobizitat eines Proteins
verandern und eine Selbst-Aggregation auslésen kénnen. Das bedeutet, daB mit Sc3-Antikdrper
reagierende Hydrophobine dementsprechende Glykolysierungen und damit angehangte Zucker-
Reste aufweisen miBten. Vermutlich erkennen die Sc3-Antikrper das heterologe Hydrophobin
T.t.hyd1, da T.t.hyd1 mit Thryg und Ser,, zwei putative Glykolysierungsstellen besitzt. Das aus
vegetativem Myzelium isolierte Hydrophobin POH2 aus dem Basidiomyceten Pleurotus ostreatus
liegt glykolysiert vor und besitzt wie Sc3 einen Threonin-reichen N-terminus und kann mit
heterologen Sc3-Antikérper ebenfalls detektiert werden (Asgeirsdottir et al., 1998). Dagegen wird
das andere lufthyphen-spezifische Hydrophobin POH3 aus P. ostreatus nicht vom Antiserum
erkannt, und dieses weist entsprechend auch keine Glykolysierung auf. Daher kann hier
angenommen werden, daB die Affinitdt zum homologen wie auch heterologen Hydrophobin der
gegen Sc3 gerichteten Antikérper auf die Glykolisierungsmuster zurtickzufihren ist.

Rolle von T.t.hyd1 in der kompatiblen Interaktion

Als Mykorrhiza-Pilz befindet sich T. terreum zumeist assoziiert in einer Interaktion. Doch
beinhaltet der Lebenszyklus von T. terreum auch saprophytische Abschnitte, die eine
Kultivierung auf Nahrbdéden gewahrleistet und die ldentifizierung von T.t.hyd1 méglich machte.
Es konnte gezeigt werden, daB T.t.hyd1 in Lufthyphen akkumuliert, aber auch eine Funktion in
der sich ausbildenden Mykorrhiza besitzt. Die hdchste Transkriptmenge konte in der kompatiblen
Interaktion gefunden werden.

Die Lokalisierung des Hydrophobins T.t.hyd1 in der pilzlichen Zellwand des Hartig‘'schen Netzes
macht eine Rolle in der Ausbildung der Symbiose wahrscheinlich und deutet auf eine mégliche
Funktion in der symbiotischen Struktur hin. Jedoch ist das Hydrophobin nicht essenziell fir die
Ausbildung der Mykorrhiza, da in der inkompatiblen Interaktion, die ebenfalls die vollstandige
Mykorrhiza-Morphologie aufweist, fast keine Proteinakkumulation im Hartig‘'schen Netz sichtbar
war. Da die Entwicklung der inkompatiblen Interaktion aber auch langsamer verlauft, legt die
Vermutung einer Interaktions-férdernden Rolle von T.t.hyd1 in der Mykorrhizabildung nahe.
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Eine der vielen, ungelésten Fragen in Zusammenang mit Mykorrhiza besteht in der
Wirtsspezifitdt eines Ektomykorrhizapilzes. Das Auftreten der differenzierten Hydrophobin-
Expression und -Akkumulation wirde auch die Entwicklung von Fruchtkdrpern erklaren, die
ausschlieBlich unter dem kompatiblen Baum auftreten. In der Natur wird die etwaige, auftretende
inkompatible Interaktion durch die schneller wachsende kompatible Mykorrhiza begrenzt. Nur
unter axenischen Laborbedingungen ist eine langsame Entwicklung der schwach “kompatiblen®
Interaktion moglich.

Der Frage nach der Wirtsspezifitdt kdonnte wohl erst nachgegangen werden, wenn
Deletionsmutanten zur Verfigung stehen. Dafir miBte aber zuerst ein Transformationssystem
fr  Tricholoma etabliert werden. In die weiteren Untersuchungen sollten auch
Kompetitionsexperimente mit eingeschlossen werden. Daflir werden zwei Arten fir eine
Mykorrhizaentwicklung inokuliert und zu verschiedenen Zeiten untersucht, wie groB der Anteil
der jeweiligen Spezies an der Symbiose ist. Zur Detektion eignen sich hier als molekulare
Marker die in der vorliegenden Arbeit etablierten Methoden zur ITS-Sequenzierung (Mankel et
al., 1998).

Damit ergibt sich fur die Rolle des Hydrophobins in Ausbildung und Funktion des Hartig’schen
Netzes mdglicherweise eine strukturelle Natur. Vermutlich erleichtert das Hydrophobin die
Entwicklung des pseudoparenchymatischen Gewebes, das sich um die corticalen Wurzelzellen
im Hartig’'schen Netz bildet. Die amphipatische Natur des Hydrophobins erleichtert zudem
wahrscheinlich eine Verbindung zu der Pflanzenzelloberflache, die bis zu 30% an hydrophoben
Substanzen wie Ligninen und Lignocellulosen besitzt. Jedoch sollte es nicht den Ausstausch von
Mineralstoffen und Zucker behindern, der an der Struktur des Hartig’schen Netzes erfolgt. Die
Schichtung von Hydrophobinen, die sich zwischen entgegengesetzten Hyphenzellwanden
befindet, ist insoweit durchlassig, daB der Nahrungseflux nicht verhindert wird. Die Art der
ausgetauschten Molekile wird sich auf kurze Peptide, einzelne Aminosauren, lonen oder auch
Zuckermolekile beschranken. Molekilen dieser GréBe ist es vermutlich auch mdglich, durch
Zellwande von Lufthyphen zu gelangen, die mit den aus der Natur bekannten dichtesten Lagen
an Hydrophobinen versehen sind. So konnten Fourier Transformations-Analysen von Sc3 und
Sc4 Hydrophobin-Schichten zeigen, daB auch Molekille wie Zucker in der Lage sind, durch
Poren der Hydrophobin-Struktur zu diffundieren (Wésten and Wessels, 1997).

Insgesamt zeigt sich, daB in der symbiotischen Interaktion die Rolle der Hydrophobine nicht nur
auf die Kontaktaufnahme zwischen Pflanze und Pilz beschrankt ist, die in der
Hyphenmantelbildung miindet (Jacobs et al, 1989; Martin et al., 1995, 1999; Tagu, 1996).
Vielmehr ist mit der hier gezeigten Arbeit auch eine Beteiligung an Aufbau und Funktion des
Hartig’'schen Netzes gezeigt. Damit kénnte sich eine Mdglichkeit abzeichnen, nunmehr gezielt
nach den Signalen zu suchen, die vom Baum kommend notwendig sind, um die gezielte
Hydrophobin-Expression zu ermdglichen. Solche Signale werden bereits seit Jahrzehnten
vergeblich gesucht, da sie als Vorraussetzung fiir eine axenische Fruchtkérperbildung gesehen
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werden. Und die Zucht von Speisepilzen wie Steinpilz (Boletus edulis), Pfifferling (Cantharellus
cibarius), aber auch Matsu-take (Tricholoma matsutake), der auch als Triffel Asiens bezeichnet
wird, kénnte ein groBer Markt werden, wenn solche Signale tatsachlich zur Zucht der Speisepilze

fuhren kdnnten.
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