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1 Einleitung

1.1 Interaktionen biologischer Systeme

Interaktionen zwischen unterschiedlichen Organismen sind weit verbreitet. Kein Lebewesen
ist eine Insel und jedes steht — direkt oder indirekt — in Wechselwirkung mit anderen
Organismen (Paracer & Ahmadjian 2000). Interspezifische Interaktionen konnen heute nicht
mehr als Seltenheit angesehen werden. Wihrend frither die Einzelorganismen im Mittelpunkt
des wissenschaftlichen Interesses standen, werden heutzutage gerade solche interspezifischen
Interaktionen intensiv erforscht und diskutiert (Zook 1999). Sie sind nicht nur von
theoretischem Interesse, sondern erlangen auch zunehmend in der angewandten Biologie eine
wesentliche und auch wirtschaftliche Bedeutung. Dabei sei an die Forschungsfelder der
Bestdubungsbiologie, der Schidlingsbekimpfung oder auch an die in Forst- und
Landwirtschaft wichtigen Mykorrhizapilze und Rhizobien erinnert. Vielmehr bilden
interaktive Assoziationen zwischen unterschiedlichen Organismen, die man als Symbiosen
bezeichnet, die Vorraussetzung und die treibende Kraft fiir eine Vielzahl an komplexen
evolutiven Prozessen. Aus heutiger Sicht fillt es schwer, sich das Leben und seine
Evolutionsgeschichte ohne das Auftreten von Symbiosen vorzustellen (Khakhina 1992, Sapp
1994a, 1994Db).

1.2 Definitionen der Symbiose

Es war Heinrich Anton de Bary, der zuerst erkannte, dass interspezifische Interaktionen ein
eigenstindiges biologisches Konzept darstellen. Er prigte den Begriff der Symbiose (altgr.
syn/sym ,zusammen® und bios ,Leben*) im Jahre 1879 und definierte sie als das
Zusammenleben zweier ungleichnamiger Arten (de Bary 1879). Diese weit gefasste
Beschreibung schliefit verschiedene Ausprdgungen des Zusammenlebens mit ein, wie zum
Beispiel den Mutualismus (eine Beziehung zum Nutzen beider Partner), den Parasitismus
(eine Beziehung zum Nutzen des einen und zum Schaden des anderen Partners) und den
Kommensalismus (eine Beziehung zum Nutzen des einen, aber ohne Auswirkungen auf den
anderen Partner). Seit den 1920er Jahren setzte sich allerdings eine enger gefasste Definition
durch, die eine Symbiose als die Vereinigung zweier ungleichartiger Organismen auffasst,
von der beide Partner profitieren (Kutschera 2006), also eine Begriffsbestimmung, die
ausschlieBlich mutualistische Interaktionen zuldsst. Diese Auffassung &ndert sich in jiingerer
Zeit wieder und fokussiert mittlerweile auch auf andere Kriterien, als das wechselseitige
Kosten-Nutzen-Verhiltinis des Zusammenlebens. So wird heute oftmals eine Definition
akzeptiert, die Zook (2009) wie folgt formulierte: ,,Symbiose ist das langfristige und enge
Zusammenleben zweier oder mehrerer Organismen verschiedener Art, durch das neue

Strukturen und neue Stoffwechselleistungen entstehen.*
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1.3 Formen und Charakteristika der Symbiose

Die Entstehung von Symbiosen kann, ebenso wie der Ubergang vom Ein- zum Vielzeller,
als major evolutionary transition, also als Evolutiondrer Grofiibergang angesehen werden
(Sitte 2001). Dabei schlieBen sich eigenstdndige Arten zu komplexen, arbeitsteiligen
Systemen mit emergenten Eigenschaften zusammen und bilden den Ausgangspunkt fiir
vollkommen neue Entwicklungslinien. Die von Mereschkowski (1909) zuerst formulierte und
spater weiterentwickelte Endosymbiontentheorie (Margulis & Bermudes 1985, Martin &
Miiller 1998) beschreibt solche GroBiiberginge.

Bei sogenannten primédren Endosymbiosen sollen die Mitochondrien aller Eukaryoten und
die Plastiden der Chlorobionta, die Rhodoplasten der Rhodobionta und die Cyanellen der
Glaucobionta aus phagocytierten a-Proteobakterien bzw. aus Cyanobakterien entstanden sein.
Selbst die Entstehung der Eukaryoten wird mittlerweile als eine frithe Symbiose von
methanogenen Archaeen und o-Proteobakterien diskutiert (Sitte 2001). Die sekundiren
Endosymbiosen beschreiben die Aufnahme von kompletten plastidenhaltigen Eukaryoten
durch andere Eukaryoten. Dabei ist der innere Eukaryot bei verschiedenen Gruppen der Algen
zu einer komplexen Plastide mit mehrschichtiger Membran und Nukleomorph reduziert.
Weniger enge intrazellulare Symbiosen findet man bei Rhizobien mit Leguminosen (zwecks
N»-Fixierung), sowie bei Cyanobakterien mit dem arbuskuldren Mykorrhizapilz Geosiphon
(Gehrig et al. 1996), der eudikotyledonen Gunnera (Rai et al. 2000) und mit Kieselalgen.
Weiterhin bilden Griinalgen intrazellulare Symbiosen mit Amoben, Paramecium und Hydra;
mehrere Algengruppen bilden intrazellulare Symbiosen mit Foraminiferen und Dinophyceen
bilden sie mit Riffkorallen (zwecks C-Autotrophie). Extrazelluldre Symbiosen umfassen die
Symbiosen von vielen Mykorrhizapilzen mit den Wurzeln der meisten Landpflanzen
(Giovanetti 2002, Duplessis et al. 2002, Saarschmidt et al. 2009), von Cyanobakterien mit
Moosen (Anthoceros), Farnen (Azolla) und Cycadeen und auch die Flechtensymbiose (Rai et
al. 2000).

Symbiosen sind somit im Laufe der Evolutionsgeschichte vielfach und unabhingig
voneinander entstanden. Sie stellen eine wichtige Anpassungsstrategie an die Umwelt dar.
Symbiosen ermdglichen den beteiligten Symbionten die Besetzung freier Nischen und die
Nutzung neuer Ressourcen. Elementare Stoffwechselleistungen wie Atmung, Photosynthese
und N»-Fixierung sind den Eukaryoten nur durch den Erwerb von Mitochondrien und

Chloroplasten bzw. durch die Symbiose mit Bakterien, Chloro- und Cyanobionten moglich.

1.4 Die Flechtensymbiose

Wie beschrieben, werden symbiotische Lebensformen von vielen Organismengruppen
gebildet, wobei Flechten hierbei eine besondere Stellung einnehmen. Flechten gelten daher
als Musterbeispiel und Modellsystem einer Symbiose im klassischen Sinne (Hawksworth

1988, Honegger 1998). Sie sind eine symbiotische Assoziation aus Pilzen und Algen
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(Ahmadjian 1993), die nur gemeinsam einen vollkommen neuen und hoch differenzierten
Phanotyp mit emergenten physiologischen Eigenschaften bilden (Honegger 1991). Der
Pilzpartner wird als Mycobiont bezeichnet. Er gehort bei ca. 99 % aller Flechten zu den
Ascomyceten und nur bei wenigen der ca. 16.000 Flechtenarten zu den Basidiomyceten
(Henssen & Jahns 1974, Dorfelt 1989). Der Algenpartner wird als Photobiont bezeichnet und
kann zu den verschiedenen Verwandtschaftsgruppen der eukaryotischen Chlorophyta
(Griinalgen) und der prokaryotischen Cyanobacteria gehoren. Anndhernd zwei Drittel aller in
Flechten gefundenen Photobionten sind Griinalgen und ca. ein Drittel sind Cyanobakterien
(Henssen & Jahns 1974). Ungefahr 3-4 % aller Mycobionten kdnnen mit beiden Gruppen von
Photobionten in Symbiose treten (Honegger 1991). Zu solchen dauerhaft etablierten
mehrfachen Symbiosen gehoren sowohl die Cephalodien, in denen der Mycobiont innerhalb
eines bestehenden Griinalgenthallus zusétzlich mit Cyanobakterien assoziiert ist (Fries 1886,
Jordan 1970, James & Henssen 1976), als auch die so genannten Photosymbiodeme, bei
denen ein Mycobiont morphologisch verschiedene Flechtenthalli mit unterschiedlichen
Photobionten (Griinalgen oder Cyanobakterien) bildet (Renner & Galloway 1982, Ott 1988).
Es wird geschitzt, dass ungefihr 8 % aller terrestrischen Okosysteme von
Flechtenvegetation dominiert werden (Larson 1987). In diesen Okosystemen stoBen die
Gefallpflanzen an ihre physiologischen Grenzen und verlieren an Konkurrenzkraft. Die
poikilohydren, das heillit wechselfeuchten Flechten besitzen hingegen einen
Wettbewerbsvorteil durch ihre Fahigkeit, extreme Kélte, Hitze und Trockenheit in einem

Anabiose genannten Ruhezustand zu tiberdauern (Honegger 1991).

1.5 Das Problem der erfolgreichen Relichenisierung

Die Flechtensymbiose ist fiir den Mycobionten obligat; er ist fiir seine Erndhrung und
Fruchtkorperbildung vom photoautotrophen Photobionten abhdngig und kann seinen
Lebenszyklus ohne ihn nicht vollenden. Die Doppelnatur des Symbioseorganismus erfordert
komplexe Fortpflanzungsstrategien. Man unterscheidet die vegetative (asexuelle) Fort-
pflanzung, bei der beide Bionten gemeinsam verbreitet werden, und die sexuelle
Fortpflanzung, bei der nur der Mycobiont generativ vermehrt und verbreitet wird. Vegetativ
werden beide Bionten durch Thallusbruchstiicke oder speziell gebildete Diasporen verbreitet.
Dazu zéhlt man Schizidien, Isidien und Soredien. Schizidien sind Fragmente der obersten
Thallusschicht, Isidien sind formenreiche, kompakte und berindete Auswiichse des Thallus
und Soredien sind Diasporen, die in speziellen vegetativen Fortpflanzungsorganen, den
Soralen, gebildet werden (Brodo et al. 2001). Soredien bestehen aus Gruppen von
Photobionten, die von einem losen, unberindeten Hyphengeflecht des Mycobionten
umsponnen sind. Aufgrund der hohen Plastizitit des Mycels und des geringen
Differenzierungsgrades der Zellen (Jahns & Ott 1994) konnen alle Diasporen am neuen

Standort zu vollstédndigen Thalli auswachsen.
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In isolierter Kultur vermehren sich die Photobionten sexuell mittels Zoosporen (Ahmadjian
1993). Innerhalb der Symbiose vermehren sie sich allerdings nur asexuell {iber Aplanosporen,
deren Bildung durch den Mycobionten kontrolliert wird (Friedl 1989, Ahmadjian 1992).

Einige Verwandtschaftsgruppen der lichenisierten Ascomyceten haben die Féhigkeit zur
sexuellen Reproduktion verloren. Die Mehrheit der Flechtenpilze vermehrt sich hingegen
sexuell (Honegger 1992). Die von diesen Arten gebildeten Fruchtkorper, die Sexualorgane
des Pilzes, vermehren in der Regel nur den Mycobionten und nur in seltenen Féllen werden
Hymenialalgen zusammen mit den Ascosporen ausgestreut (Stahl 1877, Pyatt 1973 nach
Bailey 1976). Durch die alleinige Verbreitung des Mycobionten ergibt sich flir diesen die
Problematik, nach der Keimung der Spore den passenden und obligat notwendigen
Photobionten zu finden. Nur die erfolgreiche Relichenisierung sichert das dauerhafte Uber-
leben des Flechtenpilzes und erlaubt es ihm, sich selbst zu vermehren. Dabei geht der
Mycobiont nicht mit jeder verfiigbaren Alge eine Symbiose ein, sondern akzeptiert nur eine
mehr oder minder eng begrenzte Gruppe von Photobionten, oftmals auch nur eine einzige Art
(Galun et al. 1984, Bubrick et al. 1985).

Fiir Mycobionten, die mit Algen der Gattung Trebouxia in Symbiose leben — mehr als 50 %
aller untersuchten Flechtenarten — wird das Problem einer erfolgreichen Relichenisierung
dadurch verstérkt, dass Trebouxia nicht oder nur selten freilebend vorkommt (Henssen &
Jahns 1974, Honegger 1992). Als mdgliche Quelle fiir freilebende Trebouxia-Algen konnten
aber degenerierte Thalli dienen. Andere Photobionten (Nostoc, Trentepohlia) konnen
hingegen deutlich haufiger freilebend beobachtet werden (Ahmadjian 1993). Die nach jedem
generativen Vermehrungszyklus notwendige de-novo Synthese der Flechtensymbiose setzt
weit entwickelte Erkennungsmechanismen voraus. Sie ermoglichen es dem Mycobionten, den
fiir ihn obligaten Photobionten zu finden, zu erkennen, an sich zu binden und mit ihm einen
erfolgreichen Relichenisierungsprozess einzuleiten. An dessen Ende steht der ausdifferen-
zierte Flechtenthallus (Galun 1988, Honegger 1992). Dieser Erkennungsprozess muss auch
innerhalb bestehender Thalli andauern, da dort durch Teilung neu entstandene Algenzellen
vom Mycobionten als solche erkannt und inkorporiert werden miissen (Reisser 1992,
Ahmadjian 1993).

In Anbetracht dieser problematischen Umstinde muss die sexuelle Vermehrung bedeutende
Vorteile bieten, die den Mehraufwand zur Partnersuche aufwiegen. Diese Vorteile basieren
wahrscheinlich auf der genetischen Rekombination der parentalen Merkmale und den damit
einhergehenden Mdglichkeiten zur Etablierung von Anpassungsstrategien an sich wandelnde
Umweltbedingungen. So dominieren an Extremstandorten eindeutig solche Arten, die sich
sexuell fortpflanzen (Fahselt et al. 1989). Des Weiteren scheinen Ascosporen gegeniiber
vegetativen Diasporen leichter und weiter verbreitet zu werden, widerstandsfahiger zu sein
und extreme Umweltbedingungen durch Ruhepausen iiberdauern zu koénnen, bevor sie

auskeimen (Lawrey 1984a).
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1.6 Symbiontenerkennung in der Flechtensymbiose

Flechten konnen als eine der, oder sogar die erfolgreichste Symbiose angesehen werden, die
terrestrische Algen einzugehen vermogen (Nash 1996, Honegger 1992). Obwohl Flechten
polyphyletischen Ursprungs sind, also im Laufe der Evolutionsgeschichte mehrfach
unabhéngig voneinander entstanden sind (Smith & Douglas 1987, Jahns 1988, Liu & Hall
2004, Hill 2009), wird angenommen, dass die meisten Abstammungslinien sehr alt sind und
teilweise bis ins Kambrium zuriickreichen (Hill 2009). Daher konnten sich die Bionten in
einem anhaltenden koevolutiven Prozess aneinander adaptieren (Ahmadjian 1987, Hawks-
worth 1988, Ahmadjian 1992, Hill 2009). Es kann also davon ausgegangen werden, dass
diese hoch organisierten Flechtensymbiosen besonders komplexe Formen der Interaktion
entwickelt haben. Fiir diese Entwicklung und eine erfolgreiche Interaktion sind Erkennungs-
mechanismen zwischen den beteiligten Organismen von essenzieller Bedeutung. Fiir das
weitere Verstdndnis des Erkennungsprozesses zwischen den beiden Bionten sind die
Konzepte von Spezifitit, Selektivitdit und Kompatibilitdt entscheidend. Sie sollen daher

einfiihrend erldutert werden:

o Spezifitit beschreibt den Umstand, dass einige Mycobionten auf eine eng begrenzte
Gruppe, eine einzelne Art oder gar eine Unterart von Photobionten angewiesen sind,
wihrend andere mit einer weiter gefassten Gruppe von Photobionten in Symbiose
leben konnen (Henssen & Jahns 1974, Schaper & Ott 2003). Hohe Spezifitét driickt
sich somit in einer ,,absoluten Exklusivitidt* der symbiotischen Interaktion aus (Galun
1988), wihrend niedrige Spezifitit die Akzeptanz einer breiter gefassten Verwandt-
schaftsgruppe von Photobionten bedeutet. Spezifitit beschreibt damit die mdgliche
taxonomische Bandbreite akzeptabler Partner (Rambold et al. 1998).

o Selektivitidt hingegen beschreibt den Umstand, dass sich ein Mycobiont vorzugs-
weise mit einem Partner assoziiert, auch wenn ihm eine Auswahl an potenziellen
Photobionten angeboten wird (Galun 1988) oder unter natiirlichen Bedingungen zur
Verfiigung steht (Yahr et al. 2004). Selektivitidt kann somit auch als die Haufigkeit
der Assoziation zwischen kompatiblen Partnern angesehen werden (Rambold et al.
1998).

e Kompatibilitit ist die Grundvoraussetzung fiir einen erfolgreichen Erkennungs-
prozess und gibt den Umstand des ,,Zueinanderpassens™ an (Schaper & Ott 2003).
Zusétzlich zu Spezifitdt und Selektivitit beschreibt Kompatibilitit die den Sym-
bionten innewohnende Fahigkeit zur erfolgreichen gemeinsamen Lichenisierung.

Im Gegensatz zu anderen Formen der Symbiose sind die der Flechtensymbiose zu Grunde
liegenden Erkennungsmechanismen zur Lichenisierung und deren Steuerung bisher wenig
verstanden (Honegger 1996, Beck et al. 1998), obwohl viele Forscher an ihrer Aufklérung

gearbeitet haben. Die verschiedenen Forschungsansitze werden im Folgenden dargestellt.
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So gibt es eine Anzahl von Studien, die detailliert die in natura vorkommenden Assozia-
tionen von Mycobionten mit Photobionten mittels molekularbiologisch-phylogenetischer
Methoden untersucht haben und daraus wertvolle Erkenntnisse iiber den Grad von Spezifitét
und Selektivitit in verschiedenen Verwandtschaftsgruppen der Flechten oder in
unterschiedlichen Habitaten ableiten konnten (Beck et al. 1998, Beck 1999, De Priest et al.
2000, Helms et al. 2001, Beck et al. 2002, Brinkmann 2002, Romeike et al. 2002, Yahr et al.
2004, Engelen et al. 2009). Viele Mycobionten von Makroflechten, also von heteromer
aufgebauten Flechten mit komplexen Thalli, zeigen dabei eine hohe (Schaper & Ott 2003,
Yabhr et al. 2004) bis moderate (Galun & Bubrick 1984, Bubrick et al. 1985, Honegger 1992)
Spezifitit und eine hohe Selektivitdt. Dariiber hinaus zeigt sich, dass eine geringe Selektivitit
die Lichenisierung an einem Standort mit geringer Photobiontendichte und hoher
Photobiontendiversitidt deutlich erleichtern kann (Romeike et al. 2002). Hohe Photo-
biontendichten bei geringer Photobiontendiversitit beglinstigten hingegen die Ausbildung
hoher Selektivitit. Abiotische Faktoren, die die Photobiontenpopulation beeinflussen, konnten
somit auf die Selektivitdt wirken (Schaper & Ott 2003).

Anatomische und ultrastrukturelle Untersuchungen hingegen beleuchten hauptsichlich die
Ausbildung von Kontaktstellen zwischen Mycobionten und Photobionten (Honegger 1985,
1986a, 1986b und 1991). Diese Kontaktstellen werden mycobiont-photobiont-interface
genannt und konnen je nach den beteiligten Bionten sehr unterschiedlich gestaltet sein
(Honegger 1991). Abgeleitet von diesen Ergebnissen wird ein vielstufiger Erkennungsprozess
postuliert (Honegger 1992), beginnend mit einem unspezifischen Kontakt (1), der Ausbildung
von Anhaftungsstrukturen (2) und der Bildung eines Préithallus (3). Dieser Prozess kann mit
inkompatiblen nicht-spezifischen Photobionten und anderen Algen jederzeit abbrechen und
fiihrt nur mit kompatiblen Photobionten zu einem voll entwickelten Thallus. Der dafiir
notwendige Stimulus ist bisher unbekannt.

Dartiber hinaus wurden aus einer Anzahl von Flechtenarten Phytohdmagglutinine (Lektine)
isoliert (Berheimer & Farkas 1953, Howe & Barrett 1970, Kardish et al. 1991, Andrews et al.
1992, Lehr et al. 1995). Hamagglutinine aus Peltigera canina und P. polydactyla besitzen die
Fahigkeit, an den passenden Photobionten (Nostoc) zu binden (Lockhart et al. 1978). Auch
der Mycobiont von P. aphthosa bildet in seinen Cephalodien ein PAA1 genanntes Lektin, das
die spezifische Erkennung des Cyanobionten Nostoc vermittelt (Lehr et al. 2000). Die genaue
Art und Funktionsweise dieser Lektine ist bisher nur unzureichend erforscht und es ist unklar,
in wie weit sich die bisher gefundenen Lektine in den verschiedenen Flechtensymbiosen
dhneln oder unterscheiden.

In anderen Arbeiten wurde der direkte Kontakt der Bionten biochemisch untersucht und in
Xanthoria parietina und dessen isolierten Mycobionten ein spezielles, 12,5 kDa schweres
Algal-Binding-Protein (ABP) entdeckt und isoliert (Bubrick & Galun 1980, Bubrick et al.
1980, Galun & Bubrick 1984, Bubrick et al. 1985 und Galun 1988). ABP bindet an

Algenzellen von Flechten der gleichen Familie wie X. parietina, den Teloschistaceae, nicht
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aber an die Algen artfremder Flechten. Das ABP konnte auch an den ersten Schritten der
Reassoziation der Symbionten beteiligt sein (Galun et al. 1984). Diese Ergebnisse flihrten zur
Entwicklung eines Schemas zur Erkennungsreaktion. Galun (1988) bezieht dabei
ausdriicklich eine Interaktion der Bionten noch vor einem physischen Kontakt in ein
mehrstufiges Schema zur Lichenisierung mit ein. Demnach folgt auf eine Prakontaktphase (1)
eine Kontaktphase (2), die Umhiillung der Algenzellen durch Hyphen des Mycobionten (3),
die Bildung einer gemeinsamen Gallertmatrix (4) und eine Phase morphologischer,
physiologischer und biochemischer Anpassungen mit dem Aufbau gemeinsamer Regula-
tionsmechanismen (5).

Das aus X. parietina isolierte ABP wurde als glykosylierte Arginase identifiziert (Molina et
al. 1993). Fluorescinmarkiertes ABP bindet an isolierte Photobionten von X. parietina,
besonders dann, wenn diese in harnstofthaltigem Medium kultiviert wurden. Harnstoff
induziert in den isolierten Photobionten die Expression von glykosylierter Urease, die an ABP
bindet und auch in Thalli von X. parietina nachgewiesen werden konnte. Beide Enzyme sind
monomere Glykoproteine mit hohen Anteilen an Polygalactose (Pérez-Urria & Vicente 1989)
und verlieren ihre enzymatische Aktivitit, wenn sie aneinander binden. Wird die Urease nicht
vom Photobionten gebildet, soll die vom Mycobionten sekretierte Arginase in die Algenzelle
eindringen und den Putrescinlevel erhdhen, was letztendlich zum Zelltod fiihrt (Vicente &
Legaz 1988, Molina & Vicente 1995, 2000, Molina et al. 1998b). Die Biontenerkennung bei
X. parietina reprasentiert einen lektinartigen Mechanismus der die Spezifitit der Assoziation

zwischen den Bionten sicherstellt (Legaz et al. 2004).

Die bisher angefiihrten Studien untersuchen gréftenteils die Gegebenheiten, die nach einer
erfolgreichen Biontenerkennung herrschen. So analysieren die wenigen molekularbiologisch-
phylogenetischen Studien den Ist-Zustand in etablierten Flechtenthalli und auch die Lektine
wurden in etablierten Thalli nach erfolgreicher Lichenisierung und Thallogenese untersucht.
Studien, die sich mit den initialen Prozessen des Biontenkontaktes befassen sind rar.

Beobachtungen aus Experimenten mit dem Mycobionten von Cladonia cristatella sprechen
dafiir, dass die Initialreaktion der Biontenerkennung thigmotropisch vom Mycobionten
ausgeht (Ahmadjian & Jacobs 1983). Die Existenz eines chemotropischen Reizes wird
abgelehnt. Eine mogliche weitergehende Reaktion, die den Lichenisierungsprozess ausldst,
wird als sekundéres Ereignis eingestuft. Es soll ein zwischen Photobiont und Mycobiont
iibertragenes Signal geben, bei dem dem thigmotropischen Reiz eine Schliisselrolle zukommt,
er aber nicht der alleinige spezifische Faktor der Erkennung sein soll (Ahmadjian et al. 1978,
Ahmadjian & Jacobs 1983). Diese Ergebnisse bestdtigen sich in anderen Arbeiten mit
Xanthoria parietina (Bubrick et al. 1985) und Cladonia grayii (Jonesson & Lutzoni 2008)
allerdings nicht und werden daher kontrovers diskutiert. In Resynthese-Experimenten werden
dem Mycobionten von Cladonia cristatella unterschiedliche Algen als potenzielle Photo-

bionten angeboten. Diese Experimente zeigen, dass der Mycobiont selektiv mit dem eigenen
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Photobionten (7Trebouxia erici) und nahe verwandten Arten Thallusvorstufen ausbilden kann,
an den meisten anderen Trebouxien und Algen fremder Gattungen jedoch parasitiert und diese
abtotet (Ahmadjian et al. 1980, Ahmadjian & Jacobs 1983). Spitere Untersuchungen mit
Cladonia grayii stiitzen die Annahme, dass die morphologischen Reaktionen des
Mycobionten auf seinen eigenen Photobionten spezifisch sind (Jonesson & Lutzoni 2008).

Als mogliche Transformationssignale, also jene vom Photobionten ausgesandten Signale,
die den Mycobionten dazu veranlassen einen Flechtenthallus aufzubauen (Jahns 1988) werden
unterschiedliche Stimuli diskutiert. Dazu gehoren laut Ahmadjian (1992) unter anderem der
Zuckeralkohol Ribitol, aber auch die in Flechten gebildeten Phytohormone Indolessigséure,
Kinetin (Remmer et al. 1986) und Ethylen (Luria & Garty 1991, Ott & Zwoch 1992). Ribitol
ist das Hauptphotosyntheseprodukt von Trebouxia-Photobionten und dient der Versorgung
des Mycobionten mit Kohlenhydraten (Richardson et al. 1967, Richardson et al. 1968). Die
beobachtete Sekretion von Kohlenhydraten ist allerdings nur in der Symbiose ausgepragt.
Nach der Isolierung der Bionten stoppt sie innerhalb kurzer Zeit (Richardson & Smith 1966,
Drew & Smith 1967a, Drew & Smith 1967b). Es bleibt anzumerken, dass auch die Existenz
und Art dieser Signale kontrovers diskutiert werden und ein etwaiges Transformationssignal

nicht zwangsldufig mit dem Signal der initialen Biontenerkennung identisch sein muss.

Initiale Erkennungsreaktionen waren in der Vergangenheit mehrfach Gegenstand der
Untersuchungen in dieser Arbeitsgruppe. Die so erzielten und im Folgenden beschriebenen
Ergebnisse bilden die Grundlage der hier vorliegenden Dissertation. So wurde das friihe
Wachstumsverhalten und die Lichenisierung von Sporen von Xanthoria parietina in
Freilandkulturen untersucht (Ott 1987b). Die Keimung von X. parietina erfolgt meist aus
Sporenclustern. Die Hyphen wachsen in alle Richtungen aus, haften sich durch Gallertbildung
an das Substrat und bilden lockere Mycelien. Gelangen die Hyphen des Mycobionten in
Kontakt mit verschiedenen Algenarten, lassen sich differenzierte Reaktionen beobachten: Bei
Kontakt mit frei lebenden Algen vom Pleurococcus-Typ beginnt der Mycobiont Gallerte
abzuscheiden und inkorporiert die Algen in ein loses, spéter areoliertes Netzwerk aus Hyphen,
Algen und Gallerte. Beide Organismen gehen dabei keine echte Symbiose ein, eine weitere
Differenzierung des Pilz-Alge-Konglomerats findet nicht statt. Dennoch ist es dem Myco-
bionten in diesem Stadium moglich, das Substrat groB3flachig zu kolonisieren und damit die
Wahrscheinlichkeit auf Kontakt mit dem spezifischen Trebouxia-Photobionten zu erhéhen.
Beim Kontakt des Mycobionten mit 7rebouxia konnen andere Reaktionen beobachtet werden:
Beide Bionten gehen eine echte Symbiose ein, deren erstes Anzeichen eine starke, und fiir die
gesamte weitere Entwicklung charakteristische Gallertbildung ist. Die Gallerte formt eine
geschlossene Oberfliche. Durch Wachstum wolbt sich das Gewebe halbkugelformig hervor
und bildet schuppenférmige Thallusprimordien.

Diese beiden unterschiedlichen Entwicklungsprozesse zeigen erstmals eine abgestufte

Lichenisierung, basierend auf unzureichender bzw. erfolgreicher Erkennung zwischen Pilz
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und Alge. Die Bedeutung der Gallertbildung und einer gemeinsamen Gallertmatrix im
Rahmen der Biontenerkennung wird dariiber hinaus auch in anderen Arbeiten erkannt
(Ahmadjian et al. 1978, Ahmadjian & Jacobs 1981) und scheint nicht auf die
Flechtensymbiose beschrdnkt zu sein (Nicholson & Epstein 1991).

Auch der Mycobiont der Flechte Fulgensia bracteata ist nicht ausschlieBlich auf freilebende
Photobionten angewiesen. Auskeimende Sporen dieser Flechte besitzen die Féhigkeit,
parasitisch in die Algenschicht der Flechte Toninia sedifolia einzuwachsen und dort gezielt
den Photobionten in einem algal stealing genannten Prozess zu iibernehmen (Ott et al. 1995).
Molekularbiologische Untersuchungen der intertransskriptiven rDNA-Regionen ITS1 und
ITS2 der Photobionten von F. bracteata und T. sedifolia zeigen, dass die Photobionten beider
Flechtenarten identisch sind (Schaper 2003, Schaper & Ott 2003). Die Resynthese-
Experimente mit dem Mycobionten von F. bracteata und den unterschiedlichen Photobionten
aus sechs assoziiert vorkommenden Flechtenarten zeigen klare Unterschiede im Erkennungs-
und Lichenisierungsprozess und liefern Anhaltspunkte fiir die hohe Selektivitit von F.
bracteata und die unterschiedliche Kompatibilitit der untersuchten Photobionten. Die
Identitit der einzelnen Photobionten ist in Abb. 1.2 aufgefiihrt.

Die Interaktionen zwischen dem Mycobiont von F. bracteata und den Photobionten von F.
bracteata und T. sedifolia sind identisch. Nach sechs Wochen in Kultur ist der Kontakt
zwischen den Bionten etabliert, verzweigte Hyphen umwachsen einzelne Algenzellen,
umschlieBen sie mit Gallerte und bilden haustoriendhnliche Strukturen. Nach neun Wochen
sind beide Bionten in eine gemeinsame Gallertmatrix eingebettet. Innerhalb von sechs
Monaten werden kompakte, gewebedhnliche Konglomerate mit inkorporierten Algenpaketen
gebildet, die von einer homogenen Gallertschicht abgeschlossen werden. Es herrscht ein
intensiver Kontakt zwischen beiden Bionten.

Die Interaktionen zwischen dem Mycobionten von F. bracteata und den anderen vier
untersuchten Photobionten (aus den vergesellschaftet lebenden Flechten F. fulgens,
Squamarina cartilaginea, Lecidea lurida und Psora decipiens) verlaufen grundsitzlich wie
oben beschrieben, sind allerdings mehr oder minder stark verzogert und resultieren in weniger
intensivem Kontakt zwischen Mycobiont und Photobiont. Allerdings lassen sich bei diesen
Interaktionsmustern mehrere Unterschiede erkennen. Die Intensitit der Interaktion nimmt
graduell ab und ldsst bei den Photobionten von L. lurida und P. decipiens bereits einen
parasitischen Charakter erkennen. Daneben steigt die Teilungsrate der Algenzellen
antiproportional zur Kontaktintensitdt an. Dies wird als mangelnde Féhigkeit des Myco-
bionten interpretiert, den Zellteilungszyklus von nicht kompatiblen Photobionten zu
kontrollieren, wihrend es bei kompatiblen Photobionten gelingt (Schaper & Ott 2003).

Die oben aufgefiihrten Untersuchungen (Ott 1987b, Galun 1988, Ahmadjian 1992,
Honegger 1992, Ott et al. 1995) und die Beobachtung initialer Lichenisierungsprozesse im
Modellsystem Fulgensia bracteata (Schaper & Ott 2003) weisen auf differenziert abgestufte
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Mechanismen von Spezifitdt, Selektivitit und Kompatibilitit zwischen den potenziellen
Bionten der Flechtensymbiose hin. Aus den vorliegenden Ergebnissen kann eine Erkennungs-

kaskade der initialen Lichenisierungsschritte abgeleitet werden, wie sie in Abb. 1.1 dargestellt

ist.
Postulierte Kaskade des Lichenisierungsprozesses
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Abb. 1.1: Postulierte Kaskade des Lichenisierungsprozesses (modifiziert nach Schaper & Ott 2003)

1.7 Symbiontenerkennung in anderen Symbiosen

Wie vorangehend dargestellt wird, sind die Regulationsmechanismen der initialen Bionten-
erkennung zwischen den Flechtensymbionten bisher nur ansatzweise untersucht. Daher sollen
fiir ein besseres Verstindnis die bereits bekannten Erkennungsmechanismen anderer,
eingehender erforschter Symbiosen vorgestellt werden.

Symbiosen von Prokaryoten (Cyanobakterien und Eubakterien) mit griinen Pflanzen
(Hornmoosen, Azolla, Cycadeen, Gunnera und Leguminosen) sind weithin bekannt. Die C-
autotrophen Pflanzen nutzen dabei die Fahigkeit der stickstoffautotrophen Prokaryoten,
Luftstickstoff zu binden und somit fiir die Pflanze nutzbar zu machen (Rai et al. 2000). Die
Erkennungsmechanismen, die der Rhizobium-Fabaceen-Symbiose zu Grunde liegen sind gut
verstanden (Long 2001, Jones et al. 2007). Die Wurzeln der Wirtspflanze scheiden
Flavonoide aus, die kompatible Rhizobien chemotaktisch anlocken und an Lektine der
Wurzelhaarspitzen binden. Die Flavonoide aktivieren zusitzlich die nod-Gene auf dem, fiir
die Symbiose essenziellen, Sym-Plasmid von Rhizobium. Die von diesen Genen gebildeten
Nod-Faktoren induzieren wiederum die Teilung von Wurzelrindenparenchymzellen und die
Phagocytose der Bakterien in diese Zellen. Es entstehen die charakteristischen Knollchen.

Die Erkennungsmechanismen der Cyanobakterien-Pflanzen-Symbiosen sind weit weniger
gut verstanden. Wéhrend Azolla-Arten ihren spezifischen Cyanobionten Anabaena azollae
tiber jeden Generationswechsel weitergeben, ist — in Analogie zu den Flechten — fiir Horn-

moose, Cycadeen und Gunnera die de-novo Synthese der Symbiose mit ihrem Cyanobionten
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Nostoc nach jedem Generationswechsel notwendig. Hornmoose und Gunnera induzieren dazu
durch die Sekretion von HIF (hormogonia inducing factor) die Umwandlung von Nostoc in
bewegliche Hormogonien, die dann {iber chemotaktische Substanzen extrazellular in
mikroaerobische Hohlungen (Hornmoose) oder intrazellular in mikroaerobische Gewebe
(Gunnera) geleitet und integriert werden. Bei den Nosfoc-Cyanobionten von Azolla und
Gunnera konnen keine kompletten nod-Gencluster wie bei Rhizobium gefunden werden.
Dennoch zeigen mehrere plasmididre Gene Homologien mit nod-Genen (Rai et al. 2000).

Auch die Mykorrhizasymbiosen zwischen Pilzen und héheren Pflanzen werden intensiv
erforscht. Die wesentlichen Interaktionen zur Bildung der Ektomykorrhizasymbiose sind
bekannt (Duplessis et al. 2002): In der Prédinfektionsphase scheiden die Wurzeln der
Wirtspflanze Flavonoide und Cytokinine in den Boden aus, welche Verdnderungen in der
Morphologie des Pilzmycels induzieren, wie zum Beispiel eine erhohte Verzweigungsrate der
Hyphen. Im Gegenzug setzen die Hyphen Substanzen frei, die ihrerseits die Wurzel-
morphologie verandern. In der Kolonisationsphase lagern sich Pilzhyphen an die Wurzeln an
und erfahren starke morphologische Anderungen. Die Hyphenspitzen schwellen an und
formen fingerartige Strukturen. In der Morphogenesephase aggregieren die Hyphen, bilden
ein die Wurzel umschlieBendes Pseudoparenchym, wachsen in Rhizodermis und Wurzelrinde
ein und formen dort das Hartig’sche Netz. Diese Prozesse gehen mit Genexpressions-
anderungen in Pilz und Pflanze einher, die mit molekularbiologischen Methoden wie
Subtraktiver Hybridisierung und differential display untersucht wurden.

Die initialen Prozesse zur Bildung der vesikuldr-arbuskuldren Mykorrhiza zwischen den
obligat biotrophen Glomeromyceten und einer Vielzahl von Farnen, Gymno- und Angio-
spermen verlaufen hingegen anders als bei Ektomykorrhizasymbiosen: Die Spore keimt in der
Nidhe der Wurzel und bildet bei Kontakt ein Appressorium aus. Danach durchwichst die
Hyphe die Zellen der Epidermis und der dulleren Rinde entlang eines durch die Wurzelzellen
praformierten Pfades und bildet schlieBlich im inneren Cortex ein von einer pflanzlichen und
einer pilzlichen Membran umschlossenes Arbuskel. Dieses ermoglicht als host-symbiont-
interface den Stoffaustausch zwischen den Symbionten. In dieser Symbiose kontrolliert die
Pflanze den Besiedlungsprozess durch den Pilz maBgeblich und es werden Signalwege der
Biontenerkennung postuliert, die sich mit denen der Rhizobium-Fabaceen-Symbiose
zumindest teilweise iiberschneiden (Saarschmidt et al. 2009).

Dariiber hinaus sind weitere Erkennung vermittelnde Mechanismen bekannt, wie die
mating-type Hormone der Ascomyceten (Bistis 1983) sowie N-acyl-Homoserinlaktone und
Peptide aus Bakterien, die als Signalstoffe eines quorum sensing genannten intra- und inter-
spezifischen Kommunikationssystems fungieren (Paracer & Ahamdjian 2000, Lyon &
Novick 2004, Juhas et al. 2005).

11
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1.8 Motivation und Fragestellung

Die initialen Interaktionen zwischen den Myco- und Photobionten der Flechtensymbiose
sind bisher weder hinreichend untersucht worden, noch ausreichend verstanden (Honegger
1996, Beck et al. 1998). Bis heute existiert keine konsistente Theorie, die die vorliegenden
Ergebnisse aufgreift, integriert und die Erkennung der Symbionten hinreichend zu
beschreiben vermag. In der vorliegenden Arbeit sollen die initialen Erkennungsreaktionen
und die zugrunde liegenden Erkennungsmechanismen genauer untersucht werden. Wie bereits
beschrieben (Kapitel 1.6), sind die Funktionsweisen der meisten bekannten Lektine (auBer
ABP) nur im bereits etablierten Thallus untersucht worden. Die Untersuchung der mycobiont-
photobiont-interfaces, aber auch die molekularbiologisch-phylogenetischen Studien zur
Spezifitit und Selektivitit setzen per se einen bereits erfolgten Biontenkontakt voraus. Mit
der Arbeit von Schaper & Ott (2003) hat sich die Untersuchung der Biontenerkennung
deutlich an den Zeitpunkt des initialen Biontenkontaktes angenéhert. Die Biontenerkennung
und der unterschiedliche Grad von Spezifitit und Selektivitit konnten dabei kurz nach dem
erfolgten Biontenkontakt unter kontrollierten experimentellen Bedingungen untersucht und
detailliert beschrieben werden. Es zeigte sich, dass Spezifitit und Selektivitdt schon sehr frith
determiniert werden. Um den Zeitpunkt genauer zu ermitteln, an denen die Mechanismen der
Biontenerkennung einsetzen, soll in dieser Arbeit auch die von Galun (1988) postulierte
vorangehende Prikontaktphase mit in die Untersuchungen einbezogen werden. Die initiale
Biontenerkennung, ebenso wie Spezifitdt und Selektivitit, konnten also bereits vor dem
direkten, physischen Kontakt der potenziellen Partner eingeleitet werden. Dies impliziert eine

Anzahl von Fragen, deren Beantwortung Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein soll:

e Existiert die von Galun (1988) postulierte und flir andere symbiotische Interaktionen
bereits nachgewiesene Prikontaktphase ebenso in der Flechtensymbiose?

e Gibt es morphologische Verdnderungen des Mycobionten, die die Prikontaktphase
begleiten und wie lassen sich diese moglichen Verdanderungen charakterisieren?

¢ Sind solche morphologischen Veridnderungen abhéngig von der Identitét des potenziellen
Photobionten und konnten sie Aufschluss iiber Spezifitit und Selektivitdt im initialen
Kontaktstadium geben?

Diese Fragestellungen — wie auch alle folgenden — sollen in Untersuchungen mit der Flechte
Fulgensia bracteata aus der Familie der Teloschistaceae beantwortet werden. Die
Symbionten dieser Flechte haben sich in vorangegangen und bereits beschriebenen Arbeiten
(Schaper 2003, Schaper & Ott 2003) als iiberaus geeignet zur Untersuchung des Bionten-
kontaktes in Flechtensymbiosen erwiesen und konnen somit als verldssliches Modellsystem
angesehen werden. Um diese Fragestellungen zu beantworten, soll ein eigens entwickelter

Priakontakt-Interaktionsassay verwendet werden. Dies ist ein experimenteller Aufbau, bei dem
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der Mycobiont von F. bracteata ohne physischen Kontakt dem FEinfluss des eigenen,
spezifischen Photobionten (7rebouxia sp.) ausgesetzt wird. Um Aussagen iiber den Einfluss
von Spezifitdit und Selektivitit des Mycobionten titigen zu konnen, wird er ebenfalls dem
Einfluss des nicht-kompatiblen Photobionten von Lecidea [uria (Asterochloris sp., vgl.
Schaper & Ott 2003) und der nicht-lichenisierenden (Beck, personliche Mitteilung), kokkalen
Griinalge Myrmecia bisecta ausgesetzt. Die Versuche dieses assays finden unter kontrol-
lierten und standardisierten Bedingungen und im Vergleich zu einer Kontrolle statt. Um den
Einfluss von unterschiedlichen erndhrungsphysiologischen Zustinden des Mycobionten auf
die Ergebnisse beriicksichtigen zu konnen, werden alle Experimente sowohl auf ndhrstoff-
armen Wasser-Agar als auch auf nédhrstoffreichem malt-yeast-extract-Agar mit 1 % Sucrose

(syn.: Saccharose) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgt am Rasterelektronenmikroskop.

Dariiber hinaus ergeben sich weitergehende Fragestellungen nach der Art der so

untersuchten Einfliisse auf den Mycobionten von Fulgensia bracteata:

e I[st der Einfluss der potenziellen Photobionten auf den Mycobionten von Fulgensia
bracteata chemischer Natur?

e Welche chemischen Substanzen werden von den Bionten ausgeschieden, die als
Erkennungssignal dienen kdnnten und somit den initialen Biontenkontakt zwischen
Photobiont und Mycobiont vermitteln konnten?

e Scheiden verschiedene potenzielle Photobionten unterschiedliche Substanzen aus,
die als mogliche Signalstoffe dienen konnten?

e Rufen solche Substanzen unterschiedliche Reaktionen des Mycobionten hervor und
lasst sich ein etwaiger Einfluss der identifizierten Substanzen auf die Entwicklung
und Morphologie des Mycobionten in in vitro Experimenten nachweisen?

Signalsubstanzen, die eine spezifische Biontenerkennung vermitteln und im
Symbiosepartner weitreichende, die Symbiose ermdglichende Verdnderung ausldsen, sind aus
anderen Symbiosen bereits bekannt (Kapitel 1.7). Bei Flechten hingegen sind sie noch nicht
erforscht. Dennoch ist anzunehmen, dass eine mogliche Priakontaktphase zwischen dem
Mycobionten und einem potenziellen Photobionten {iber den — zumindest unidirektionalen —
Austausch von Signalstoffen eingeleitet wird. In der Tat geht auch Jahns (1988) davon aus,
dass der morphogenetische Einfluss der Alge die dem Pilz innewohnende Fihigkeit steuert,
kompakte Gewebe zu entwickeln und so undifferenzierte Pilz-Alge-Konglomerate durch
einen hoch organisierten Flechtenthallus zu ersetzen. Andere Autoren hingegen (Ott 1987b,
Ahmadjian 1991 und Beck et al. 1998) sehen den Photobionten ebenso als initialen Stimulus
fiir eine abschlieBende Lichenisierung an. Daher sollen in dieser Arbeit auch hauptsidchlich

die Photobionten auf ausgeschiedene Substanzen hin untersucht werden. Dafiir werden der

13



1 Einleitung

eigene, spezifische Photobiont von Fulgensia bracteata (Trebouxia sp.), der nach ITS-
Sequenzanalyse (Schaper & Ott 2003) identische Photobiont von Toninia sedifolia, die wenig
bzw. nicht spezifischen Photobionten von Fulgensia fulgens, Lecidea lurida und Xanthoria
elegans, wie auch die nicht-lichenisierende, freilebende kokkale Griinalge Myrmecia bisecta
in flissigem Medium kultiviert. Das Kulturmedium wird anschlieend auf etwaige Exudate
hin analysiert. Die Identifizierung der Substanzen erfolgt in Abhéngigkeit von der zu
identifizierenden Substanz mit verschiedenen chromatographischen Methoden. Die Versuche
finden unter standardisierten Bedingungen und im Vergleich zu einer Kontrolle statt. Um den
Einfluss von unterschiedlichen erndhrungsphysiologischen Zustinden des Photobionten auf
die Ergebnisse beriicksichtigen zu konnen, werden alle Experimente in zuckerfreiem TOM,
und in zuckerhaltigem TOM-Medium (1 % Glucose) durchgefiihrt.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit soll ein anderer Aspekt der initialen Biontenerkennung
bearbeitet werden. Es ist anzunehmen, dass die Entstehung der Flechtensymbiose
zwischenartliche genetische Interaktionen mit einbezieht (Dyer 1989), wie auch eine
wechselseitige Genregulation (Ahmadjian et al. 1990). Ebenso wird angenommen, dass die
Kompatibilitit von Symbionten genetisch determiniert ist (Carlile et al. 2001). Abgesehen
von diesen allgemeinen Uberlegungen fehlt es an Wissen iiber die Vorginge auf genetischer
Ebene wihrend des initialen Biontenkontaktes und der Biontenerkennung. Im Vergleich dazu
ist das Wissen iiber erkennungsspezifische Gene bei anderen Symbiosen wesentlich genauer,
wie zum Beispiel der Rhizobium-Fabaceen-Symbiose (Long 2001), der Ektomykorrhiza
(Duplessis et al. 2002) und der vesikuldr-arbuskulédren Mykorrhiza (Saarschmidt et al. 2009).
Fiir ein tieferes Verstindnis der Biontenerkennung und der ihr zu Grunde liegenden

Mechanismen ist es unerlésslich, die daran beteiligten Gene zu identifizieren.

e Verdndert sich die Genexpression bzw. die Genregulation wihrend des initialen
Biontenkontaktes und der Biontenerkennung?

e Welche Gene werden im Zuge der Erkennung der Symbionten und des initialen
Biontenkontaktes hochreguliert bzw. herunterreguliert?

e Welche Bedeutung konnten diese Gene fiir die Mechanismen der Biontenerkennung
besitzen?

Diese Fragen sollen mittels Suppressiver Subtraktiver Hybridisierung (SSH) aufgeklart
werden. Dabei handelt es sich um eine Identifizierungsmethode fiir Gene, die aufgrund eines
experimentellen Stimulus oder eines physiologischen Unterschiedes differenziell exprimiert
sind (Diatchenko et al. 1996, Li et al. 2002). Die SSH eignet sich zur Untersuchung von
Organismen und zur Identifizierung von Genen, die bisher nicht molekularbiologisch

charakterisiert sind, was auf Fulgensia bracteata, wie auf alle Flechten, zutrifft.
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1 Einleitung

Im Falle dieser Arbeit ist der Stimulus das Zusammentreffen beider Bionten. In einem
Ansatz (tester) werden beide Bionten in Kontakt gebracht und die kontaktspezifischen Gene
exprimiert und alle Transkripte, auch die kontaktspezifisch hochregulierten, isoliert. In einem
zweiten Ansatz (driver) werden die Bionten isoliert kultiviert und deren Transkripte getrennt
isoliert. Der driver enthélt keine kontaktspezifischen mRNAs. In der Folge nutzt die SSH eine
suppressive PCR-Methodik. Dies erzeugt cDNA-Populationen in denen nur Transkripte
vertreten sind, deren Expression vom untersuchten Stimulus angehoben wird. Das
Vertauschen der tester- und driver-Ansidtze ermdglicht es, durch den Stimulus
herunterregulierte Gene zu identifizieren. Eine gemeinsame Kulturdauer der Bionten von vier
Wochen wurde gewihlt, da sie genug Zeit flir eine Verdnderung der Genexpression bieten
sollte, aber noch keine morphologische Reaktion des Mycobionten von F. bracteata auf den
spezifischen Photobionten zeigt (Schaper & Ott 2003).

Die folgende Tabelle (Tabelle 1.1) stellt dar, welche Organismen in dieser Arbeit mit den
bereits vorgestellten Methoden untersucht wurden. Die Auswahl der Organismen erfolgte

dabei im Kontext vorangegangener Arbeiten (Schaper & Ott 2003).

Identitét des Photobionten Interaktionsintensitat Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
bwz. der Alge mit dem MB von
F. bracteata
(Schaper & Ott 2003) Photobionten- Priikontakt- Differentiell exprim.
bzw. Algen- Interaktion mit  Gene bei Kontakt mit
Exudate F. bracteata-MB F. bracteata-MB
Trebouxia sp., Clade |, subgr. 1* ++++ intensiv, spezifisch ja ja ja
aus F. bracteata
Trebouxia sp., Clade |, subgr. 1* ++++ intensiv, spezifisch ja - -

aus T. sedifolia
Trebouxia sp., Clade |, subgr. 2* +++ schwaicher, verzdgert ja - -
aus F. fulgens

Asterochloris sp., Var. 4* + schwach, verzégert - - -
aus S. cartilaginea

Asterochloris sp., Var. 4* + schwach, verzogert - - -
aus P. decepiens

Asterochloris sp., Var. 3* +  parasitisch, verzégert ja ja -

aus L. lurida

Trebouxia sp.*™ - ja - -
aus X. parietina

Myrmecia bisecta - ja ja
nicht lichenisiert

Tab 1.1: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit angewendeten Methoden und der dazu verwendeten
Organismen (* Identifizierung durch Schaper & Ott (2003), ** nach De Vera et al. (2003), MB = Mycobiont).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Die Flechte Fulgensia bracteata

In der vorliegenden Arbeit wurden hauptsidchlich die beiden Bionten der Flechte Fulgensia
bracteata (Hoffm.) Risdnen var. bracteata untersucht. Die Arten der Gattung Fulgensia
(Mass. et De Not.) werden taxonomisch zur Familie der Teloschistaceae und zur Ordnung der
Lecanorales aus dem Stamm der Ascomycota gestellt. Bei Fulgensia bracteata (Abb. 2.1)
handelt es sich um eine krustig-schuppige, an den Randern nur leicht gelappte Flechtenart, die
vornehmlich auf kalkhaltigen Felsen und flachgriindigen Boden in sommerwarmen und
trockenen Lokalklimaten wéchst. Sie besiedelt neben dem eigentlichen Substrat auch
assoziiert vorkommende Moose und Flechten indem sie diese iiberwédchst bzw. an ihnen
parasitiert. Mit mehreren anderen Flechtenarten bildet F. bracteata dabei einen relativ
stabilen und charakteristischen Vegetationstypus, der unter dem Namen ,Bunte
Erdflechtengesellschaft™ bekannt ist. Die gelblich-orange bis leuchtend gelbe Thallusfarbung
und das kriftige Rot der Apothecien von F. bracteata tragen ebenso zu dieser Namensgebung
bei, wie die dhnlich gefarbte Flechte Fulgensia fulgens, die Brauntdone von Lecidea lurida
(Ach.), das Braunrot von Psora decipiens (Hedwig) Hoffm., sowie das Blaugrau von Toninia
sedifolia (Scop.) Timdahl. Die gelbe Farbung von F. bracteata geht dabei auf hohe
Konzentrationen des sekunddren Flechteninhaltsstoffes Parietin zuriick, das auf und in der
Rinde abgelagert wird (Ott et al. 1995). Die Apothecien von F. bracteata stehen zerstreut bis
dicht gedrangt mit einem mehr oder weniger breiten Rand und einem Durchmesser von bis zu
2 mm auf dem Thallus. Sie streuen pro Ascus acht einzellige, hyaline und meist breit
elliptische Ascosporen mit Abmessungen von 9-13 x 4-7 um aus (Poelt 1969).

Die Verwendung von F. bracteata ergibt sich aus den vorangegangenen, in der Einleitung
bereits ausfiihrlich dargestellten Forschungsergebnissen. Die hohe Sporulationsrate
préaparierter Apothecien und die rasch darauf folgende Keimung der Sporen auf gingigen
Kulturmedien (Schaper 2003) ermdglichen es, initiale Interaktionsstudien mit axenischen,
generativen Mycobiontenkulturen durchzufiihren. Der Photobiont von F. bracteata wurde mit
Hilfe von molekularbiologischen Analysen der ITS 1 und ITS 2 rDNA Regionen identifiziert
(Romeike et al. 2002). Es handelt sich dabei um die einzellige kokkale Griinalge Trebouxia
sp., Clade 1, Untergruppe 1 (Bestimmung durch Schaper & Ott 2003, Einteilung gemal3
Helms et al. 2001) aus der Familie der Trebouxiaceae und der Ordnung der Microthamniales.
Auch der Photobiont lieB sich, wie im Folgenden beschrieben, isolieren und axenisch
kultivieren. Das Ausgangsmaterial der Untersuchungen wurde, ebenso wie das aller anderen
Flechtenproben der ,,Bunten Erdflechtengesellschaft,” in den Jahren 2004 und 2006 auf der
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Kiesalvar bei Ardre (57°23’N, 18°42°E auf Gotland, Schweden) gesammelt, luftgetrocknet

und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren und aufbewahrt.

o
%

Abb. 2.1: Habitus von Fulgensia bracteata auf Moos (Photo von D. Borchard, 2004)

2.1.2 Die Photobionten anderer Flechten

Fir die folgenden Untersuchungen wurden neben dem Photobionten von Fulgensia
bracteata auch Photobionten anderer, zumeist assoziierter Flechtenarten der ,,Bunten
Erdflechtengesellschaft* verwendet. Sie dienten dazu, die Ergebnisse zur initialen Bionten-
interaktion zwischen dem Mycobionten und dem eigenen, hoch kompatiblen Photobionten
von F. bracteata mit der initialen Interaktion gegeniiber weniger bzw. nicht kompatiblen
Photobionten (vgl. Schaper & Ott 2003) vergleichen zu konnen. Gleiches galt fiir die Analyse
der Photobiontenexudate. Auch hier erschien es sinnvoll, nicht nur die Exudate des hoch
kompatiblen Photobionten zu untersuchen. Die verwendeten Photobionten werden im
Folgenden beschrieben und eine vergleichende Ansicht der durchgefiihrten Untersuchungen
findet sich in Tabelle 1.1. Fiir die Untersuchung der initialen Bionteninteraktion wurde der
nicht-kompatible Photobiont Asterochloris sp. Var. 3 aus Lecidea lurida Ach. (Synonym:
Psora lurida (Ach.) DC) verwendet. Fiir die Untersuchung der Photobiontenexudate wurden
neben dem Photobionten von L. [urida auch die Photobionten Trebouxia sp., Clade I,

Untergruppe 2 aus Fulgensia fulgens (Sw.) Elenkin., und die mit dem spezifischen F.
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bracteata-Photobionten identische Trebouxia sp., Clade 1, Untergruppe 1 aus Toninia
sedifolia (Synonym: T. caeruleonigricans (Lightt.) Th.Fr.) verwendet. Dariiber hinaus wurde
der Photobiont Trebouxia sp. Clade 1, Untergruppe 2 (Schaper & Ott 2003, De Vera et al.
2003) verwendet, der aus der rindenbewohnenden Flechte Xanthoria parietina und damit aus

einem ganzlich anderen Habitat stammt.

2.1.3 Die nicht-lichenisierende Alge Myrmecia bisecta

Zum weiteren Vergleich der Ergebnisse aus der initialen Bionteninteraktion und der Analyse
der Photobiontenexudate wurde auch die nicht-lichenisierende (Beck, pers. Mitteilung),
freilebende, kokkale Griinalge Myrmecia bisecta Reisigl. (Ettl & Girtner 1995, SAG 2043,
Brixen, Siidtirol, Italien) verwendet. In der Gattung Myrmecia findet man sowohl lichenisiert
vorkommende Arten, wie M. biatorellae, als auch nicht-lichenisierende Arten wie M.
astigmatica und die Boden besiedelnde M. israeliensis (Friedl & Bhattacharya 2002). Wie
auch die Gattungen Trebouxia und Asterochloris gehort Myrmecia zur Familie der
Trebouxiaceae und der Ordnung der Microthamniales aus der Klasse der Trebouxiophyceae
(Friedl 1995, Romeike et al. 2002, Nelsen & Gargas 2006).

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation der Flechtensymbionten

2.2.1.1 Praparation des Mycobionten

Die Préparation des Mycobionten erfolgte im Rahmen dieser Arbeit auf zwei Arten. Zum
einen wurden die Mycobionten axenisch aus generativ gebildeten Ascosporen isoliert, zum
anderen aus dem vegetativen Pilzmycel direkt aus dem Flechtenthallus. Beide Methoden
werden im Folgenden beschrieben. Die erste Methode, abgewandelt nach Yoshimura et al.
(2002), bediente sich der Sporulation, also des natiirlichen Verbreitungsmechanismus der
Ascomyceten. Dabei werden die in den Asci der Apothecien gebildeten Ascosporen beim
Austrocknen ausgeschleudert und verbreitet. Zur Isolierung wurden die Thalli der Flechte
nach dem Auftauen mit einem Pinsel grob gereinigt und jiingere, unbeschidigte Apothecien
wurden mit einem Skalpell sorgfiltig und sauber abprépariert. Die Apothecien wurden dann
unter flieBendem Wasser fiir ca. 60 min gewaschen und so von weiteren Verunreinigungen
befreit. Die abgetropften, aber noch feuchten Apothecien wurden sofort mit kleinen Mengen
Terostat (Henkel AG, Diisseldorf, D) und in Gruppen von 5-7 Apothecien mit einer sterilen
Pinzette auf der Innenseite der Petrischalendeckel fixiert. Mit dem Austrocknen der
Apothecien begannen die Asci auf das darunterliegende Medium auszustreuen (Abb. 2.2).

Dieser Vorgang wurde nach drei Tagen Inkubation bei Raumtemperatur (RT) durch das
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Auswechseln der Petrischalendeckel beendet und die so isolierten und auskeimenden

Ascosporen des Mycobionten unter sterilen Bedingungen weiter kultiviert.

Experimentelle Anordnung zur axenischen generativen Isolation des Mycobionten

Seitenansicht einer Petrischale

N F. bracteata

[ " Y Sporulierende Apothecien von

4—' Kulturmedium: MYS1-Agar

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der experimentellen Anordnung zur axenischen generativen
Isolation des Mycobionten

Die zweite Methode wurde fiir die Anzucht groBerer Mengen an axenisch kultiviertem
Mycobionten verwendet. Dabei wurden, wie oben beschrieben, die Apothecien vom Thallus
abpripariert und gewaschen. AnschlieBend wurden die Apothecien unter der Sterilbank
(Miihlenkamp Reinraumtechnik, Billerbeck, D) unter einem Binokular (WILD-Heerbrugg
M3, Volkermarkt, A, mit Schwanenhalslampe KL 1500 electronic, Schott AG, St. Gallen,
CH) mit einem sterilen Skalpell derart zerteilt, dass das mittig gelegene, kompakte und meist
algenfreie Pilzmycel von dem mit Algen durchzogenen lecanorinen Apothecienrdndern
befreit und von der Subhymenialschicht abgetrennt wurde (Abb. 2.3). Die so isolierten Stiicke

des Mycobionten wurden auf Agar iiberfiihrt und axenisch weiterkultiviert.

Axenische vegetative Isolation des Mycobionten

Apothecium von F. bracteata

@)
(%)OO OO 3 - - iy @OO Hymenium mit Asci

und Subhymenial-

g E 3 @ schicht
oO o o ' 0 )
(b‘ lecanoriner

Apothecienrand mit

6{) Photobionten

reines Mycel zur

X e _.= Isola:iti»:"de:
odg)o C@ Mycobionte

Abb. 2.3: Schematische Darstellung zur axenischen vegetativen Isolation des Mycobionten
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2.2.1.2 Praparation der Photobionten

Die Photobionten wurden aus den Thalli der entsprechenden Flechten isoliert. Dazu wurden
die Thalli der Flechte nach dem Auftauen mit einem Pinsel grob gereinigt und einzelne,
augenscheinlich vitale Bereiche unter flieBendem Wasser fiir ca. 60 min gewaschen, um sie so
von weiteren Verunreinigungen zu befreien. Die abgetropften, aber noch feuchten
Thallusstiicke wurden dann unter der Sterilbank (Miihlenkamp Reinraumtechnik, Billerbeck,
D) unter einem Binokular (WILD-Heerbrugg M3, Viélkermarkt, A, mit Schwanenhalslampe
KL 1500 electronic, Schott AG St. Gallen, CH) mit einem sterilisierten Skalpell zerteilt und
einzelne, moglichst pilzfreie Algengruppen der Algenschicht abgenommen. Die
Algengruppen wurden anschlieBend zwischen zwei sterilen Objekttragern vorsichtig
zerrieben. Tropfen der so gewonnenen griinen Suspension wurden auf TOM-Agar
ausgebracht und nach einigen Wochen konnten einzelne Photobiontenkolonien entnommen
und weiter kultiviert werden (nach Ahmadjian 1993).

2.2.2 Kultur der Flechtensymbionten

2.2.2.1 Kulturmedien

Fiir die vorliegende Arbeit wurden zwolf verschiedene Kulturmedien — fliissige Medien
sowie feste Agar-Sorten — verwendet. Thr jeweiliger Verwendungszweck wird nachfolgend

aufgefiihrt, wihrend sich die entsprechende Zusammensetzung im Anhang befindet.

TOM-Medium ohne Glucose: Fiir dieses abgewandelte Trebouxia organic medium (TOM)
wurde, als einzige Abweichung vom nachfolgend aufgefiihrten Grundrezept, auf die Zugabe
von 1% Glucose verzichtet (Tab. A.1). Dieses Medium wurde fiir die Analyse der
Photobiontenexudate (Kapitel 2.2.4.1) verwendet, um den Einfluss eines verdnderten
erndhrungsphysiologischen Zustandes auf die Photobiontenexudation untersuchen zu kdnnen.
Fiir die Diinnschichtchromatographie (TLC, Kapitel 2.2.4.5) wurde ausschlieSlich TOM-

Medium ohne Glucose verwendet.

TOM-Medium: Das Trebouxia organic medium nach Ahmadjian (1967) eignet sich zur
Kultur von Photobionten der Gattung Trebouxia und verwandter Algengattungen, wie
Asterochloris und Myrmecia (Tab. A.2). Es wurde fiir die dauerhafte Kultur der Photobionten,
fiir die Analyse der Photobiontenexudate (Kapitel 2.2.4.1) und zur Kultur des Photobionten
von F. bracteata zur Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes
(Kapitel 2.2.5.1) verwendet.

TOM-Agar: Dieses Festmedium wurde durch die Zugabe von 20 g Agar pro Liter TOM-
Medium hergestellt (Tab. A.3). TOM-Agar diente zur Isolation und Vorkultur der
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Photobionten (Kapitel 2.2.1.2), sowie als Vergleichsprobe zur Untersuchung der initialen
Bionteninteraktion (Kapitel 2.2.3).

Wasser-Agar: Wasser-Agar ist ein Minimalmedium mit nur geringen Mengen an
Néhrstoffen (Tab. A.4). Es diente zur Untersuchung des initialen Biontenkontaktes (Kapitel
2.2.3) unter Bedingungen des Néhrstoffmangels.

MY-Agar mit 1% Sucrose: Dieses abgewandelte malt-yeast-extract-Medium wurde durch
die Zugabe von 10 g Sucrose (syn. Saccharose) und 20 g Agar pro Liter MY-Medium
hergestellt (Tab. A.5). Es diente zur dauerhaften und vermehrenden Kultur des Mycobionten
von F. bracteata, zur Untersuchung des initialen Biontenkontaktes (Kapitel 2.2.5.1) und zur
Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes auf Festmedium
(Kapitel 2.2.5.1).

MY-Medium: Das malt-yeast-extract-Medium (MY) ist ein gingiges Medium zur
Fliissigkultur von Pilzen und eignet sich auch zur Fliissigkultur von Mycobionten (Tab. A.6,
nach Ahmadjian 1993). Es wurde fiir die Fliissigkultur des Mycobionten von F. bracteata zur

Untersuchung auf etwaige Mycobiontenexudate verwendet.

MY-Medium mit 1% Sucrose : Dieses abgewandelte malt-yeast-extract-Medium (MYS1)
wurde durch die Zugabe von 10 g Sucrose (syn. Saccharose) pro Liter MY-Medium
hergestellt (Tab. A.7). Es diente zur Fliissigkultur des isolierten Mycobionten von F.
bracteata und zur Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes in
Fliissigmedium (Kapitel 2.2.5.1).

LB-Medium mit Ampicillin: Dieses Luria-Broth-Medium diente der selektiven Kultur von
transformierten Escherichia coli Bakterien, die ein Plasmid aufgenommen haben, dass neben
einem inserierten Gen auch das Gen fiir eine Ampicillinresistenz trug (Tab. A.8). Es wurde
bei der Anzucht von einzelnen Bakterienklonen zur Untersuchung auf differenziell

exprimierte Gene des Biontenkontaktes (Kapitel 2.2.5.11) verwendet.

LB-Agar mit Ampicillin: Dieser Agar diente einem dhnlichen Zweck wie das LB-Medium
mit Ampicillin (Tab. A.9). Es wurde bei der Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene
des Biontenkontaktes (Kapitel 2.2.5.8) verwendet.

LB-Agar mit Ampicillin, IPTG, X-Gal: Dieses LB-Medium diente der ausschlieBlichen
Kultur von transformierten Escherichia coli Bakterien und zur Blau-Weil3-Selektion von
jenen Bakterien, die ein Plasmid mit Insert aufgenommen haben (Tab. A.10). Es wurde bei
der Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes (Kapitel 2.2.5.8)

verwendet.
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SOC-Medium: Hierbei handelt es sich um ein komplexes Ndhrmedium (Tab. A.11), das im
Rahmen der Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes (Kapitel

2.2.5.8) nach der Transformation kompetenter Bakterienzellen verwendet wurde.

dYT/HMNF-Einfrierpuffer: Dieser glycerinhaltige Puffer wurde zur Ubernachtkultur
(UNK) von transformierten Bakterienklonen und direkt anschlieBenden Einfrieren bei -80 °C
verwendet (Tab. A.12). Es diente somit zur dauerhaften Aufbewahrung der bei der
Untersuchung auf differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes erhaltenen Klone
(Kapitel 2.2.5.8).

2.2.2.2 Kulturbedingungen

Fliissigkulturen von Mycobionten und Photobionten: Die Fliissigkulturen aller Bionten
wurden in einer Klimakammer bei 10 °C, einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 14 zu 10
Stunden bei einer Beleuchtungsstirke (PPFD) von 15-25 pmol*m™*s™ und unter Schiitteln
bei 95 rpm in je 80 ml des entsprechenden Mediums kultiviert. Neben den Dauerkulturen fiir
die Photobionten wurden auch die Photobionten/Algen und der Mycobiont fiir die Analyse
der Biontenexudate unter diesen Bedingungen angezogen. Ebenso wurden die Photobionten,
die Mycobionten und die gemeinsam kultivierten Bionten zur Untersuchung auf differenziell
exprimierte Gene des Biontenkontaktes in Fliissigmedium (Kapitel 2.2.5.1) unter diesen
Bedingungen kultiviert. Die jeweilige Kulturdauer wird in der Beschreibung des

entsprechenden Experiments aufgefiihrt.

Festkulturen von Mycobionten und Photobionten: Die Festkulturen auf Agar wurden in
einem Klimaschrank (RUMED 1200, Rubarth Apparate GmbH, Laatzen, D) bei 18 °C, einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 Stunden und einer Beleuchtungsstirke (PPFD) von 15-
25 pmol*m™*s” angezogen. Diese Anzuchtsbedingungen wurden fiir die Untersuchung des
initialen Biontenkontaktes im Prdkontakt-Interaktionsassay und fiir die Anzucht und
Vermehrung des Mycobionten auf Festmedium verwendet. Ebenso wurde es fiir die
Mycobionten-Kultur und die gemeinsam kultivierten Bionten zur Untersuchung auf
differenziell exprimierte Gene des Biontenkontaktes auf Festmedium verwendet (Kapitel
2.2.5.1). Die jeweilige Kulturdauer wird in der Beschreibung des entsprechenden Experiments
aufgefiihrt. Lediglich fiir die alleinige Anzucht von Photobionten auf Festmedium, meist
direkt nach der Isolation aus dem Flechtenthallus, wurde ein baugleicher Klimaschrank mit 12

°C, aber unter ansonsten identischen Kulturbedingungen verwendet.

Kultur der Bakterien: Bakterienkulturen von Escherichia coli, sowohl in Fest- wie auch
Fliissigkultur, wurden stets bei 37°C in Dunkelheit kultiviert, die Fliissigkulturen zusétzlich

unter stetigem Schiitteln bei 150 rpm. Die Anzucht der Bakterien dauerte zumeist nur eine
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Nacht. Bis zur weiteren Verwendung konnten die Bakterien auf LB-Agar-Platten aber fiir

einen Zeitraum von bis zu 2 Monaten bei 4 °C in Dunkelheit aufbewahrt werden.

2.2.3 Methoden zur Bionteninteraktion wahrend der Prakontaktphase

Der spezifische Photobiont von Fulgensia bracteata, der unspezifische inkompatible
Photobiont von Lecidea lurida und die nicht-lichenisierende Alge Myrmecia bisecta wurden
auf ihren Prakontakt-Einfluss auf den isolierten und generativ verbreiteten Mycobionten von
F. bracteata in einem eigens entwickelten Prikontakt-Interaktionsassay hin untersucht.

Die zwei Photobionten und die Alge wurden fiir vier Wochen in einer Vorabkultur
angezogen (vgl. 2.2.2.2). AnschlieBend wurden je 2 ml einer dicht bewachsenen Algen-
suspension auf Petrischalen (60 mm Durchmesser) mit ndhrstoffarmem Wasser-Agar und auf
ndhrstoffreichem, das Mycobiontenwachstum gut unterstiitzendem MYS1-Agar ausplattiert
und homogen ausgestrichen. Die Algen wurden danach fiir weitere fiinf Tage als Festkultur
kultiviert (vgl. 2.2.2.2) und anschlieBend mit einem Durapore Membranfilter aus Poly-
vinyliden-Difluorid (Millipore Inc., Billerica, USA) mit einer Dicke von 0,125 mm und einem
durchschnittlichen Porendurchmesser von 0,22 pum abgedeckt. Als Kontrolle wurden
Petrischalen mit beiden Medien, aber ohne Algenzellen mit dem Membranfilter belegt. Um
den Einfluss des beim Ausplattieren der Algen unvermeidlich mit {ibertragenen TOM-
Mediums auf den Mycobionten auszuschlieBen, wurden ebenfalls Petrischalen mit TOM-
Agar mit Membranfiltern belegt und wie die Kontrolle behandelt. Je drei Replicates wurden
fiir jeden unterschiedlichen Ansatz angefertigt. Mit Hilfe der bereits beschriebenen Methode
nach Yoshimura et al. (2002, vgl. 2.2.1.1) wurden abpriparierte Apothecien von F. bracteata
in Gruppen zu je 5-7 Stiick an der Innenseite des Petrischalendeckels fixiert. Diese
sporulierten fiir drei Tage unter Festkulturbedingungen. Die ausgestreuten Ascosporen fielen
auf den Membranfilter und keimten so in direkter Ndhe der Photobionten, wobei der
Membranfilter einen direkten Kontakt beider Bionten und ein Durchwachsen der Hyphen des

Mycobionten aufgrund seiner Porengrof3e verhinderte. Abb. 2.4 zeigt den Versuchsaufbau.

Experimentelle Anordnung des Priakontakt-Interaktionsassays

Seitenansicht einer Petrischale (60 mm Durchmesser)

Sporulierende Apothecien von
+ F. bracteata
y
[ 1 Membran: 125 pm dick, 0,22 pm

Poren

<—{ Schicht veon Photobionten bzw. Algen |
\ J ‘—I—{ Medium: Wasser- oder MYS1-Agar |

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der experimentellen Anordnung des Prakontakt-Interaktionsassays
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Nach 10, 20 und 30 Tagen wurden ca. 5 x 10 mm grofle Stiicke des Membranfilters
unterhalb der Sporulations-spots steril entnommen, auf rasterelektronenmikroskopischen
Probenhaltern befestigt, fiir 8 h luftgetrocknet und fiir 180 s bei 35 mA mit Gold beschichtet
(Agar Sputter Coater, Agar Scientific Ltd., Stansted, GB). Anschlieend wurden die Mycelien
des Mycobionten unter dem Rasterelektronenmikroskop (REM, LEO 1430 VP, Carl Zeiss
SMT AG, Wetzlar, D) hinsichtlich ihrer Wachstumsmuster und ihrer Morphogenese
detailliert untersucht. Zusétzlich wurden verschiedene Parameter aufgenommen und
dokumentiert; wie die Menge an produzierter Gallerte, die Bildung von Lufthyphen, die
Beschaffenheit der Hyphenspitzen, die Verzweigungshiufigkeit und die Keimungsrate. Mit
Hilfe von Funktionen der REM-Software konnte ebenfalls die Hyphenlidnge pro Spore erfasst
werden. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden bei dieser Auswertung
lediglich jene Mycelien beriicksichtigt, die nicht zu dicht beieinander lagen und/oder zu stark
miteinander verflochten waren.

Die Daten zur Keimungsrate, zur Verzweigungshiufigkeit pro Spore und zur Hyphenlidnge
pro Spore wurden mit grundlegenden statistischen Methoden analysiert. Dazu wurden die
Ergebnisse der Hyphenldngenmessung zur besseren Vergleichbarkeit in 12 Klassen eingeteilt.
Die Klassen 1-10 reprasentierten Intervalle der Hyphenldnge von je 50 pm (1-50 um bis 451-
500 pum), wahrend die Klassen 11 und 12 Hyphenldngen von 501-1000 pum und >1000 pm
darstellten (vgl. Kapitel 3.1.1 und Kapitel 3.1.2). In der Beschreibenden Statistik wurde der
Arithmetische Mittelwert fiir die Betrachtung der durchschnittlichen Hyphenldangen,
Verzweigungszahlen und Keimungsraten verwendet. Ein gewichteter Mittelwert nach der
Formel Xgew = (h1+h2+h3)*(111+n2+n3)'1 wurde flir die Betrachtung der relativen
Klassenhdufigkeiten verwendet, da er die unterschiedlichen Anzahlen ausgestreuter
Ascosporen auf jedem einzelnen Replicate beriicksichtigt (Diepenbrock, miindl. Mitteilung).
Die Streuung der Mess- und Mittelwerte wurde stets als Standardabweichung angegeben, da
sie genauere Aussagen liber die Streung tatsidchlich erhobener Stichproben-Messwerte und die
biologische Variabilitdt erlaubt als der Standardfehler (Kuschak, 2006). Der Standardfehler
bildet als statistisches Mal3 eher die Messgenauigkeit ab. Methoden der Schlieenden Statistik
wurden fiir einen Vergleich der durchschnittlichen Hyphenlingen verwendet, da das
Hyphenwachstum ein grundlegendes messbares Kriterium fiir den Einfluss potenzieller
Photobionten auf das Wachstumsmuster des Mycobionten zu sein scheint. Fiir die
Auswertungen der SchlieBenden Statistik wurde der t-Test (nach Rasch et al. 2006)
verwendet. Der t-Test testet, ob die aufgestellte Nullhypothese Hy zutrifft. Im hier
verwendeten Fall besagt Hy, dass sich die gefundenen empirischen Mittelwerte mit einer
gegebenen Wahrscheinlichkeit von p = 0,95 nicht unterscheiden. Die Berechnung erfolgt mit
der Formel
T — Ty
tgyf = ——

xT1—xT2
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o ot | 03
mt Gz z, =1/ — +— ud df =ng+ ng— 2
ny T2
wobel tgr = t-Wert
X] = Mittelwert der Stichproben aus Population 1
X2 = Mittelwert der Stichproben aus Population 2
oxix2 = geschétzter Standardfehler der Mittelwertsdifferenz
o> = geschitzte Varianz der Population 1
o, = geschitzte Varianz der Population 2
n = Anzahl der Beobachtungen aus Population 1
ny = Anzahl der Beobachtungen aus Population 1
df =n; + ny — 2 Freiheitsgrade

Die Parameter fiir die durchgefiihrten t-Tests von Hy lauten: p = 0,95; n = 3; f = 4 und
ergeben einen t-Wert fiir Hy von 2,776. Werte im Bereich zwischen -2,776 und 2,776
bestéitigen Hy, Werte aullerhalb dieses Bereichs lehnen sie ab. Das besagt im Umkehrschluss,
dass sich solche empirisch gefundenen Mittelwerte signifikant voneinander unterscheiden.
Die vergleichende Auswertung der so erhaltenen Daten, aber auch der generellen
Wachstumsmuster und der morphologischen Charakteristika, wie Gallertbildung und
Beschaffenheit der Hyphenspitzen, diente dazu, den unterschiedlichen Pridkontakt-Einfluss

der beiden Photobionten und der Alge auf den Mycobionten von F. bracteata zu ermitteln.

2.2.4 Methoden zur Analyse der Photobiontenexudate

2.2.4.1 Vorbereitung der Wasser- und Ethylacetatextrakte fur HPLC und LCMS

Die Photobionten von Fulgensia bracteata und Toninia sedifolia (in beiden Fillen
Trebouxia sp., Clade I, Untergruppe 1), von F. fulgens (Trebouxia sp., Clade 1, Untergruppe
2), Lecidea lurida (Asterochloris sp.) und X. parietina (Trebouxia sp.), sowie die Alge
Myrmecia bisecta wurden unter den in Kapitel 2.2.2.2 beschriebenen Bedingungen
angezogen. Die Fliissigkultur wurde in TOM ohne Glucose (TOM-) und in TOM mit Glucose
(TOM+) fiir jeden der untersuchten Photobionten bzw. fiir die Alge durchgefiihrt. Die
Kulturdauer betrug 8 Wochen und fiir jeden Ansatz wurden drei Replicates angefertigt.

Nach der zweimonatigen Kulturdauer wurden die Algenzellen mit Hilfe von
Wasserstrahlpumpe, Biichnertrichter und Millipore-Filtern (Millipore Inc., Billerica, USA)
vollstindig vom Kulturmedium abfiltriert und verworfen. Das verbleibende Kulturmedium
(ca. 70 ml) hingegen wurde mit lipophilem Ethylacetat (50 ml, HPLC-Qualitit) versetzt,

dreimal ausgeschiittelt und im Scheidetrichter abgetrennt. Das Kulturmedium, ein wésseriger
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Extrakt, wurde erneut mit frischem Ethylacetat (50 ml) ausgeschiittelt. Beide
Ethylacetatphasen wurden vereinigt, fiir 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert und etwaige Reste

der Wasserphase, ebenso wie die oftmals stark ausgepriagte Interphase, abgenommen. Sowohl

die Ethylacetatphase als auch die

Photobiontenkultur
- liber Saugstrahlpumpe und Nutsche filtrieren

Wasserphase wurden im Rotations-
verdampfer bei 40 °C und Nieder-

druckbedingungen soweit eingeengt,

j dass der zdhfliissige Riickstand in 3
Medium (Filtrat) Algen (Sediment) ml reinem Methanol (HPLC-Qualitit)
- mit 50 ml EtOAc - verwerfen aufgenommen werden konnte. Eine
- ausschiitteln .
- abscheiden schematische Dar-stellung zur

Herstellung der Extrakte findet sich in
Abb. 2.5. Um ein Uberladen der

Wasserextrakt EtOAc-Extrakt HPLC- und LCMS-Sdulen in den
- mit 50 ml EtOAc - sammeln nachfolgenden Ana-lysen zu
- ausschiitteln .

- abscheiden vermeiden und den Gehalt an UV-
absorbierenden Substanzen

abschitzen zu konnen, wurden je 5 pl

Wasserextrakt EtOAc-Extrakt Probe auf TLC-Platten aufge-tragen
- einengen - vereinigen und m UV-Kabinett unter
-in 3 ml MeOH lésen - zentrifugieren . .
- Konz. bestimmen - Wasser- und Inter- monochromatischem UV-Licht von
- verdiinnen phase verwerfen .
- 6inengen . 254 nm ausgewertet. Wenn notig
-in 3 ml MeOH lésen
- Konz. bestimmen : : :
el wurden die Extrakte mit reinem
‘ : Methanol (HPLC-Qualitdt) verdiinnt.
r Bis zur weiteren Untersuchung

wurden die Proben bei -20 °C

HPLC- und LCMS-Analytik .
eingefroren und aufbewahrt.

Abb. 2.5: Schematische Darstellung zur Probenaufbereitung
fiir HPLC- und LCMS-Analyse (Konz. = Konzentration)

2.2.4.2 Analyse der Proben mittels HPLC

Die HPLC, auch als Hochleistungsfliissigkeitschromatographie bekannt, ist eine analytische
Methodik, mit der sich unterschiedlichste, vor allem auch nicht-fliichtige Substanzen trennen
und identifizieren lassen. Bei diesem chromatographischen Trennverfahren wird die zu
untersuchende Substanz mit Hilfe einer mobilen Phase, auch Laufmittel genannt, durch die

stationdre Phase in einer Trennsdule gepumpt. Die Wechselwirkungen der unterschiedlichen
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Substanzen mit der stationdren Phase, aber auch mit der sich meist iiber die Laufzeit
andernden mobilen Phase, bewirken dabei die Auftrennung der Proben.

Die Ethylacetat- und Wasserextrakte wurden mit reversed phase HPLC untersucht. Hierbei
werden die Partikel der stationdren Phase mit unpolaren Alkanen substituiert. Somit
interagieren unpolare Probenmolekiile stirker mit der stationdren Phase und werden stdrker
retardiert. Als Sdule diente eine Eurosher 100 C18-Trennsdule (Knauer ASI, Berlin, D). Von
jeder Probe wurden 20 pl mit einem ASI 100 Autosampler (Dionex Corp. Sunnyvale, USA)
in die HPLC eingespeist und mit einem bindren Gradientenlaufmittel aus Methanol (HPLC-
Qualitit) und NanoPur®-Wasser (pH 2 mit ortho-Phosphorsiure) aufgetrennt. Die Laufzeit
betrug 60 min, bei einer Durchflussrate von 1 ml/min. Die Chromatogramme der Proben
wurden auf vier Kanédlen mit einem UVD 340 S Photodiodenarraydetektor (Dionex Corp.
Sunnyvale, USA) bei vier Wellenldngen von 235, 254, 280 und 340 nm aufgezeichnet. Fiir
jedes Signal mit einem parametrischen Wert von > 1 [Signal]*min wurde ein komplettes
UV/VIS-Absorptionsspektrum von 200-595 nm aufgenommen. Die Betrachtung und an-
schlieBende Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der Chromeleon V6.30 Software (Dionex
Corp. Sunnyvale, USA) und die Identifizierung der Signale mittels einer internen UV/VIS-
Spektrenbibliothek. Fiir die weitere Auswertung der Ergebnisse wurden nur solche Signale
beriicksichtigt, die fiir alle drei Replicates eine Ubereinstimmung zwischen Spektrum und

Referenz von > 990 (was 99,0 % entspricht) zeigten.

2.2.4.3 Analyse der Proben mittels LCMS
Die LCMS, auch LC/MS oder HPLC-MS genannt, ist eine Kopplung von zwei Methoden:

zum einen der bereits beschriebenen HPLC als fliissigchromatographischem Trennverfahren
und zum anderen der Massenspektrometrie. Die Massenspektrometrie (MS) dient dabei der
Messung des Masse-zu-Ladung-Verhéltnisses m/z der lonen von zu untersuchenden
Substanzen. Dazu werden die zu untersuchenden Substanzen bzw. Substanzgemische in die
Gasphase tlberfiihrt und ionisiert. Die Ionen werden anschlieend in einem elektrischen Feld
beschleunigt, nach ihrem m/z-Verhéltnis aufgetrennt und detektiert. Dies wiederum
ermdglicht die Identifizierung der gesuchten Substanzen anhand ihres Molekulargewichtes.
Die HPLC-Komponente (HP1100 HPLC Apparat, Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA) funktionierte im Prinzip genau so, wie bereits in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben. Das
bindre Gradienten-Laufmittel bestand aus Methanol (HPLC-Qualitdt) mit angesduertem
NanoPur® Wasser (0,1 % Ameisensdure) bei einer Durchflussrate von 0,4 ml/min. Als
stationdre Phase dienten Eurosher 100 C18-A-Trennsdulen (Knauer ASI, Berlin, D). Der bei
280 nm arbeitende UV- Photodiodenarraydetektor nahm ein komplettes Chromatogramm des
Trennlaufs auf und zu jedem signifikanten Signal ein Absorptionsspektrum von 210-400 nm.
Damit war eine Zuordnung von Absorptionsspektren und Massenspektrogrammen ebenso

moglich, wie ein Vergleich mit den Ergebnissen der vorangegangenen HPLC-Analyse. Die
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Ubergabe der Probe von der HPLC-Komponente an die MS erfolgte mit einem G 1313 A
ALS 1100 Injektor (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA).

Das MS (Finnigan LCQ™*** MS, Thermo Finnigan Ltd., Cambridge, GB) besteht im
Wesentlichen aus einer Ionenquelle, einem Analysator und einem Detektor. In der Ionen-
quelle werden die von der HPLC iibernommenen Substanzen ionisiert. Im Fall dieser
Untersuchung geschah dies mittles der electrospray injection (ESI, Thermo Finnigan Ltd.,
Cambridge, GB), einer sanften, also weitgehend zerstérungsfreien Ionisierungsmethode, die
sich besonders fiir biologische Molekiile (Arzneistoffe, Pestizide, Peptide, Proteine,
Oligonukleotide) eignet, generell aber auch fiir gro3e, geladene und polare Molekiile. Bei
diesem Verfahren entstehen meist Pseudomolekiil-Ionen durch die Aufnahme oder Abgabe
eines Protons [M+H]" bzw. [M-H] oder Addukt-Ionen wie [M+Na]" oder [M-H+HCOOH].

Als Analysator diente eine lonenfalle, die Ionen in einem Quadrupolfeld einfingt und
selektiv nach ihrer Ladung und ihrem m/z-Verhéltnis an den Detektor weiterleitet. Der
Detektor (G 1315 B DAD 1100, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA) nahm die
Massenspektrogramme getrennt fiir positiv und negativ geladenen Ionen nach dem Prinzip
eines Sekundirelektronenvervielfachers (SEV) auf. Die Kontrolle der erhaltenen Massen-
spektrogramme und die nachfolgende Analyse erfolgten mit Hilfe der Xcalibur© V1.30
Software (Dionex Corp. Sunnyvale, USA).

2.2.4.4 Analyse einer Probe mittels EIMS
Sowohl in der HPLC, als auch in der LCMS zeigte sich das Signal einer Substanz mit

auBergewoOhnlichem Absorptionsspektrum, das sich allerdings mit keiner der beiden
Methoden bestimmen liefl. Fiir die Identifikation dieser Substanz wurde die EIMS, die
Elektronenimpakt-MS, verwendet. Bei dieser massenspektrometrischen Methode wurden die
Probenmolekiile durch ElektronenstoBe ionisiert und dadurch in der Regel auch fragmentiert.
Die Fragmente wurden mit der MS anschlieBend wie oben beschrieben aufge-trennt. Die
Verteilungsmuster sowie die m/z-Verhiltnisse der Fragmente erlauben eine Identifizierung
der zu analysierenden Probe.

Zur Untersuchung mit der EIMS wurde die Substanz mittels semi-quantitativer HPLC (L-
7100 Pumpe und L-7400 UV-Detektor, beide von Merck/Hitatchi, Darmstadt, D) aus 1,0 ml
Ausgangsextrakt mit einer Eurosher 100-10 C18-Trennsdulen (Knauer ASI, Berlin, D) in
einem Gradienten-Laufmittel aus Methanol (HPLC-Qualitit) und NanoPur®-Wasser (pH 2
mit ortho-Phosphorsdure) aufgetrennt (Durchflussrate von 1,0 ml/min, Laufzeit bis zur
Fraktionierung des gesuchten Signals). Die entsprechende Fraktion wurde eingeengt,
resuspendiert (Methanol, HPLC-Qualitidt) und mit der EIMS (uncoupled trace DSQ MS,
Thermo Finnigan Ltd., Cambridge, GB) bei einer lonenquellentemperatur von 220 °C und
einer Elektronenenergie von 70 eV analysiert. Da Masse und Haufigkeit der Fragmente einer
jeden Substanz unter definierter Beschleunigungsspannung eindeutig sind, konnte die

gesuchte Substanz durch den integrierten Datenbankabgleich identifiziert werden.
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2.2.4.5 Analyse der Proben auf Kohlenhydrate mittels TLC

In diesem Arbeitsschritt wurden Photobionten von Fulgensia bracteata, Toninia sedifolia,
Fulgensia fulgens, Lecidea lurida und Xanthoria parietina, sowie die Alge Myrmecia bisecta
auf exudierte Kohlenhydrate, genauer auf Zucker und Zuckeralkohole hin untersucht. Als
Methode diente dazu die Diinnschichtchromatographie (TLC), da sich die bereits
beschriebenen Methoden der HPLC und LCMS nicht fiir die Analytik von Kohlenhydraten
eigneten. Die verwendeten Verfahren orientierten sich, trotz einiger Abweichungen, an den
Methoden von Hansen (1975) zur Identifizierung von Zuckern und von Papin & Udiman
(1975) zur Identifizierung von Zuckeralkoholen. Fiir die Untersuchung auf Kohlenhydrate
wurden die Photobionten nur in TOM ohne Glucose in Fliissigkultur angezogen, da der mit 1
% recht hohe Glucosegehalt im normalen TOM-Medium die Ergebnisse beeintrichtigt hitte.
Fiir jeden Photobionten bzw. die Alge wurden drei Replicates angesetzt und bearbeitet.

Zur Vorbereitung der Kulturmedien wurden Proteine und Lipide extrahiert um ihrem
storenden Einfluss auf die TLC auszuschlieBen. Dazu wurden pro Probe 500 pl kaltes
Medium mit 500 pl eiskaltem Aceton (p.a.) versetzt und 5 min bei -20 °C inkubiert. Die
Proteine wurden fiir 15 min bei 4 °C und 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge (5415C,
Eppendorf AG, Hamburg, D) ausgefillt. Das Pellet wurde verworfen, der Uberstand wurde
fiir die Lipidextraktion in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefd3 {iberfiihrt, in der Vakuum-
Konzentrations-Zentrifuge (Concentrator plus, Eppendorf AG, Hamburg, D) getrocknet,
dreimal mit n-Butanol (p.a.) gewaschen, bei RT getrocknet und in 50 pl Aqua bidest.
resuspendiert. Aliquots von 10 pl wurden zusétzlich fiir 2 h bei 120 °C mit Triflouressigsdure
(TFA, p. a.) hydrolysiert, in der Vakuum-Konzentrations-Zentrifuge getrocknet und wieder in
10 pul Aqua bidest. resuspendiert. Diese saure Hydrolyse diente dazu, eventuell exudierte
Oligo- oder Polysaccharide detektieren zu konnen, da die Methode von Hansen (1975) nur
Mono-, Di- und Trisaccharide identifizieren kann. Fiir beide Methoden zur Zucker- und
Zuckeralkoholanalytik wurden Silica 60 Diinnschichtplatten aus Glas verwendet (10 x 20 cm,
0,25 mm Silicabeschichtung, Merck AG, Darmstadt, D). Fiir beide Methoden wurden
Probenmengen von 1, 2 und 3 pl aufgetragen. Die R~Werte und die Firbung der spots der
Vergleichsproben, ebenso wie die entsprechenden Literaturangaben, wurden zur
Identifizierung exudierter Kohlenhydrate verwendet.

Das Losungsmittelsystem fiir die Zucker-Analytik war Isopropanol-Aceton-0,1 M
Milchsdure (4:4:2). Nach dem TLC-Lauf wurden die Platten durch Besprithen mit
Diphenylamin-Anilin-Aceton-80 % Phosphorsdure (4 g : 4 ml : 200 ml : 30 ml) entwickelt
und fiir 30 min bei 105 °C inkubiert. Die Zucker erschienen dadurch als farbige spots auf
weillem Grund.

Das Losungsmittelsystem fiir die Zuckeralkohol-Analytik war Isopropanol-Aceton-Wasser
(4:5:1). Die Entwicklung der trockenen Platten erfolgte durch zweimaliges Bespriihen, zuerst

mit Natrium-meta-periodat (0,1 % in Wasser) und nach 5 min Inkubation mit N,N,N’ N’-
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tetramethyl-4,4’-methylendiamin — Essigsdure — Aceton (2 g : 20 ml : 80 ml). Nach kurzem
Erhitzen auf 50 °C zeigten sich die Zuckeralkohole als wei3e spots auf blauem Grund.

Zur Konzentrationsabschdtzung wurden Konzentrationsreihen von 10; 1; 0,1; 0,01 und
0,001 pg/ul Glucose bzw. Ribitol verwendet, wobei die Nachweisgrenze fiir beide
Substanzgruppen bei ca. 0,1 pg aufgetragenem Kohlenhydrat lag. Zur Identifizierung
etwaiger Kohlenhydrate wurden 0,2 %ige Vergleichsstandards von zehn Monosacchariden
(Ribose, Xylose, Arabinose, Sorbose, Mannose, Glucose, Galactose, Fructose, Rhamnose,
Fucose), drei Disacchariden (Sucrose, Maltose, Lactose) und drei Zuckeralkoholen (Ribitol,

Sorbitol, Mannitol) verwendet.

2.2.4.6 Effekte der Photobiontenexudate auf den F. bracteata-Mycobionten
Die mit den bereits beschriebenen Methoden (Kapitel 2.2.4.1 bis 2.2.4.5) identifizierten

Substanzen wurden auf ihren Einfluss auf die Keimung und die frithe Entwicklung des
Mycobionten von F. bracteata hin untersucht. Dafiir wurden die isolierten und auskeimenden
Ascosporen dem FEinfluss dieser Substanzen in einem Experiment ausgesetzt, dessen
Versuchsaufbau dem zur axenischen Isolation des Mycobionten dhnelt (Kapitel 2.2.1.1, Abb.
2.2). Allerdings wurden dem Kulturmedium MYS1-Agar die vier identifizierten Substanzen,
Indol-3-carbaldehyd, L-Rhamnose, Cyclo-(L-tryptophanyl-L-tryptophanyl) und Cyclo-(L-
leucyl-L-tyrosyl) in Konzentrationen von 10 und 10°® M zugesetzt und der Agar mit
Durapore-Membranfiltern (Polyvinyldene-Difluorid Porendurchmesser 0,22 um, Millipore
Inc., Billerica, USA) abgedeckt. Cyclo-(L-leucyl-L-tyrosyl) wurde nach der Methode von
Kopple & Ghazarian (1968) selbst aus L-Leucyl-L-tyrosyl synthetisiert. Bei dieser Synthese
wurde Phenol verwendet und ein nur unvollstindiges Abdampfen des Phenols konnte nicht
vollstindig ausgeschlossen werden. Daher wurden auch Versuche mit 10 und 10 M Phenol
angesetzt. Da sich die Ergebnisse unter Einfluss von Phenol allerdings nicht von denen der
Kontrollproben (MY S1-Agar ohne Zusatz) unterschieden, wird im Folgenden nicht mehr auf
diese Proben eingegangen. Fiir jeden Ansatz wurden sechs Replicates untersucht. Die auf
diese Weise praparierten Festkulturen wurden anschliefend, wie in Kapitel 2.2.2.2
beschrieben, kultiviert. Nach 10 und 30 Tagen wurden ca. 5 x 10 mm grofle Stiicke des
Membranfilters unterhalb der Sporulations-spots entnommen, auf Probenhaltern befestigt, fiir
8 h luftgetrocknet und fiir 180 s bei 35 mA mit Gold beschichtet (Agar Sputter Coater, Agar
Scientific Ltd., Stansted, GB). Anschliefend wurden auskeimende Sporen unter dem REM
(LEO 1430 VP, Carl Zeiss SMT AG, Wetzlar, D) hinsichtlich ihrer Keimungsrate und ihrer
Wachstumsmuster detailliert untersucht.
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2.2.5 Methoden zur ldentifizierung differenziell exprimierter Gene der Bionten

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl von molekularbiologischen Methoden mit
dem Ziel verwendet, differenziell exprimierte Gene des initialen Kontaktes der Bionten von
Fulgensia bracteata zu identifizieren. Kernstiick dieser Methodik ist die Suppressive
Subtraktive Hybridisierung (SSH), die genau jene differenziell exprimierten Gene
exponentiell amplifiziert, nicht differenziell exprimierte Gene jedoch nicht oder nur linear
amplifiziert. Am Anfang der Prozedur stand die Kultivierung der Bionten mit und ohne
initialem Biontenkontakt (2.2.5.1). Zum einen wurden dazu beide Bionten getrennt
voneinander kultiviert und ihre cDNA-Populationen erst zu Beginn der SSH vereinigt (driver-
Ansatz). Zum anderen wurden die Bionten fiir einen definierten Zeitraum gemeinsam
kultiviert, um die Expression der kontakt- und erkennungsspezifischen Gene auszulosen
(tester-Ansatz). An die Biontenkultur schloss sich die Isolation der Nukleinsduren mit
,heifem Phenol* an (2.2.5.3), sowie ein DNase-Verdau (2.2.5.4). Aus der so von DNA
bereinigten Gesamt-RNA wurde die mRNA isoliert (2.2.5.6), die das Ausgangsmaterial der
sich anschlieBenden SSH bildete (2.2.5.7). Am Ende der SSH erhielt man zwei cDNA-
Populationen, in der hoch- bzw. herunterregulierte, differenziell exprimierte, kontakt- und
erkennungsspezifische ¢cDNAs aus beiden Bionten stark angereichert waren. Um diese
identifizieren zu konnen, wurden die cDNA-Populationen in geeignete Vektoren kloniert,
selektiert, vereinzelt (2.2.5.8) und sowohl die Lénge der Inserts, als auch deren Qualitit
mittels colony-PCR bestimmt (2.2.5.9). Um falschpositive cDNAs auszuschlieBen und die
unterschiedlichen Expressionsstirken der positiven cDNAs bestimmen zu kdnnen, wurden die
Klone in Makroarray-Experimenten mit radioaktiv markierten driver- und tester-Sonden
hybridisiert und analysiert (2.2.5.10). AnschlieBend wurden geeignete Klone kultiviert
(2.2.5.11) und die Inserts ihrer isolierten Plasmide sequenziert (2.2.5.12). Die Identifizierung
erfolgversprechender cDNAs erfolgte durch Abgleich mit frei zugénglichen Online-

Datenbanken unter Verwendung verschiedener Algorithmen (2.2.5.13).

2.2.5.1 Kultur der Bionten zur Induktion differenziell exprimierter Gene

Fiir die Untersuchung differenziell exprimierter Gene wurden die Bionten von Fulgensia
bracteata sowohl in Fliissigkultur, als auch in Festkultur angezogen (vgl. Kapitel 2.2.2.2). Fiir
den driver-Ansatz mussten beide Bionten getrennt voneinander kultiviert werden. Im tester-
Ansatz wurden die differenziell exprimierten Gene des initialen Biontenkontaktes hingegen
erst durch die gemeinsame Kultur der Bionten induziert.

In Fliissigkultur wurde der Mycobiont (MB) fiir sechs Wochen (42 d) in MYS1-Medium
vorkultiviert und vermehrt, der Photobiont (PB) fiir den gleichen Zeitraum in TOM-Medium.
Danach wurden sowohl der Mycobiont, als auch der Photobiont fiir weitere vier Wochen (28
d) in frisches MYS1-Medium iiberfiihrt. Da die gemeinsame Kultur der Bionten zur Induktion

differenziell exprimierter Gene in MY S1-Medium erfolgte, musste der Photobiont vorher an
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dieses Medium ,,gewohnt* werden. Dieser frithzeitige Medienwechsel sollte in der folgenden
SSH die Verwechslung von lediglich durch den Medienwechsel differenziell exprimierten
Photobionten-Genen mit differenziell exprimierten Genen des initialen Biontenkontaktes
ausschlieBen. Erst nach dieser zusdtzlichen Kulturdauer von vier Wochen wurden die
Nukleinsduren aus den driver-Ansitzen beider Bionten isoliert, wiahrend die Biontenkulturen
der tester-Ansitze zu diesem Zeitpunkt vereinigt wurden. Der fritheste Zeitpunkt fiir die
Ausbildung morphologischer Anderungen wurde in vorangegangenen Arbeiten nach sechs
Wochen gemeinsamer Kultur beobachtet (Schaper & Ott 2003). Zu diesem Zeitpunkt war ein
direkter Biontenkontakt bereits etabliert. Daher wurden die tesfer-Ansitze in diesem SSH-
Experiment nur fiir vier Wochen gemeinsam kultiviert. Innerhalb dieses Zeitraumes war ein
initialer Biontenkontakt mdglich und damit auch die Moglichkeit zur Regulation
erkennungsspezifisch ~ exprimierter Gene gegeben, allerdings noch kein enger
morphologischer Kontakt ausgepréigt. Nach diesen vier Wochen gemeinsamer Kultur wurden
auch die fester-Ansitze zur Nukleinsdure-Isolation verwendet. Das zeitliche Schema der
Biontenkultur wird in Abb. 2.6 dargestellt. Die Anzahl an angesetzten Erlenmeyerkolben fiir
der Ansatz driver-MB betrug 13 und fiir den Ansatz driver-PB betrug sie 17. Fiir den
kombinierten tester-MB+PB-Ansatz wurden je 6 ml dichter fester-Photobiontensuspension
aus drei separaten Erlenmeyerkolben in 14 Erlenmeyerkolben mit tester-MB transferiert.

Die Kultur auf Festmedium erfolgte nach dem gleichen Schema und auf den entsprechenden
Agar-Typen. Fiir den Ansatz driver-MB wurden 14 MYS1-Agarplatten mit jeweils ca. 50
Mycel-spots verwendet, fiir den Ansatz driver-PB 12 mit Photobionten bewachsene MY S1-
Agarplatten. Fiir den kombinierten tester-MB+PB-Ansatz wurden 13 MY S1-Agarplatten mit
ebenfalls ca. 50 Mycel-spots pro Platte angezogen. Zur Herstellung des Biontenkontaktes
wurden zwei Tropfen aufgeschwemmter, dichter Algensuspension (von drei mit Photobionten

bewachsenen MY S1-Agarplatten) auf jeden Mycel-spot iiberfiihrt.

Kultur der Myco- und Photobionten von F. bracteata fiir die SSH

getrennte Vorkultur getrennte Kultur der gemeinsame Kultur
der Bionten (42 d) Bionten (28 d) der Bionten (28 d)
> >
tester-MB MB in MYS1-Medium MB in MYS1-Medium

Nuklein-
séure-
Isolaticn

MB und PB gemeinsam
in MYS1-Medium

tester-PB |:| |:| | PB in TOM-Medium >| PB in MYS1-Medium

driver-PB |:| D | PB in TOM-Medium >| PB in MYS1-Medium >

driver-MB MB in MYS1-Medium MB in MYS1-Medium

Nuklein-

sdure-
Isolation

Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Kulturdauer der Myco- und Photobionten von F. bracteata fiir die SSH
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2.2.5.2 Arbeiten mit RNA

Fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung der SSH wurde mRNA in ausreichender Qualitit und
Quantitdt benotigt. RNA ist instabiler als DNA und kann durch ubiquitir vorkommende
RNasen schnell und vollstindig abgebaut werden. Exogene RNasen kénnen durch Haut-
kontakt, Schweil}, Staub und bakterielle Verunreinigungen in die Probe gelangen, endogene
RNasen durch die biologische Probe selbst. Daher musste mit besonderer Sorgfalt gearbeitet
werden. Um den Eintrag exogener RNasen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten mit Hand-
schuhen an gesonderten RNA-Arbeitspliatzen ausgefiihrt, alle Arbeitsmaterialien aus Glas,
Keramik und Metall iiber Nacht bei 180 °C ausgebacken und alle Materialien aus Plastik
autoklaviert (20 min bei 121 °C und 2 bar). Materialien, bei denen dies nicht méglich war,
wurden fiir mindestens zwei Stunden in 3 %iger H,O,-Losung eingelegt und mit DEPC-
ddH,0O gespiilt. Alle verwendeten Losungen, Puffer und Wasser wurden mit 0,1 % Diethyl-
pyrocarbonat (DEPC, ein RNase-Inhibitor) versetzt, iiber Nacht inkubiert und autoklaviert,
wobei DEPC zu CO; und Ethanol zerfillt. Die endogenen RNasen wurden durch die tiefen
Temperaturen wiahrend der Homogenisierung in fliissigem Stickstoff (-196 °C) und
anschlieende Kiihlung auf Eis inhibiert. Wéhrend der Isolation wurden alle RNasen durch
die Kombination von Phenol, SDS und Hitze denaturiert und bei den wiederholten

Phasentrennungen abgeschieden.

2.2.5.3 Isolation von Nukleinsauren aus den Bionten

Fiir die Isolation der Nukleinsduren aus Fliissigkultur wurden die Bionten in Faltenfiltern
abfiltriert und zum Abtropfen 2 min auf Filterpapier ausgelegt, um anhaftendes Medium zu
entfernen. Alle Ansdtze wurden umgehend gewogen. Die 13 Ansidtze driver-MB, die 17
Ansitze driver-PB und die 14 tester-MB+PB-Ansétze wurden zu je sechs Ansédtzen ungefahr
gleicher Masse vereinigt und umgehend mit hitzesterilisierten Morsern und Pistillen unter
fliissigem Stickstoff fiir 2 min griindlich homogenisiert.

Fiir die Isolation der Nukleinsduren aus den Bionten auf Festkultur wurden die Bionten
vorsichtig und moglichst ohne anhaftenden Agar von ihren Platten entnommen, gewogen und
ebenfalls zu Ansidtzen weitgehend gleicher Masse vereinigt. Die 14 Ansitze driver-MB zu
sieben Ansétzen, die 12 Ansitze driver-PB und die 13 Ansétze fester-MB+PB zu je sechs
neuen Ansidtzen. Die nachfolgende Homogenisierung erfolgte wie bereits beschrieben. Alle
Proben wurden nach der Homogenisierung auf Eis gestellt und umgehend weiter bearbeitet.
Die Proben durften zwischen den Arbeitsschritten nicht auftauen, um einen Degradierung der
RNA durch die bionteneigenen RNasen zu verhindern. Die einzelnen Arbeitsschritte der
Nukleinsédureisolierung sind nachfolgend aufgefiihrt, die Zusammensetzung der verwendeten
Puffer und Losungen findet sich im Anhang (ab Tab. A.13 im Anhang). Nach der Prozedur
erhielt man ein Pellet, dass aus den Nukleinsduren RNA und DNA bestand.
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Vor der Homogenisierung der Biontenansétze:
1) Wasserbad auf 60 °C vorheizen
2) Phenol/TE im Wasserbad auf 60 °C vorwéarmen

3) Morser und Pistille mit fliissigem Stickstoff vorkiihlen

Nach der Homogenisierung der Bionten:

4) homogenisierte Bionten umgehend in 50 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihren

5) sofort mit 10 ml NaAc-SDS-Puffer versetzen und kurz vortexen

6) sofort 10 ml 60 °C warmes Phenol/TE zugeben und vortexen

7) 2 min abwechselnd vortexen und kurz im Wasserbad inkubieren

8) 30 min bei 60°C im Wasserbad inkubieren

9) 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

10)  obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Rohrchen iiberfiihren
11)  mit 1,5 Volumen Phenol/TE versetzen

12) 2 min vortexen und 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

13)  obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Rohrchen iiberfiihren
14)  mit 1,5 Volumen Phenol/Chloroform versetzen

15) 2 min vortexen und 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

16)  obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Rohrchen iiberfiihren
17)  mit 1,0 Volumen Phenol/Chloroform versetzen

18) 2 min vortexen und 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

19)  obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Rohrchen iiberfiihren
20)  mit 1,0 Volumen Chloroform versetzen

21) 2 min vortexen und 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

22)  obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Réhrchen {iberfiihren
23)  mit 3M NaAc auf 300 mM Endkonzentration NaAc bringen

24)  kurz vortexen

25)  mit 3,0 Volumen eiskaltem EtOH versetzen

26) 60 min im Eisfach (-25 °C) inkubieren

27) 60 min bei 6000 rpm zentrifugieren

28)  Uberstand dekantieren

29)  Pellet 2x mit eiskaltem 80 %igen EtOH waschen

30)  Pellet abtropfen lassen und bis zur weiteren Verwendung bei -25 °C einfrieren

2.2.5.4 DNase-Verdau der isolierten Nukleinsauren

Dieser Arbeitsschritt diente dazu, aus den isolierten Nukleinsduren die DNA mittels
enzymatischen Abbaus zu entfernen und lediglich die Gesamt-RNA in reiner Form
zuriickzubehalten. Fiir den Abbau wurde das RQ1 RNase-freie DNase Kit (Promega Inc.,

Madison, USA) verwendet und nach Protokoll angewandt. Vor Beginn der Arbeiten wurde
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die lyophilisierte DNAse I durch Injektion von 550 pul RNase-freiem Wasser mit einer sterilen
Spritze und Nadel vorsichtig resuspendiert (nicht gevortext) und mit der Spritze abgezogen.
Der Probenansatz wurde gemill dem RNeasy Mini Elute Cleanup Handbook (Appendix C, p.
12, 2009, Qiagen, Hilden, D) vorbereitet.

1) Pellet (2.2.5.3, Arbeitsschritt 30) in 900 pl TE resuspendieren

2) DNase-Verdau ansetzen
Nukleinsdure-Lésung 900 pl
RQ1 Reaktionspuffer (10x) 100 pl
RQ1 RNase-freie DNase 50 ul
Gesamtvolumen 1050 pl

3) 45 min bei 37 °C inkubieren
4) Probenansatz auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefdlle (2,0 ml) zu je 550 ul aufteilen

5) mit je 2,0 Volumen Phenol/Chloroform versetzen

6) kurz vortexen und 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

7) obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Gefal iiberfiihren
8) mit je 1,0 Volumen Chloroform versetzen

9) kurz vortexen und 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren

10)  obere, wisserige Phase komplett und ohne Interphase in neues Gefal3 iiberfiithren
11)  mit 0,05 Volumen 3M NaAc versetzen und mischen

12)  mit 2,0 Volumen eiskaltem 100 %igen EtOH versetzen und mischen

13) 60 min im Eisfach (-25 °C) inkubieren

14) 45 min bei 14.000 rpm zentrifugieren

15)  Uberstand verwerfen

16)  Pellet mit eiskaltem 80 %igen EtOH waschen

17)  Pelletin 100 pl TE resuspendieren

18)  bis zur weiteren Verwendung bei -25 °C einfrieren

2.2.5.5 Konzentration und Qualitat der isolierten Gesamt-RNA
Ebenso wie DNA absorbiert RNA Licht maximal bei einer Wellenldnge von 260 nm. Aus

der Extinktion von gemessenen RNA-Losungen und dem bekannten Extinktionskoffizienten
kann die RNA-Konzentration berechnet werden. Verunreinigungen durch Proteine und
phenolische Substanzen konnen iiber die Extinktion bei den Wellenldngen 280 und 230 nm
abgeschitzt werden. Die Verhéltnisse aus den Extinktionen bei den Wellenlédngen 260 zu 280
nm und 260 zu 230 nm geben Aufschluss liber die Reinheit der gemessenen Probe.
Konzentration und Reinheit der Gesamt-RNA wurden mit dem BioPhotometer (Eppendorf
AG, Hamburg, D) in TE-Puffer und mit einer Verdiinnung von 1:60 (1 ul RNA-Lsg + 59 ul
TE) bestimmt.
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Zusitzlich wurde die Qualitdt der isolierten Gesamt-RNA durch Auftrennung in der
Gelelektrophorese bestimmt. Dazu wurde mit 1x TBE-Puffer (Tab. A.28 im Anhang) ein 1,2
%iges Agarosegel angesetzt und vor dem GieBen mit 5 pl Ethidiumbromid-Stammldsung
(EtBr, 1 g auf 100 ml) versetzt. EtBr hat die Eigenschaft zwischen den einzelnen Basen von
Nukleinsduren zu interkalieren und ermoglicht dadurch eine gezielte Anfarbung der
Nukleinsduren. Der Nukleinsdure/EtBr-Komplex fluoresziert bei Anregung durch UV-C-
Licht intensiv orange und kann so sichtbar gemacht werden. Fiir jeden zu untersuchenden
Ansatz wurden 2 pl Gesamt-RNA-Losung mit 8 pul Formamid-Puffer versetzt, kurz gemischt,
herunter zentrifugiert, 5 min bei 65 °C inkubiert und umgehend bis zum Probenauftrag auf Eis
gestellt. Die Konformation von Nukleinsduren hat starken Einfluss auf die Laufeigenschaften
in der Gelelektrophorese und besonders RNA vermag vielfiltige Sekundirstrukturen zu
bilden. Daher ist ein Denaturierungsschritt unerldsslich. Der Formamid-Puffer und die
Inkubation bei 65 °C dienten dazu, diese Strukturen aufzuldsen und eine nur von der RNA-
Linge abhingige Auftrennung sicherzustellen. Das sofortige Uberfithren auf Eis verhinderte
eine neuerliche Faltung der RNA-Molekiile. Als Liangenstandard diente eine RNA-/adder
(0,95 bis 2,40 kb, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D). Der Gellauf erfolgte in 1x TBE und
dauerte nach einer 5-miniitigen Einlaufphase bei 140 V ca. 80 min bei 80 V (Spannungs-
quelle: Consort 835, Consort SA, Turnhout, B; Gelkammer: peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, D). Die Auswertung der Gele erfolgte unter UV-Licht und die Dokumentation im
INTAS Gel-Dokumentationssystem/Gel-Imager (INTAS AG, Goéttingen, D) mit der
firmeneigenen Software INTAS GDS.

2.2.5.6 Isolation von mRNA aus Gesamt-RNA
Die Isolation von mRNA aus Gesamt-RNA erfolgte mit den PolyATtract® mRNA

Isolationssystemen I und II (Promega Inc., Madison, USA) nach den Vorgaben im Protokoll.
Daher soll an dieser Stelle nur kurz die prinzipielle Funktionsweise erldutert werden. Im
ersten Schritt verwendete das System Biotin-gebundene oligo(dT)-Primer, die wéihrend einer
30-miniitigen Inkubationszeit mit hoher Effizienz an die poly(A)-Regionen reifer
eukaryotischer mRNA hybridisieren konnten. Im zweiten Schritt wurden paramagnetische
Partikel zugefiigt, die an ihrer Oberfliche mit dem bakteriellen Protein Streptavidin
beschichtet waren. Da die Streptavidin-Biotin-Bindung eine der stirksten bekannten, nicht-
kovalenten Bindungen in biologischen Systemen ist, wurde auf diese Weise die oligo(dT)-
gebundene mRNA an die paramagnetischen Partikel gekoppelt. Diese mit mRNA beladenen
paramagnetischen Partikel wurden mit einem Magnetstinder an den Réndern des
ReaktionsgefiBes gesammelt. Der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen, die
beladenen paramagnetischen Partikel vorsichtig gewaschen und die mRNA in RNase-freiem
Wasser eluiert und abgenommen. Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit der
isolierten mRNA wurde, wie in Kapitel 2.2.5.5 beschrieben, das BioPhotometer (Eppendorf
AG, Hamburg, D) verwendet.
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2.2.5.7 Die Suppressive Subtraktive Hybridisierung

Die Suppressive Subtraktive Hybridisierung (SSH) erfolgte nach Herstellerangaben mit dem
PCR-Select™ cDNA-Substraction Kit (Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA).
Daher sollen das Prinzip der SSH und die einzelnen Arbeitsschritte nur kurz erldutert werden:

Die SSH ist eine Methode zur Identifizierung von Genen, die aufgrund eines experimen-
tellen Stimulus oder eines bestehenden physiologischen Unterschiedes differenziell exprimiert
sind (Diatchenko et al. 1996, Li et al. 2002). Die SSH eignet sich dabei auch zur
Untersuchung von Organismen und zur Identifizierung von Genen, die bisher
molekularbiologisch nicht charakterisiert bzw. unbekannt sind; ein Umstand, der auf die
Bionten des Modellorganismus Fulgensia bracteata, wie auch auf alle anderen Flechtenarten,
zutrifft. Dariiber hinaus ist es mit dieser Methode prinzipiell moglich driver aus
unterschiedlichen Geweben zu kombinieren und gegen einen tester zu testen (Diatchenko et
al. 1996) als auch multiple tester gegen einen driver zu testen. Diese Moglichkeiten lassen
einen Erfolg der SSH bei einem aus Myco- und Photobiont kombinierten Ansatz moglich
erscheinen. Dariiber hinaus erlaubt es ein Normalisierungsschritt, auch jene Transkripte zu
identifizieren, die in geringer Kopienzahl im Ausgangsmaterial vorliegen und mit anderen
Methoden (differential display-PCR) nicht identifiziert werden konnten. Im Falle dieser
Arbeit bestand der erwdhnte Stimulus im Zusammentreffen beider Bionten. In einem tester
genannten Ansatz wurden beide Bionten in Kontakt miteinander gebracht und die kontakt-
spezifischen Gene wurden stirker exprimiert, bei anderen Genen sank die Expression und sie
wurden herunterreguliert. Die Transkripte (mRNAs) aller Gene beider Symbionten, also auch
der kontaktspezifisch hochregulierten, wurden anschlieBend isoliert und revers in cDNA
transkribiert. In einem zweiten, driver genannten Ansatz wurden die Bionten isoliert
voneinander kultiviert, deren mRNA-Population isoliert und nach der reversen Transkription
in cDNA vereinigt (Abb. 2.7). Dieser Ansatz enthédlt keine mRNAs kontaktspezifisch

hochregulierter Gene.

Herstellung von driver- und tester-cDNA fiir die SSH

Biontenkultur
(vgl.2.2.5.1)

Mycobiont von
Fulgensia bracteta
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(vgl. 2.2.5.2-6)
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(vgl.2.2.5.7)
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung zur Herstellung von driver- und tester-cDNA fiir die SSH
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In der Folge bediente sich die SSH einer suppressiven Hybridisierungsmethodik (Abb. 2.8).
Dazu wurde der fester in zwei verschiedene Populationen aufgespalten und mit je einem
Adaptor (Adaptor 1 oder Adaptor 2R) ligiert. In einem ersten Hybridisierungsschritt wurden
tester-driver-Hybrid-cDNAs durch die Zugabe von driver-cDNAs im Uberschuss erzeugt.
Allerdings nur fiir die cDNAs, deren mRNAs in beiden Ansidtzen exprimiert waren. Die
cDNAs der kontaktspezifisch hochregulierten mRNAs verbleiben ungepaart und mit ihrem
jeweiligen Adaptor in den beiden tester-Populationen. In einem zweiten Hybridisierungs-
schritt werden beide tester-Populationen unter Zugabe von weiterem driver vereinigt und
hybridisiert. Daraus folgt, dass nur die cDNAs kontaktspezifisch hochregulierter mRNAs, die
in der einen tester-Population mit dem Adaptor 1 und in der anderen mit dem Adaptor 2R
ligiert wurden, nun miteinander hybridisieren kénnen. Somit verfiigen die Hybridisierungs-
produkte iiber beide Adaptoren (Typ F in Abb. 2.8). In einer ersten PCR werden diese
Hybridisierungsprodukte differenziell exprimierter mRNAs exponentiell amplifiziert,
wihrend alle anderen Hybridisierungsprodukte nicht oder lediglich linear amplifiziert werden.
In einer zweiten nested-PCR (mit weiter innen bindenden Primern) werden die
Hybridisierungsprodukte  differenziell exprimierter mRNAs abermals exponentiell
amplifiziert. Jene cDNAs, die im tester- und driver-Ansatz oder nur im driver-Ansatz
vorkommen (Typ A bis E in Abb. 2.8), werden auf diese Weise im ¢cDNA-pool stark
verdiinnt, bis (fast) ausschlieBlich jene cDNAs enthalten sind, deren Expression vom zu
untersuchenden Stimulus erh6ht wird (Typ F in Abb. 2.8). Das Funktionsprinzip wird in Abb.
2.8 verdeutlicht. Durch das simple Vertauschen der tester- und driver-Ansitze ist es zudem
moglich, auch die in Reaktion auf den Stimulus herunterregulierten Gene zu identifizieren.
Fiir die zwei PCR-Reaktionen wurde das Programm fiir den Thermocycler (T-Gradient 96,
4.15gr, Biometra, Goéttingen D) leicht verdndert, um eine bessere Ausbeute an PCR-
Produkten zu erreichen (Tab 2.1). Die so amplifizierten cDNA-Spezies tragen dank des in der
PCR verwendeten Advantage'™ cDNA Polymerase Mix (Cat. No. 639105, Clontech
Laboratories Inc., Mountain View, USA) ein 3’-terminales liberhdngendes Adenosin an
beiden Enden.

PCR 1 PCR 2

Temp. Dauer Temp. Dauer
Initiale Denaturierung 75 °C 5 min - -
Denaturierung 94 °C 30s 94 °C 30s
Annealing 66 °C 45s 68 °C 45s
Elongation 72 °C 90 s 72 °C 90 s
Zyklenanzahl 35 26

Tab. 2.1: Thermocycler-Programme fiir die beiden PCR-Reaktionen der SSH
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Funktionsprinzip der SSH
tester-Ansatz
c
0
-
©
2
S . )
s tester-1 v tester-2R
] [ — -
2 — o -
driver im
Uberschuss
= | L [
A v
o - -
3 [ — -
2 . [
0
2 [ — -
- driverim
Uberschuss
- [ ] A
o [ — — [ — = o
5 - — [ ] ]
8 -— - c
0 [ — -
=]
= D
2 i
o
[ — - F
[ — -

Abb. 2.8: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der SSH. Nach der 2. Hybridisierung entstehen

verschiedene Typen von Hybridisierungsprodukten (A bis F). In den nachfolgenden zwei PCR-Reaktionen

werden nur die Hybridisierungsprodukte exponentiell amplifiziert, die iiber beide Adaptoren verfiigen (Typ F).
Diese reprisentieren die differenziell exprimierten Gene.

Die einzelnen Schritte der SSH lauten damit wie folgt: cDNA-Erststrangsynthese aus 2 pg
tester-MB+PB-mRNA und aus je 1 pg driver-MB-mRNA bzw. driver-PB-mRNA, cDNA-
Zweitstrangsynthese, Vereinigung der driver-cDNAs, Rsa [-Verdau zur Herstellung kiirzerer,
glatt endender (blunt-end) Fragmente, Test zur Uberpriifung eines erfolgreichen Verdaus, die
Adaptorligation an die beiden tester-Populationen, erste Hybridisierung, zweite
Hybridisierung, erste PCR-Amplifikation und zweite PCR-Amplifikation (nested-PCR). Die
SSH wurde mit den fester- und driver-Ansétzen aus Fliissigkulturen und aus Festkulturen
durchgefiihrt, sowohl in normaler Versuchsanordnung fiir kontaktabhéngig hochregulierte
Gene als auch mit vertauschten tester- und driver-Ansitzen zur Identifizierung von kontakt-

abhingig herunterregulierten Genen.
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2.2.5.8 Klonierung und Selektion der SSH-Amplifikate

Zur weiteren Bearbeitung des durch die SSH erhaltenen pools an differenziell exprimierten
cDNA-Spezies und zur letzendlichen Identifizierung differenziell exprimierter Gene wurden
diese cDNAs in geeignete Vektoren ligiert und kompetente Escherichia coli-Bakterien mit
diesem Vektor transformiert. Dadurch war es mdglich, die einzelnen cDNA-Spezies
voneinander zu separieren und beliebig lange getrennt zu kultivieren.

Die Klonierung erfolgte mit dem pGEM®-T Easy Vector System (Promega Corp., Madison,
USA) nach dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll. Die verwendeten pGEM®-T Easy
Vektoren waren linearisierte Plasmide, die ein 3’-terminales iiberhdngendes Thymidin an
beiden Enden besallen und so mit den cDNA-Spezies aus der SSH ligiert werden konnten.
Durch die Ligation wurden die Vektoren rezirkularisiert. Die Ligationsreaktion beinhaltete
sowohl eine Positivkontrolle (mitgeliefert), als auch eine Negativ- bzw. Hintergrundkontrolle.
Da das System fiir ein molares Verhiltnis von Insert zu Vektor von 1:1 optimiert wurde,

wurden nach der folgenden Formel 5 ng Insert pro Ligationsreaktion eingesetzt:

Vektor [ng] x Insert-Grofle [kb] x molaresVektor/Insert-Verhéltnis = Menge an Insert in [ng]
Vektor-Grofie [kb]

Die Transformation wurde mit hoch kompetenten E. coli-Zellen vom Stamm JM109
(mitgeliefert) durchgefiihrt und die Aufnahme der Vektor-Plasmide durch einen 50-
sekiindigen Hitzeschock bei exakt 42°C im Wasserbad (HB4 basic, IKA Labortechnik GmbH,
Staufen, D) induziert. Die Bakterien wurden sofort fiir 2 min auf Eis gestellt und fiir 90 min in
SOC-Medium (vgl. 2.2.2.1, Tab. A.11 im Anhang) bei 37 °C und 150 rpm geschiittelt (Infors
HT Multitron, Infors AG, Bottmingen, CH).

Eine anschlieBende Blau-Weil3-Selektion auf LB-Agar mit Ampicillin/IPTG/X-Gal (vgl.
2.2.2.1, Tab. A.10) in UNK bei 37°C (Brutschrank B40, Memmert AG, Schwabach, D) diente
der Auswahl jener Bakterien, die das Plasmid aufgenommen hatten (da nur das Plasmid
Trager des Ampicillin-Resistenz ist) und deren Plasmid zusitzlich ein Insert aufgenommen
hatte. Die Aufnahme eines Inserts erfolgte in einer multiple cloning site inmitten der
codierenden Sequenz der PB-Galactosidase. Dieses Enzym katalysiert eine Umsetzung des
farblosen X-Gal zu Galactose und dem, nach Reaktion mit Luftsauerstoff, blauen Indigo-
Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo. Wenn also ein Insert in den Vektor inserierte, so
wurde keine funktionelle B-Galactosidase exprimiert und die entsprechende Bakterienkolonie
blieb farblos. Die farblosen Bakterienkolonien wurden anschlieBend mit sterilen
Pipettenspitzen gepickt und auf quadratische Petrischalen (120 x 120 x 17 mm, Greiner Bio-
One Int. AG, Kremsmiinster, A) iibertragen. Die Platten waren mit LB-Agar mit Ampicillin
(vgl. 2.2.2.1) beschickt und im 96er-Mikrotiterplattenmuster gestempelt (96 Pin Microplate
Replicator 1400500, Boekel Scientific, Feasterville, USA). Die in diesem Muster

aufgetragenen Klone wurden erneut bei 37 °C iiber Nacht kultiviert und die so angezogenen
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Kolonien bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C in der Kiihlkammer aufbewahrt. Alle Klone,
die sich in der anschlieBenden colony-PCR (2.2.5.9) als geeignet erwiesen, wurden in
kiltestabile Schraubdeckel-Reaktionsgefilie mit 1,5 ml dYT/HMNF-Einfrierpuffer (Tab.
A.12 im Anhang) tiberimpft, bei 37 °C und 150 rpm iiber Nacht kultiviert (Infors HT
Multitron, Infors AG, Bottmingen, CH) und anschlieBend sofort bei -80 °C als Glycerinstock

zur weiteren Lagerung eingefroren.

2.2.5.9 Uberpriifen der Klone mit Hilfe der colony-PCR

Um die Lange der Inserts und die Qualitdt der isolierten Klone, d. h. die Aufnahme von nur
einem Plasmid in den Klon bzw. das Vorliegen nur eines Klons pro Bakterienkolonie,
iiberpriifen zu konnen, wurden alle gepickten Klone mittels colony-PCR analysiert. Diese
Methode erlaubt es den Klonierungserfolg zu tiberpriifen, ohne die Klone gesondert anziehen
und aus jedem einzelnen Klon die Plasmid-DNA isolieren zu miissen. Dazu wurden nur
geringe Mengen an Bakterien direkt in den Master-Mix der PCR gegeben und die Zellen
durch einen initialen Denaturierungsschritt aufgeschlossen, so dass die DNA frei im PCR-
Ansatz vorlag. Dazu wurde der Master-Mix wie in Tab. 2.2 angesetzt, auf PCR-geeignete
96er Mikrotiterplatten (Sarstedt AG, Nimbrecht, D) zu je 60 pul aufgeteilt und geringe
Bakterienmengen mit dem 96 Pin Microplate Replicator (Boekel Scientific, Feasterville,
USA) in die Mikrotiterplatten tberfithrt. Die Mikrotiterplatten wurden mit einer PCR-
geeigneten Klebefolie (Sarstedt AG, Niimbrecht, D) versiegelt. Die verwendeten Primer
entsprachen den nested-Primern NPCR-1 (5’-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3’) und
NPCR-2R (5’-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’) der zweiten PCR der SSH (vgl. 2.2.5.7,
synthetisiert durch Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, D). Als Polymerase wurde
eine in E. coli exprimierte und isolierte 7ag-Polymerase (DNA-abhingige DNA-Polymerase
aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus) verwendet. Die Zusammensetzung des
verwendeten PCR-Puffers findet sich in Tab. A.38 im Anhang.

pro Klon pro 96er Platte

ddH,O (steril) 50,6 ul 5060 pl
PCR-Puffer (10x) 6,0 ul 600 ul
dNTPs (je 10 mM) 1,6 ul 160 ul
Primer NPCR-1 0,6 ul 60 ul
Primer NPCR-2R 0,6 ul 60 pl
Tag-Polymerase 0,6 ul 60 ul
Gesamtvolumen 60,0 ul 6000 pl

Tab. 2.2: Master-Mix fiir die colony-PCR
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Das verwendete PCR-Programm fiir den Thermocycler (T-Gradient 96, 4.15gr, Biometra,
Gottingen, D) findet sich in Tab. 2.3. Die PCR-Produkte wurden, wie in Kapitel 2.2.5.5.
beschrieben, gelelektrophoretisch aufgetrennt und dokumentiert. Das Auftragsvolumen lag
bei 6 ul PCR-Produkt + 2 pl Gelladepuffer.

colony-PCR

Temp. Dauer
Initiale Denaturierung 90 °C 10 min
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 68 °C 60 s
Elongation 72 °C 120 s
Zyklenanzahl 37

Tab. 2.3: Thermocycler-Programm fiir die colony-PCR

Klone mit eventuell auftretenden Doppelbanden wurden in LB-Medium mit Ampicillin (vgl.
2.2.2.1) resuspendiert, verdiinnt und erneut auf LB-Agar mit Ampicillin (vgl. 2.2.2.1)
ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht kultiviert. Mehrere so vereinzelte Klone wurden erneut
mit der colony-PCR iiberpriift und Klone mit geeignetem, vereinzeltem Bandenmuster auf
quadratischen Petrischalen mit LB-Agar mit Ampicillin weiter kultiviert. Die 96er
Mikrotiterplatten mit den PCR-Produkten wurden bis zur weiteren Verwendung bei -25 °C

eingefroren.

2.2.5.10 Hybridisierungsexperimente im Makroarray

Fiir die Hybridisierungsexperimente wurden die einzelnen Klone im dot blot-Verfahren in
Makroarrays angeordnet. Jedes Makroarray wurde in zweifacher Ausfertigung hergestellt und
anschlieBend mit zwei radioaktiv markierten cDNA-Sonden ([a->"P]dATP), der fester- oder
der driver-Sonde, hybridisiert. Ein Vergleich der beiden Makroarrays und eine computer-
gestiitzte Auswertung zeigten anschlieBend, welche Klone tatsichlich durch die
experimentellen Bedingungen differenziell exprimiert wurden und wie stark diese
Expressionsunterschiede waren. Falschpositive Klone konnten auf diese Art und Weise
aussortiert werden. Bei allen beschriebenen Arbeiten war eine deutliche Kennzeichnung jener
Membranen, die mit der driver-Sonde hybridisiert werden sollten, und jener, die mit der
tester-Sonde hybridisiert werden sollten, unerlésslich.

Fir die Hybridisierungsexperimente wurden Hybridisierungsmembranen (Hybond-N,
Amersham Bioscience Europe GmbH (GE Healthcare), Freiburg, D) in passende Stiicke von
ca. 10 x 13 cm geschnitten und mit einem Stempelrahmen auf einem Stiick Filterpapier
(Whatman Inc. (GE Healthcare), Florham Park, USA) und einer vollkommen ebenen
Glasplatte fixiert. Die 96er Mikrotiterplatten (vgl. Kapitel 2.2.5.9) wurden aufgetaut und die
verbleibenden 54 pl PCR-Produkt eines jeden PCR-Produktes mit 4,0 ul TritonX-haltigem
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PCR-Puffer (10x) und 2,0 ul Gelladepuffer versetzt, kréaftig gemischt und bei 4000 rpm fiir 8
min zentrifugiert. Der PCR-Puffer dient der Aufhebung der Oberflichenspannung und somit
einer genaueren Applikation der Proben auf die Hybridisierungsmembran. Der Gelladepuffer
diente als Farbmarker und erlaubte es, den notigen pH-Wechsel zwischen
Denaturierungspuffer und Neutralisierungspuffer farblich nachvollziehen zu konnen. Der
Stempel (Multi-Blot Replicator, 2 ul, V&P Scientific, San Diege, USA) wurde in RBS-Puffer
gewaschen, mit Aqua bidest. gespiilt und getrocknet. Mit diesem Stempel wurden
anschlieend parallel aus allen Reaktionsmulden der 96er Multititerplatte 2 ul PCR-Produkt
luftblasenfrei aufgenommen und vollstindig auf die Hybridisierungsmembran iibertragen. Der
Vorgang wurde wiederholt und ein leicht versetztes, aber identisches dot blot-Muster durch
die Wahl eines diagonal versetzten Fiihrungslochs im Stempelrahmen angelegt. Dies diente
stets als internes Replicate. Die Membranen wurden bei RT getrocknet. Die Membranen
wurden anschlieBend fiir jeweils 5 min in Denaturierungs- und anschliefend in
Neutralisierungspuffer inkubiert. Dies erfolgte in mit Filterpapier ausgeschlagenen und zu ca.
1 mm befiillten Wannen. Dabei sollte die Membran zwar den jeweiligen Puffer aufnehmen,
aber nicht von ihm iiberspiilt werden. Danach wurden die Membranen 1 min in einer dritten
Wanne mit ca. 1 cm hohem 2x SSC-Puffer geschwenkt, anschlieBend auf Filterpapier
ausgelegt, liber Nacht staubfrei bei RT getrocknet und fiir 2 h bei 80 °C fixiert. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer findet sich in im Anhang ab Tab. A.13.

Vor der Synthese der Hybridisierungssonden mussten je 1 pg mRNA aus Photobionten
(driver 1), aus Mycobionten (driver 2) und aus gemeinsam kultivierten Bionten (tester) aus
Kapitel 2.2.5.6 verwendet und mittels Reverser Transkription in cDNA umgesetzt werden.
Die Reverse Transkription erfolgte mit der M-MLV Reversen Transkriptase (Promega Inc.,
Madison, USA). Die mRNA-Ansidtze wurden mit 1,0 pl Oligo-dT;s-Primer versetzt
(entspricht 0,5 ug Primer pro pg mRNA), mit DEPC-ddH,0 auf 12,0 pul gebracht, fiir 5 min
auf 70 °C erhitzt und sofort fiir 2 min auf Eis platziert. Der Ansatz fiir die anschlieende

Reverse Transkription wird in Tabelle 2.4 gezeigt.

pro Ansatz
mRNA/ Oligo-dT;g-Primer-Ansatz 12,00 pl
M-MLYV Reaktionspuffer (5x) 5,00 pl
dNTP-Mix (je 10 mM) 5,00 pl
RNase Inhibitor RNasin (25u) 0,63 ul
M-MLYV Reverse Transkriptase (200u) 1,00 pl
DEPC-ddH,0O 1,37 ul
Gesamtvolumen 25,00 pl

Tab. 2.4: Ansatz fiir die Reverse Transkription
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Die Ansétze wurden fiir 60 min bei 42 °C im Wasserbad (Julabo V3, Julabo Labortechnik
GmbH, Seelbach, D) inkubiert und anschlieBend wurde die cDNA mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D) nach Herstellerangaben aufgereinigt, in 60 ul
DEPC-ddH,O eluiert und Konzentration sowie Reinheit der isolierten ¢cDNA wurden mit
einem Nanodrop (peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D) bestimmit.

Die Synthese der beiden Hybridisierungssonden (driver und tester) erfolgte mit dem
Megaprime ™ DNA-labelling System (Amersham Life Sciences, Little Chalfont, UK) und
unter der Annahme, dass fiir jede verwendete Hybridisierungsmembran 25 ng cDNA
eingesetzt werden sollten, um ein verlédssliches Hybridisierungsergebnis zu erhalten. Dazu
wurden fiir jede Membran, die mit der driver-cDNA-Sonde hybridisiert werden sollte 12,5 ng
cDNA aus den Ansétzen driver I (Photobiont isoliert kultiviert) und driver 2 (Mycobiont
isoliert kultiviert) vereinigt. Fiir jede Membran, die mit der fester-cDNA-Sonde hybridisiert
werden sollte, wurden 25 ng cDNA aus dem tester-Ansatz (Bionten gemeinsam kultiviert)
verwendet. Zur Herstellung der radioaktiv markierten Sonden wurde ein Master-Mix (Tab.
2.5) angesetzt. Alle SicherheitsmaBBnahmen zur Arbeit mit radioaktiven Substanzen wurden

strikt eingehalten.

Ansatz fiir 24 Membranen
dCTP 50,0 pl
dGTP 50,0 pl
dTTP 50,0 pl
Reaktionspuffer (10x) 62,5 ul
Gesamtvolumen 212,5 ul

Tab. 2.5: Master-Mix fiir die Herstellung von Hybridisierungssonden

Der eigentliche Reaktionsansatz wurde so angesetzt, wie es in Tab. 2.6 beispielhaft fiir eine
einzelne Hybridisierungsmembran aufgefiihrt wird. Bei gleichzeitiger Hybridisierung von

mehreren Membranen konnten entsprechend groflere Mengen verwendet werden.

Ansatz fiir eine Membran (25 ng cDNA)

cDNA (25 ng) in DEPC-ddH,O 10,5 ul
Primer (random nonamers) 2,5 ul
Master-Mix (siehe Tab. 2.5) 8,5 ul
[a->*P]dATP 2,5 ul
Klenow-Enzym 1,0 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul

Tab. 2.6: Ansatz fiir die Herstellung von Hybridisierungssonden
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Nach der Vereinigung von cDNA und Primer wurde der Ansatz gemischt, herunter
zentrifugiert und fiir 5 min bei 95-98 °C denaturiert. Nach der Zugabe jeder weiteren
Substanz wurde der Ansatz kurz gemischt und wenn ndétig herunter zentrifugiert. Die
eigentliche Reaktion, die ,heifle® Zweitstrangsynthese, erfolgte fiir 10 min bei 37 °C im
Wasserbad (Julabo V3, Juloba Labortechnik GmbH, Seelbach, D). Zur Bestimmung der
Einbaurate des radioaktiven Nukleotids in den cDNA-Zweitstrang wurden 1,0 ul auf DE81-
Papier (Whatman Inc. (GE Healthcare), Florham Park, USA) gegeben, getrocknet, vier mal
mit frischer Dinatriumhydrogenphosphat-Lésung (0,5 M) und einmal mit Aqua bidest.
gewaschen. Das Papierstiick wurde anschlieBend in 2 ml Szintillationspuffer (Beckman
Instruments Inc., Brea, USA) iiberfiihrt und der cpm-Wert gegen ein Kontrolle im LS-5000
CE Liquid Scintillation Counter (Beckman Instruments Inc., Brea, USA) gemessen. Wichen
die cpm-Werte zwischen beiden Sonden (driver und tester) voneinander ab, so wurde die
unterschiedliche Einbaurate durch eine angepasste Einsatzmenge in der folgenden
Hybridisierung ausgeglichen. Die entsprechenden Mengen pro Sonde wurden mit je 100 pl
Hybridisierungspuffer (Tab. A.37) versetzt und fiir 5 min bei 95-98 °C im Wasserbad
denaturiert. Die Herstellung der Sonden wurde so angesetzt, dass der letzte Schritt mit dem
Ende der Vorhybridisierung zusammenfiel und die Sonden sofort in die Hybridisierungs-
rohren tlberfiihrt werden konnten.

Vor der eigentlichen Hybridisierungsreaktion wurden je zwei Membranen in eine
Hybridisierungsrohre gegeben und mit 25-30 ml vorgewarmter Hybridisierungspuffer (Tab.
A.37) bei 66,0 °C fiir 2 h im Hybridisierungsofen (Herahybrid 12, Kendra Lab Products,
Hanau, D) vorhybridisiert. Der Vorhybridisierungspuffer wurde anschlieBend dekantiert und
5 ml davon sofort zuriickpipettiert. Dann wurde die entsprechende Menge an radioaktiv
markierter Sonde in die Hybridisierungsrohre gegeben, diese verschlossen und geschwenkt
und sofort in den Hybridisierungsofen zuriickgestellt. Wéhrend dieser Prozedur durfte die
Rohre nicht auskiihlen. Die eigentliche Hybridisierung der Sonden an die auf den Membranen
fixierten PCR-Produkte aus der SSH erfolgte iiber Nacht bei 66,0 °C im Hybridisierungsofen.
Fiir das anschlieBende Waschen der Membranen wurden die Waschpuffer WP1 und WP2
(Tab. A.30 und A.34) im Wasserbad auf 64,0 °C vorgewdrmt. Die Rohren wurden
nacheinander und so ziigig wie moglich bearbeitet. Fiir jeden der folgenden vier
Waschschritte wurde die Hybridisierunglosung dekantiert, entsorgt und durch ca. 50 ml WP1
ersetzt. Danach wurden die Rohren verschlossen und fiir jeweils 20 min im
Hybridisierungsofen inkubiert. Nach dem vierten Waschschritt mit WP1 wurden die
Membranen aus den Réhren entnommen und fiir 20 min bei 64,0 °C in einer Wanne mit WP2
unter leichtem Schwenken gewaschen. Die Membranen wurden aus dem WP2 entnommen,
auf Filterpapier ausgebreitet und iiberstehende Fliissigkeit mit weiterem Filterpapier
abgetupft. Die feuchten Membranen wurden vorsichtig in Klarsichthiillen iiberfiihrt, ihre
verbleibende Strahlung gemessen und zusammen mit einer aufgelegten BAS-MS Imaging
Plate (Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokyo, Japan) in Autoradiographiekassetten fiir 72 h
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inkubiert. In dieser Zeit wurde die Energie der Zerfallsstrahlung der hybridisierten Sonden
von der Imaging Plate gebunden und anschlieBend durch Anregung mit einem He-Ne-Laser
(633 nm) im FLA-3000 Fluorescent/Radioisotope Science Imaging System (Fuji Photo Film
Co., Ltd., Tokyo, Japan) ausgelesen. Die Auswertung der so erhaltenen Radiographiebilder
erfolgte mit der Software Multi Gauge V3.X Science Lab 2006 (Fuji Photo Film Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) und nutzte die Tatsache, dass die Stirke der Schwirzung der
Autoradiographiebilder direkt proportional zur Menge an hybridisierter Sonde ist. So war es
moglich, jene PCR-Produkte zu identifizieren, die tatsdchlich unterschiedlich stark in den
Ansétzen von tester und driver exprimiert waren. Es wurden all jene Klone fiir die weitere
Untersuchung ausgewdhlt, deren Expression sich zwischen fester und driver mindestens um
einen Faktor von 2 unterschied und deren stirkeres Signal mindestens die doppelte Intensitét
des Hintergrundes im hochregulierten Ansatz betrug bzw. die 1,8-fache Intensitit im
herunterregulierten Ansatz. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass wéhrend der
Hybridisierung entstandene Artefakte nicht falschlicherweise fiir differenziell exprimierte

Klone gehalten wurden.

2.2.5.11 Kultur von Klonen mit differenziell exprimiertem Insert

Die, auf die oben beschriecbene Art und Weise ausgewdihlten, Klone wurden fiir die
anschlieende Sequenzierung kultiviert. Daflir wurden je 5 ml autoklaviertes LB-Medium mit
Ampicillin (Tab. A.9 im Anhang) mit den Klonen aus den entsprechenden Glycerinstocks
(vgl. 2.2.5.8) beimpft und bei 37 °C und 150 rpm tiber Nacht kultiviert (Infors HT Multitron,
Infors AG, Bottmingen, CH). Aus den so erhaltenen Bakteriensuspensionen wurden die
Plasmide mit Hilfe des Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega
Inc., Madison, USA) nach Herstellerangaben isoliert. Im Anschluss daran wurden die
Konzentration und die Reinheit der isolierten Plasmide mit einem Nanodrop (peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, D) bestimmt.

2.2.5.12 Sequenzierung von Klonen mit differenziell exprimiertem Insert

Die Sequenzierung der ausgewdhlten Inserts erfolgte durch die Firma GATC Biotech
(Konstanz, D) im single read-Verfahren mit dem plasmiddren M13 Reverse Sequencing
Primer (Primersequenz: 5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’). Die Sequenzen wurden

danach online zur weiteren Analyse im .ab1-, .seq- und .fas-Dateiformat bereitgestellt.
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2.2.5.13 Identifizierung differenziell exprimierter cDONA-Fragmente

Die Sequenzen wurden auf ihre Qualitdt hin {Uberpriift, untereinander verglichen und
anschlieBend mit verschiedenen Suchalgorithmen des Basic Local Alignment Search Tool des
National Center for Biotechnology Information (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
analysiert. Die verwendeten Algorithmen werden in der nachfolgenden Tabelle 2.7
aufgefihrt:

Algorithmus Art der Datenbank-Abfrage

blastn Nukleotid-Abfrage gegen Nukleotid-Datenbank

blastp Protein-Abfrage gegen Protein-Datenbank

blastx Translatierte Nukleotid-Abfrage gegen Protein-Datenbank

tblastx Translatierte Nukleotid-Abfrage gegen translatierte Nukleotid-Datenbank

Tab. 2.7: Verwendete Algorithmen der BLAST-Suche

Mit allen Algorithmen wurde eine Abfrage gegen die drei Datenbanken ,,Nucleotide
collection (nr/nt), ,,Expressed sequence tags“ (est) und ,High throughput genomic
sequences (HTGS) durchgefiihrt. Fiir die blastp-Suche erfolgte die Translation der
Nukleotidsequenzen in alle drei moglichen Leseraster mit Hilfe der Translation Utility auf der
Internetseite  http://bio.lundberg.gu.se/edu/translat.html. Alle Sequenzen fiir herunter
regulierte mRNAs wurden zusétzlich mit der Datenbank miRBase (http://www.mirbase.org/)

abgeglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Prakontakt-Interaktionsassays

Dieses Kapitel untersucht und beschreibt die Auswirkungen des Pridkontaktes von zwei
ausgewdhlten Photobionten und einer nicht-lichenisierenden Alge auf die Keimung der
Ascosporen und das frilhe Wachstumsverhalten bzw. das friilhe Wachstumsmuster des
Mycobionten von Fulgensia bracteata. Wie in Kapitel 2.2.3 ausfiihrlich beschrieben, wird
dazu der auskeimende Mycobiont unter standardisierten Bedingungen und unter Einfluss des
arteigenen, spezifischen Photobionten von F. bracteata (Trebouxia sp., Clade I, Untergruppe
I), des unspezifischen Photobionten von Lecidea lurida (Asterochloris sp., Var. 3) sowie der
als nicht-lichenisierend bekannten kokkalen Griinalge Myrmecia bisecta kultiviert. Die Kultur
erfolgt auf zwei verschiedenen Medien, dem nédhrstoffarmen Wasser-Agar und dem
ndhrstoffreichen, das Pilzwachstum stark unterstiitzenden MYS1-Agar. Proben dieses
Priakontakt-Interaktionsassays werden jeweils nach 10, 20 und 30 Tagen entnommen. Die
Mycelien werden quantitativ hinsichtlich bestimmter, messbarer Parameter wie
Keimungsrate, Verzweigungszahl und Hyphenlidnge, als auch qualitativ hinsichtlich ihrer
Wachstumsmuster und ihrer morphologisch-anatomischen Eigenschaften analysiert. Im
Weiteren beschreibt Kapitel 3.1.1 die Ergebnisse zur Verteilung der Hyphenldngen und zu
den morphologisch-anatomisch beobachtbaren Wachstumsmustern auf Wasser-Agar, Kapitel
3.1.2 die entsprechenden Ergebnisse auf MYS1-Agar. In Kapitel 3.1.3 werden zusétzlich
ausgewdihlte Kennwerte, wie die Mittelwerte der Hyphenldnge, der Verzweigungszahl und der
Keimungsrate analysiert und die Entwicklung des Mycobionten auf beiden Medien
vergleichend gegeniibergestellt. Fiir die quantitative Auswertung des Prakontakt-Einflusses
werden besonders die Auswirkungen auf die Hyphenldnge betrachtet. Sie erweist sich als
starkster messbarer Indikator fiir die unterschiedlichen Priakontakt-Einfliisse.

Einige Ergebnisse sind unabhdngig von den verwendeten Medien und Einflussgrofien
identisch. So werden die Ascosporen meist alleine oder in Gruppen von 2-3 Sporen
ausgestreut. Cluster von mehr als drei Sporen sind selten. Zudem variieren die Winkel der
Verzweigungen sehr stark, ebenso wie die Abstinde zwischen den Verzweigungen.

Generell muss festgehalten werden, dass fiir die quantitative Auswertung ausschlieBlich jene
Mycelien beriicksichtigt werden, deren Hyphen eindeutig einzelnen Sporen zugeordnet
werden konnen. Mycelien also, die nicht ibermiBig stark mit anderen Mycelien verflochten
sind und deren Hyphen sich nicht in so starkem Mafe iiberdecken, dass die Auswertung
fehleranfillig werden kann (vgl. Abb. Al und A2 im Anhang als Beispiele). Einzige
Ausnahme sind, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, die am weitesten entwickelten Mycelien
unter Einfluss von Myrmecia bisecta. Im diesen Fall wird eine Anzahl von Mycelien
ausgezihlt, anhand derer die Hyphenlinge und die Verzweigungszahl weiterer Mycelien

abgeschitzt werden kann. Die relativen prozentualen Klassen-Hiufigkeiten &hneln sich im
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Vergleich der drei Replicates eines jeden Ansatzes in den meisten Fillen stark. Aus diesem
Grund erfolgt die nachfolgende statistische Auswertung der Verteilung der Hyphenlédngen
unter der Annahme, dass die relativen prozentualen Klassen-Haufigkeiten normalverteilt um
einen ,,wahren* Mittelwert streuen und dieser durch den Mittelwert als Schiatzwert angegeben
werden kann (Zentraler Grenzwertsatz, Oestreich & Romberg, 2009). Das gilt auch fiir den
Vergleich der Hyphenldnge in um pro Spore, der Anzahl der Verzweigungen und der
prozentualen Keimungsrate (vgl. Kapitel 3.1.3). Obwohl die Mittelwerte der Hyphenldangen
nur unzureichend die Variabilitdt der Hyphenldngen innerhalb eines Replicates wiedergeben,
dhneln sich diese Mittelwerte meist deutlich. Auch hier wird von einer normalverteilten
Streuung um den Mittelwert, als Schitzer des wahren Mittelwertes, ausgegangen. Eine
alternative Darstellung mittels des Medians, der weniger stark von Ausreilern beeinflusst
wird als der Mittelwert, wird im Weiteren in Form von Boxplots angegeben (Abb. 3.21a,b).
Obwohl sich die Ergebnisse beider Auswertungsmethoden im Detail unterscheiden, geben
jedoch beide Verfahren die stark unterschiedlichen Pridkontakt-Einfliisse der Photobionten
bzw. der Alge Myrmecia bisecta auf das Hyphenwachstums des Mycobionten von Fulgensia
bracteata wieder. Zur Angabe signifikanter Unterschiede wird der von der oben
beschriebenen Normalverteilung ausgehende t-Test verwendet. (Tab. 3.4, 3.5 und 3.6).

Die Abbildungen zur qualitativen Untersuchung der Wachstumsmuster zeigen meist
Mycelien, die als Beispiel fiir die jeweils am weitesten entwickelten Entwicklungsstadien
dienen. Diese Abbildungen sollen einen Eindruck fiir das Entwicklungspotential unter den
jeweiligen Einflussgroen vermitteln und zeigen die beschriebenen Charakteristika meist
besonders deutlich, sind aber im Falle von Kapitel 3.1.1.4 und 3.1.2.4 nicht zwangslaufig Teil
der quantitativen Auswertung. Ein tabellarischer Vergleich der Merkmale der

Wachstumsmuster findet sich in den Tabellen 3.1 und 3.2.

3.1.1 Experimente auf Wasser-Agar

3.1.1.1 Kontrolle auf Wasser-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Basierend auf der in Kapitel 2.2.3 beschriebenen
Einteilung der Hyphenldngen in Klassen, zeigt sich nach 10 Tagen in Kultur das in Abb. 3.1a
dargestellte Verteilungsmuster: Etwas mehr als die Hélfte aller untersuchten Mycelien (55,0 +
4,9 %) bildet Hyphenldangen zwischen 1-50 pm aus und féllt damit in Klasse 1. Bei einem
etwas geringeren prozentualen Anteil von 43,8 + 5,4 % sind die Hyphen zu einer Linge
zwischen 51-100 pum (Klasse 2) ausgewachsen und nur 1,2 + 3,6 % weisen Hyphenldngen
von 101-150 um auf. Sie lassen sich daher Klasse 3 zuordnen.

Bis zum 20. Tag in Kultur wachsen die Hyphen weiter aus und zeigen damit eine zu
grofleren Hyphenlidngen hin verschobene Verteilung (Abb. 3.1b). Der Anteil von Mycelien
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mit Hyphenlidngen von 1-50 um (Klasse 1) ist von 55,0 + 4,9 % auf 39,2 + 3,4 % gesunken.
Ebenso fillt der Anteil von Mycelien mit Hyphenldngen in Klasse 2 leicht von 43,8 + 5,4 %
auf 38,8 = 2,4 %. In Klasse 3 mit Hyphenldngen von 101-150 pm zeigt sich hingegen ein
deutlicher Zuwachs von 1,2 &+ 3,6 % auf 17,3 + 2.4 %. Dariiber hinaus wachsen 4,6 + 1,7 %
der Mycelien zu einer Hyphenldnge von 151-200 um (Klasse 4) aus.

Zwischen dem 20. und 30. Tag in Kultur dndert sich dieses Verteilungsmuster der
Hyphenldngen allerdings nicht mehr (Abb. 3.1c), es findet kein messbarer Zuwachs der
Hyphenléngen statt. Verglichen mit 39,2 + 3,4 % nach 20 Tagen Kulturdauer fallen nach 30
Tagen Kulturdauer 40,9 + 1,6 % aller Mycelien in Klasse 1 (1-50 pm). Der Anteil an
Mycelien in Klasse 2 (51-100 pm) @ndert sich leicht von 38,8 + 2,4 % auf 43,0 + 3,7 % und
der in Klasse 3 (101-150 pum) von 17,3 + 2.4 % auf 12,1 = 2,3 %. In Klasse 4 (151-200 um)
findet keine nennenswerte Verdnderung statt (4,0 + 1,9 %). Es ist damit deutlich festzustellen,
dass das Hyphenwachstum unter Kontrollbedingungen auf Wasser-Agar bis zum 20. Tag

andauert, zwischen dem 20. und 30. Tag jedoch keinen weiteren Zuwachs zeigt.

Wachstumsmuster: Wie in der Auswertung der Hyphenldngen deutlich wird, ist das
Wachstum der Mycelien von F. bracteata unter Kontrollebedingungen auf Wasser-Agar stark
limitiert. Die Abbildung 3.5¢ zeigt das beobachtete Maximum der Mycelentwicklung nach 30
Tagen in Kultur. In der Folge lassen sich nur wenige morphologisch-anatomische
Charakteristika und keine pragnanten Wachstumsmuster erkennen (vgl. Abb. 3.1a bis 3.1c¢).
Die Ausbildung von Lufthyphen und die Anzahl an Verzweigungen ist gering. Auch nimmt
die Anzahl der Verzweigungen mit andauernder Kultur kaum zu. Dariiber hinaus bilden die
Mycelien so gut wie keine erkennbaren Mengen an Gallerte und nur selten hyphal tip
swellings (Abb. 3.18a) aus, deren Anzahl allerdings mit fortschreitender Kulturdauer leicht

zunimmt.

3.1.1.2 Prakontakt-Einfluss von Asterochloris sp. auf Wasser-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Nach 10 Tagen Kulturdauer unter dem Einfluss des
unspezifischen und inkompatiblen Photobionten Asterochloris sp. aus Lecidea lurida ergibt
sich folgendes Verteilungsmuster der Hyphenlingen von Mycelien des Mycobionten
Fulgensia bracteata: Ein grofler prozentualer Anteil von 76,7 £ 17,9 % aller Mycelien zeigt
Hyphenldngen von 1-50 pm (Klasse 1), wihrend 19,3 + 11,6 % zu Klasse 2 (51-100 pm), 3.4
+ 4,0 % zu Klasse 3 (101-150 pm) und ein sehr kleiner Anteil von 0,6 + 2,3 % aller
beobachteten Mycelien zu Klasse 4 mit 151-200 um gehoren (Abb. 3.2a). Mit dem hoheren
Anteil an sehr kurzen Mycelien in Klasse 1 und dem geringeren Anteil in Klasse 2 bleibt das
Hyphenwachstum tendenziell hinter dem der Kontrolle nach 10 Tagen Kulturdauer zuriick.

Zwischen dem 10. und 20. Versuchstag gleicht sich dieser Unterschied jedoch aus (Abb.
3.2b). Der Anteil von Mycelien in Klasse 1 sinkt von 76,7 £ 17,9 % auf 44,0 + 13,2 % und die
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Anteile von Mycelien in den Klassen 2, 3 und 4 steigen respektive auf 36,0 + 6,7 %, 12,5 +
6,8 % und 6,5 £ 5,5 %. Dartiiber hinaus findet sich ein sehr geringer Anteil von Mycelien von
je 0,3 £ 0,4 % in den Klassen 5, 6 und 7 mit Hyphenlidngen von 201-250 pm, 251-300 pm
und 301-350 pm. Mycelien mit derart langen Hyphen finden sich in den Proben der Kontrolle
nicht.

Zwischen dem 20. und 30. Tag in Kultur wandelt sich das Verteilungsmuster der
Hyphenldangen grundlegend (Abb. 3.2c). Die Haufigkeiten von Mycelien sinken stark in den
Klassen 1 und 2 und weniger ausgeprigt in Klasse 3 auf 13,6 + 7,3 %, 12,5 + 3,6 % und 10,4
+ 2,6 %. Die Haufigkeit in Klasse 4 dndert sich mit 7,2 = 1,0 % kaum. In den Klassen 5-10
(201-500 pm) zeigt sich eine starke Haufigkeitszunahme mit sukzessiv abnehmenden
Haufigkeiten von ca 10 % in Klasse 5 (201-250 pm) hin zu ca. 2 % in Klasse 10 (451-500
um). In den beiden hochsten Klassen 11 (501-1000 um) und 12 (= 1001 um) finden sich nach
30 Tagen Kulturdauer unter Einfluss von Asterochloris sp. 17,6 = 3,3 % und 4,8 = 2,1 % aller
Mycelien wieder. Das Hyphenwachstum setzt sich bis zum Ende der Versuchsdauer fort und

fiihrt zu Mycelien, deren Hyphen deutlich ldnger sind als jene unter Kontrollbedingungen.

Wachstumsmuster: Verglichen mit dem Wachstum unter Kontrollbedingungen fordert der
Prikontakt-Einfluss von Asterochloris sp., dem unspezifischen und inkompatiblen
Photobionten von L. lurida, das Wachstum des Mycobionten von F. bracteata deutlich. Die
Hyphen zeigen ein wesentlich ausgepréigteres Langenwachstum. Sowohl Lufthyphen als auch
Gallerte werden von den Mycelien gebildet. Die Lufthyphen bleiben jedoch kurz und ihre
Anzahl nimmt bis zum 30. Versuchstag nur geringfligig zu. Die Gallerte wird in der Regel nur
in sehr geringem Mal3e gebildet und meist nur von kurzen Hyphenabschnitten. Auffallig ist
das lange Auswachsen der Hyphen, die selten stark verzweigt sind. Dadurch bildet sich ab
einer gewissen Dichte von beieinander ausgestreuten Ascosporen ein loses und weitmaschiges
Netzwerk (Abb. 3.6c). Die daran beteiligten Mycelien zeigen zwar kein ausgeprigtes
Wachstumsmuster, in ihrer Gesamtheit vermogen sie allerdings weite Bereiche des
Probenfilters zu kolonisieren. In einigen Fillen ist eine Verbindung der Mycelien durch
Anastomosen (Abb. 3.18b) klar erkennbar, in vielen Féllen jedoch ist die Intensitit und Art
des Kontakts bei sich beriihrenden Hyphen nur schwer erkennbar. Hyphal tip swellings sind

selten, nehmen jedoch mit fortschreitender Kulturdauer leicht zu.

51



3 Ergebnisse

3.1.1.3 Prakontakt-Einfluss von Trebouxia sp. auf Wasser-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Nach 10 Tagen Mycobiontenwachstum unter dem
Prikontakt-Einfluss des arteigenen, spezifischen Photobionten Trebouxia sp. zeigen die
Mycelien ein eindeutig fortgeschrittenes Verteilungsmuster der Hyphenldngen (Abb. 3.3a)
verglichen mit den Ergebnissen unter Kontrollbedingungen und denen unter Einfluss von
Asterochloris sp. Zwar ist der Anteil von Mycelien in Klasse 1 (1-50 um) mit 58,4 £ 18,1 %
hoher als in der Kontrolle, andererseits wachsen nach 10 Versuchstagen einige der Mycelien
bereits zu Hyphenlidngen von bis zu 500 pm aus und umfassen die Klassen 2-8 mit sukzessiv
abnehmenden prozentualen Haufigkeiten von 13,0 = 5,3 %, 9,9 £ 8,0 %, 6,5 + 2,2 %, 6,2 +
5,0 %, 2,6 £ 1,1 %, 1,6 £ 1,8 % und 1,8 + 1,3 %. Damit sind nach 10 Tagen ca. 27 % aller
Mycelien weiter entwickelt als unter Kontrollbedingungen und ca. 24 % weiter entwickelt als
jene Mycelien unter Einfluss von Asterochloris sp.

Bis zum 20. Versuchstag verdndert sich das Muster der Hyphenverteilung stark (Abb. 3.3b).
In Klasse 1 sinkt die H&ufigkeit von 58,4 + 18,1 % auf 24,6 = 5,4 %, wihrend die
Haufigkeiten in den Klassen 2-4 auf 26,1 £ 2,4 %, 16,2 £ 3,2 % und 13,8 £+ 2,3 % ansteigen.
In den Klassen 5-8 steigen die Haufigkeiten in jeder einzelnen Klasse an, sinken jedoch mit
zunehmender Klassengréf3e von ca. 7 % auf 0,6 % ab. Ein geringer Anteil von Mycelien (1,5
+ 0,5 %) zeigt eine Hyphenlidnge von 501-1000 um. Damit sind nach 20 Tagen Kulturdauer
die Hyphen von ca. 28 % aller Mycelien ldnger als unter Kontrollbedingungen und von ca. 29
% aller Mycelien lédnger als unter Einfluss von Asterochloris sp.

Bis zum 30. Versuchstag hat sich das Muster der Hyphenldngenverteilung weiter zu
grofBeren Hyphenlédngen hin verschoben. Es &hnelt in den Klassen 1-10 im Wesentlichen dem
Muster unter Einfluss von Asterochloris sp. nach gleicher Kulturdauer (vgl. Abb. 3.3c mit
Abb. 3.2¢). Im Vergleich zur Hyphenentwicklung nach 20 Kulturtagen sinken die
Haufigkeiten in den Klassen 1-5 (1-250 um) und steigen in den Klassen 6-10 (251-500 um)
respektive auf 4,8 = 1,8 %, 6,0 £1,1 %, 4,0 = 2,2 %, 4,0 +£ 2,0 % und 3,7 £+ 2,3 %. Der stirkste
Zuwachs findet sich in Klasse 11 mit einem Haufigkeitsanstieg von 1,5 + 0,5 % auf 26,2 £ 5,2
% und in Klasse 12 mit einem Anstieg von 0,0 % auf 23,4 + 3,7 %. Verglichen mit dem
Einfluss von Asterochloris sp. zeigen sich unter Einfluss von Trebouxia sp. geringere
Haufigkeiten in den Klassen 1-10 (1-500 um) und gréBere Héufigkeiten in Klasse 11 (+ 8,6
%) und in Klasse 12 (+ 18,6 %). Nach 30 Versuchstagen sind ca. 78 % aller Mycelien linger

als unter Kontrollbedingungen und ca. 30 % lénger als unter Einfluss von Asterochloris sp.

Wachstumsmuster: Verglichen mit den Kontrollbedingungen und dem Prékontakt-Einfluss
von Asterochloris sp. zeigt der arteigene Photobiont Trebouxia sp. den stirkeren
wachstumfordernden Effekt auf junge Mycelien des Mycobionten von F. bracteata. Die
Mycelien zeigen haufig ein spezielles Wachstumsmuster, das sich durch verschiedene

Charakteristika kennzeichnen ldsst. Die Mycelien zeichnen sich durch ein ausgeprigtes
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Langenwachstum der Hyphen aus und zeigen eine etwas hohere Verzweigungsrate, die
besonders zwischen dem 20. und 30. Versuchstag stark ansteigt. Lufthyphen werden gebildet,
allerdings bleiben diese oft kurz. Dadurch entsteht in vielen Féllen ein flaches und radial
auswachsendes Mycel (Abb. 3.7c¢), in dessen Zentrum die Hyphen oftmals relativ dicht liegen
(Abb. 3.7b und Abb. 3.7¢), wihrend zu den AuBlenbereichen hin lange verzweigte Hyphen
dominieren. Diese Mycelien zeichnen sich durch die Bildung groler Mengen gallertartiger
Substanzen aus, die sowohl ganze Mycelien umgeben konnen (Abb. 3.7c, Abb. 3.17a), als
auch entlang parallel laufender Hyphen iiber eine Lidnge von bis zu mehreren hundert
Mikrometern auftreten konnen. Solche, iiber lange Strecken parallel laufenden Hyphen zeigen
sich unter Einfluss von Trebouxia sp. haufiger als unter Einfluss von Asterochloris sp. In der
Kontrolle treten parallel laufende Hyphen nicht auf. Hyphal tip swellings, die sich als keulen-
bis kugelférmige Verdickung der Hyphenspitze von ca. 10 um Durchmesser darstellen, treten
unter dem Einfluss von Trebouxia sp. hdufiger auf als bei allen anderen

Versuchsanordnungen.

3.1.1.4 Prakontakt-Einfluss von Myrmecia bisecta auf Wasser-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Bereits nach 10 Tagen Kulturdauer unter Einfluss der
nicht-lichenisierenden kokkalen Griinalge Myrmecia bisecta zeigt sich eine prozentuale
Haufigkeitsverteilung in den Klassen der Hyphenlidnge, die am ehesten mit der bereits
beschriebenen Verteilung unter Einfluss von Asterochloris sp. nach 30 Tagen Kulturdauer zu
vergleichen ist (vgl. Abb. 3.4a mit Abb. 3.2¢). Allerdings sind die Mycelien unter Einfluss
von M. bisecta nach 10 Tagen durch eine etwas geringere Hyphenldnge gekennzeichnet, als
unter Einfluss von Asterochloris sp. nach 30 Tagen. Dieser Umstand zeigt sich in der hoheren
Haufigkeit in Klassen geringerer Hyphenliange (Klassen 1-4, 1-200 um) und in der geringeren
Haufigkeit in Klassen groferer Hyphenldnge (Klassen 5-12). Nichtsdestotrotz kann das
Hyphenwachstum innerhalb von 10 Tagen Kulturdauer als ausgesprochen stark bezeichnet
werden. In den Klassen 1-10 (1-500 um in Klassenbreiten von je 50 um) zeigen sich relative
prozentuale Haufigkeiten, die mit zunehmender Klassengro3e abnehmen. In den Klassen 1-4
(1-200 pm) liegen die Werte mit 19,1 + 8,8 %, 13,7 + 3,5 %, 13,3 £ 5,8 % und 10,2 + 6,5 %
stets hoher als unter Einfluss von Asterochloris sp. nach 30 Tagen. In den sich anschlieBenden
Klassen 5-10 (201-500 um) zeigen die Haufigkeiten ebenfalls eine abnehmende Tendenz mit
steigender Klassengrofle und reichen von ca. 6 % (Klasse 5) bis zu ca. 2 % (Klasse 10). Zu
den Klassen 11 (501-1000 pm) und 12 (= 1001 pm) lassen sich im Mittel 13,0 + 6,0 % und
5,8 £ 6,8 % aller Mycelien zuordnen. Verglichen mit der Hyphenentwicklung nach 10 Tagen
Kulturdauer unter den anderen Versuchsbedingungen — Kontrolle, Prikontakt-Einfluss von
Asterochloris sp. und von Trebouxia sp. — ist die Hyphenldnge unter Einfluss der nicht-
lichenisierenden freilebenden Griinalge Myrmecia bisecta am weitesten fortgeschritten. So

sind unter Einfluss von M. bisecta ca. 66% aller Mycelien weiter entwickelt als unter
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Kontrollbedingungen (vgl. Abb. 3.1a). Dies gilt auch fiir ca. 63 % bzw. ca. 40 % aller
Mycelien verglichen mit jenen unter Einfluss von Asterochloris sp. (Abb. 3.2a) und
Trebouxia sp. (Abb. 3.3a)

Bis zum 20. Versuchstag hat sich das Muster der Hyphenldngenverteilung deutlich
gewandelt. Wihrend weiterhin die Hyphenldngen vieler Mycelien den Klassen 1-3 (1-150
um) mit 22,6 = 1,2 %, 15,2 £ 2,5 % und 9,1 + 3,4 % zugeordnet werden konnen, sinken die
prozentualen Haufigkeiten in den Klassen 4-9 (151-450 um) und liegen durchgingig niedrig
zwischen 0,0 und 3,7 %. Die Haufigkeit in Klasse 10 (451-500 pm) nimmt mit 3,0 = 2,0 %
nur marginal zu und die Haufigkeit in Klasse 11 sinkt von 13,0 £ 6,0 % auf 9,8 = 5,0 %. Im
Gegenzug steigt die Haufigkeit von Hyphenldngen in Klasse 12 im Mittel stark von 5,8 + 6,8
% auf 27,4 + 15,1 % an. Hier zeigt sich eine zweigeteilte, also bimodale Verteilung der
Haufigkeiten von Hyphenldngen, die auf unterschiedlich grofle Geschwindigkeiten des
Hyphenwachstums hindeutet. Wahrend bei einigen Mycelien das Hyphenwachstum kurz nach
der Keimung in starkem MalBe einzusetzen scheint, scheint es bei anderen Mycelien
langsamer zu verlaufen oder spéter einzusetzen.

Dieser Eindruck bestitigt sich bei der Auswertung der Verteilung der Hyphenldngen-
Haufigkeiten nach 30 Versuchstagen. In diesem Falle zeigen alle Klassen der Hyphenldnge
zwischen 1-500 pm (Klassen 1-10) geringe Haufigkeiten von ca 5 % in den Klassen 1 und 2
(1-100 pm), ca. 3 % in Klasse 3 (151-200 pm) und ungefdahr 1 % in den Klassen 4-10 (151-
500 pum). Die Héufigkeit in Klasse 11 (501-1000 pm) ist zwischen dem 20. und 30.
Versuchstag von 9,8 + 5,0 % auf 16,5 + 5,8 % angestiegen, ebenso steigt die Haufigkeit in
Klasse 12 (> 1001 pm) massiv von 27,4 + 15,1 % auf 63,1 + 4,0 %. Nach 30 Tagen in Kultur
zeigen ca. 85 % aller Mycelien groere Hyphenldngen als in der Kontrolle, ca. 58 % grofere
Hyphenléngen als unter Einfluss von Asterochloris sp. und ca. 40 % groflere Hyphenldngen
als unter FEinfluss des arteigenen Photobionten T7rebouxia sp. Die Anzeichen fiir
unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten nach 20 Tagen bestétigen sich auch bei der
Auswertung der Hyphenldngen nach 30 Tagen. Die Haufigkeit jener Mycelien mit relativ
kurzen Hyphen nach 20 Tagen (Klasse 1-3 mit 1-150 pum) nimmt bis zum 30. Versuchstag
stark ab, wihrend auf der anderen Seite die Haufigkeit von Mycelien mit sehr langen Hyphen
im gleichen Zeitraum stark zunimmt. Daraus kann abgeleitet werden, dass auch jene
Mycelien, die bis zum 20. Tag noch kein ausgepridgtes Hyphenwachstum zeigen, dieses
zwischen dem 20. und 30. Versuchstag ,,nachholen.” Das Hyphenwachstum ist unter Einfluss
von M. bisecta nach 30 Versuchstagen am stirksten ausgepridgt. Auch in der Betrachtung
jedes einzelnen Versuchstages fordert von allen verwendeten Algen M. bisecta das

Hyphenwachstum des Mycobionten von F. bracteata am stérksten.

54



3 Ergebnisse

Wachstumsmuster: Verglichen mit den anderen drei untersuchten Einflussgroflen —
Kontrolle als Ansatz ohne besonderen Einfluss, Prikontakt-Einfluss von Asterochloris sp.
sowie von Trebouxia sp. — bewirkt der Einfluss von M. bisecta ein deutlich abweichendes
Wachstumsmuster der Mycelien von F. bracteata. Bereits am 10. Versuchstag zeigen sich
weit entwickelte Mycelien, mit relativ dichten Zentralbereichen, teilweise starker Bildung von
Lufthyphen, auslaufenden Hyphen auf dem Substrat, die teilweise die einzelnen Mycelien
miteinander verbinden, und selten vorkommender geringfiigiger Gallertbildung (Abb. 3.8a).
Bei den am stirksten wachsenden Mycelien entwickeln sich auch nach 20 Versuchstagen
differenzierte Wachstumsmuster (Abb. 3.8b). Es zeigen sich weit entwickelte Mycelien, mit
relativ dichten Zentralbereichen und teilweise starker Bildung von Lufthyphen, die wiederum
langer, haufiger und stirker verzweigt sind, als in den drei anderen Versuchsansitzen (vgl.
Abb. 3.8a und Abb. 3.8b). Das dichte Wachstum im Zentrum und die starke Bildung von
Lufthyphen setzen sich bis zum 30. Versuchstag fort. Dies fithrt zu stark dreidimensional
aufgebauten Mycelien, die in ihrer stirksten Auspridgung einen sphérisch erscheinenden
Zentralbereich besitzen. Zusitzlich wachsen zwischen dem 20. und 30. Versuchstag verstarkt
lange und oft parallel laufende Hyphen radial aus dem Mycel aus. Eine nennenswerte
Gallertbildung zeigt sich meist erst zum 20. Versuchstag und nimmt bis zum 30. Versuchstag
zu. Diese Gallertbildung bleibt im Zentrumsbereich in der Regel gering und erstreckt sich

meist nur auf radial auswachsende parallele Hyphen.
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3.1.1.5 Darstellungen zur Auswertung auf Wasser-Agar
In den nachfolgenden Abbildungen (3.4 bis 3.8) zeigt sich die erwédhnte Gallertbildung als
schwirzlich unterlegter Bereich, der die Hyphen umgibt. Lufthyphen dagegen erscheinen in

den Abbildungen zumeist weil3.

Wachstumscharakteristika des Mycobionten von F. bacteata
Kontrolle  Asterochloris Trebouxia Myrmecia
sp. sp. bisecta
Hyphenldange - +++ +++++ +++++++
Verzweigungen + e s e
Lufthyphen - + o e+t
- Lédnge + + B e
- Verzweigungen - - - +++
- Dreidimensionalitit - = - 4+
Radialhyphen - + e ++
Parallelhyphen - - e ++
hyphal tip swellings + - ++ +
Gallertbildung - + 44 ++
- an Parallelhyphen - - +++ +
- ganzes Mycel - - e +
- zentrales Mycel - - ++ +
Wachstumsmuster - lose kompakt kompakt
netzartig flach spharisch

Tab. 3.1: Wachstumscharakteristika des Mycobionten von F. bracteata unter Einfluss zweier Photobionten bzw.
der Alge Myrmecia bisecta auf Wasser-Agar. Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Ausprigung bestimmter
Charakteristika, die sich als geeignete Kriterien zur Beschreibung und Unterscheidung verschiedener Wachs-
tumsmuster erwiesen haben. Die Stirke des Vorkommens dieser Merkmale wird durch die Haufigkeit an
Pluszeichen (+) dargestellt, Minuszeichen (-) geben das vollstdndige oder fast vollstandige Fehlen eines
Merkmals an.
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Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, Kontrolle, Tag 10
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Abb. 3.1a

Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, Kontrolle, Tag 20
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Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, Kontrolle, Tag 30
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Abb. 3.1a,b,c: Verteilung der Hyphenldnge des Mycobionten F. bracteata unter Kontrollbedingungen
nach 10, 20 und 30 Tagen auf Wasser-Agar. Jedes Histogramm zeigt die relativen Héaufigkeiten der
Klassen der Hyphenlénge als Mittelwert aus drei Wiederholungen, und die Standardabweichung
als MaB der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.1a: 646 (n;+n,+n; = 494+28+124),
3.1b: 474 (n;+tny+n3 = 207+215+52), 3.1¢: 430 (n;+ny+n; = 210+68+152).
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Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, L. /u.-Photobiont, Tag 10
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Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, L. lu.-Photobiont, Tag 20
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Abb. 3.2b

Verteilung der Hyphenldangen auf W-Agar, L. lu.-Photobiont, Tag 30
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Abb. 3.2a,b,c: Verteilung der Hyphenlidnge des Mycobionten F. bracteata unter dem Einfluss des unspezi-
fischen Photobionten Asterochloris sp. nach 10, 20 und 30 Tagen auf Wasser-Agar. Jedes Histogramm zeigt die
relativen Haufigkeiten der Klassen der Hyphenlidnge als Mittelwert aus drei Wiederholungen, und die Standard-

abweichung als MaB} der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.2a: 176 (n;+ny+n; = 25+47+104),
3.2b: 336 (n;+tny+n; = 53+136+147), 3.2¢: 375 (n;+ny+n; = 174+120+81).
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3.3b: 333 (n+nytn; = 164+74+95), 3.3c: 351 (n,+ny+ns = 91+170+90).

Abb. 3.3a,b,c: Verteilung der Hyphenldnge des Mycobionten F. bracteata unter dem Einfluss des arteigenen
Photobionten Trebouxia sp. nach 10, 20 und 30 Tagen auf Wasser-Agar. Jedes Histogramm zeigt die relativen
Haufigkeiten der Klassen der Hyphenlidnge als Mittelwert aus drei Wiederholungen, und die Standardab-
weichung als Mal} der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.3a: 385 (n;+n,+n; = 211+90+84),
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Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, M. bi.-Alge, Tag 10
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Verteilung der Hyphenlangen auf W-Agar, M. bi.-Alge, Tag 20
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Verteilung der Hyphenldangen auf W-Agar, M. bi.-Alge, Tag 30
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Abb. 3.4a,b,c: Verteilung der Hyphenlidnge des Mycobionten F. bracteata unter dem Einfluss der nicht-
lichenisierenden Alge Myrmecia bisecta. nach 10, 20 und 30 Tagen auf Wasser-Agar. Jedes Histogramm zeigt
die relativen Haufigkeiten der Klassen der Hyphenlidnge als Mittelwert aus drei Wiederholungen und die Stan-

dardabweichung als MaB der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.4a: 292 (n;+n,+n; = 55+94+143),

3.4b: 160 (n;+ny+nz = 17+53+490), 3.4c: 534 (n;+ny+n; = 176+129+229).
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% Abb. 3.5a

SAbb. 3.5b

Abb. 3.5¢

Abb. 3.5a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf Wasser-Agar unter Kontrollbedingungen, das
heiflt ohne Einfluss einer Alge oder eines Photobionten, nach 10 (3.5a), 20 (3.5b) und 30 (3.5¢) Tagen unter
definierten Kulturbedingungen. Die Marken a, b und ¢ geben die Position der Sporen an.

61



3 Ergebnisse

\Abb. 3.6b

@Abb. 3.6¢

Abb. 3.6a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf Wasser-Agar unter Einfluss des unspezifischen
Photobionten Asterochloris sp. aus L. lurida nach 10 (3.6a), 20 (3.6b) und 30 (3.6¢) Tagen unter definierten
Kulturbedingungen. Die Marken a und b geben die Position der Sporen an.
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Abb. 3.7¢c

Abb. 3.7a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf Wasser-Agar unter Einfluss des spezifischen
Photobionten Trebouxia sp. aus F. bracteata, nach 10 (3.7a), 20 (3.7b) und 30 (3.7c) Tagen unter definierten
Kulturbedingungen. Marke a zeigt die auswachsende Spore an, Marke b zeigt parallele, gallertbildende Hyphen.
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dAbb. 3.8¢c

Abb. 3.8a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf Wasser-Agar unter Einfluss der Alge Myrme-
cia bisecta nach 10 (3.8a), 20 (3.8b) und 30 (3.8c) Tagen unter definierten Kulturbedingungen. Marken a, b und
c zeigen die (frithe) Bildung von Lufthyphen, Marke d zeigt parallele, gallertbildende Hyphen.
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3.1.2 Experimente auf MYS1-Agar

3.1.2.1 Kontrolle auf MYS1-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Die Verteilung der Hyphenldngen nach 10 Tagen unter
Kontrollbedingungen auf MYSI1-Agar zeigt die in Abb. 3.9a dargestellten prozentualen
Haufigkeiten, die sich auf die ersten drei Klassen (1-150 pm) des Histogramms beschrénken.
Nach 10 Tagen Versuchsdauer lassen sich 67,7 £ 1,6 % der untersuchten Mycelien der Klasse
1 (1-50 um) zuordnen, 30,9 = 1,7 % der Klasse 2 (51- 100 pm) und ein geringer Anteil der
Mycelien von 1,4 + 0,3 % der dritten Hyphenldngenklasse (101-150 um).

Bis zum 20. Versuchstag (Abb. 3.9b) nimmt der Anteil von Mycelien mit Hyphenlédngen der
Klasse 1 (1-50 um) von 67,7 1,6 % der untersuchten Mycelien auf 54,2 + 5,4 % ab. Der
Anteil in den Klassen 2 und 3 steigt hingegen respektive um ca. 11 % von 30,9 + 1,7 % auf
42,1 +7,9 %bzw.umca. 2 % von 1,4 + 0,3 % auf 3,7 £2.5 % an.

Zwischen dem 20. und 30. Versuchstag sinkt der Anteil von Mycelien mit Hyphenlidngen in
Klasse 1 weiter um ca. 14 % auf 29,8 + 3,2 % ab (Abb. 3.9¢c). Im Gegenzug steigt der Anteil
in Klasse 2 stark um ca. 19 % von 42,1 + 7,9 % auf 60,8 + 2,0 % an und der Anteil der
Mycelien in Klasse 3 steigt weniger stark um ca. 6 % von 3,7 £ 2,5 % auf 9,4 + 1,1 %.

Mycelien mit Hyphenldngen von mehr als 150 um kdnnen nicht beobachtet werden.

Wachstumsmuster: In der Auswertung der Kontrollen auf MYS1-Agar zeigen sich, wie
auch auf den Kontrollen auf Wasser-Agar, keine klar erkennbaren Wachstumsmuster. Es ist
der geringen Lénge der Hyphen zuzurechnen, dass weitere Differenzierungsmerkmale der
sehr kleine Mycelien fehlen. Wie auch unter den Kontrollbedingungen auf Wasser-Agar
bestehen die Mycelien meist lediglich aus einer oder mehreren unverzweigten Keimhyphen.
Verzweigungen und Lufthyphen sind selten. Wenn Lufthyphen vorhanden sind, dann sind sie
meist kurz und unverzweigt. Von einigen Mycelien werden mehr Gallerte und mehr Ayphal
tip swellings gebildet, als unter Kontrolbedingungen auf Wasser-Agar. Die Aussagekraft
dieser Beobachtung wird durch die Tatsache relativiert, dass auf MYSI1-Agar tendenziell
etwas mehr Gallerte und mehr hyphal tip swellings gebildet werden — unabhéngig vom
betrachteten Versuchsansatz. Wie auf W-Agar nimmt auf MYS1-Agar die Zahl der gebildeten
hyphal tip swellings mit zunehmender Kulturdauer zu. Eine sichtbare Differenzierung findet
tiber die Versuchsdauer nicht statt, daher bleiben die Unterschiede zwischen Tag 10 (Abb.
3.13a), Tag 20 (Abb. 3.13b) und Tag 30 (Abb. 3.13¢c) marginal. Abbildung 3.13b zeigt die

Einblendung eines Vermessungswerkzeugs zur Bestimmung der Hyphenldnge am REM.
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3.1.2.2 Prakontakt-Einfluss von Asterochloris sp. auf MYS1-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Am 10. Tag der Kultur zeigen die Mycelien bereits stark
unterschiedliche Hyphenldngen zwischen 1-500 pm (Klassen 1-10), deren prozentuale
Haufigkeit in den Klassen mit zunehmender Hyphenldnge abnimmt. In den Klassen 1-4 (1-
200 pm) konnen prozentuale Haufigkeiten von 34,9 + 4.5 %, 26,1 + 10,6 % 13,0 £ 2,5 % und
13,0 + 6,2 % ermittelt werden. In den Klassen 5-10 (201-500 um) liegen die Héufigkeiten
niedriger und reichen von ca. 6 % in Klasse 5 (201-250 um) bis zu je 0,4 % in den Klassen 9
und 10 (401-500 um). Diese Haufigkeitsverteilung der Hyphenldngen zeigt ein deutlich aus-
gepragteres Hyphenwachstum unter dem Einfluss von Asterochloris sp. als unter Kontroll-
bedingungen auf MYSI1-Agar und unter Einfluss von Asterochloris sp. auf Wasser-Agar.
Ungefdhr 38 % der Mycelien weisen groere Hyphenlidngen auf als die Kontrolle und 42 %
weisen groere Hyphenldngen auf als die Vergleichsmycelien auf Wasser-Agar.

Zwischen dem 10. und 20. Versuchstag wichst ein Grofiteil der untersuchten Mycelien
weiter aus. Dies zeigt sich daran, dass die prozentualen Haufigkeiten in den Klassen 1 und 2
(1-100 pm) um ca. 22 % auf 12,1 = 0,8 % und um ca. 7 % auf 19,5 + 2,3 % fallen. In den
Klassen 3-10 (101-500 pm) steigen die Héufigkeiten dagegen und liegen zwischen ca. 15 %
in Klasse 3 und ca. 3 % in Klasse 10. Die Hiufigkeiten nehmen mit den Klassen
zunehmender Hyphenldnge sukzessiv ab. Eine Anzahl von Mycelien zeigt zusitzlich Hyphen-
langen, die sich den Klassen 11 (501-1000 pm) und 12 (= 1001 um) zuordnen lassen, wobei
8,5 £ 4,4 % auf erstere und 1,5 + 0,5 % auf letztere entfallen. Nach 20 Tagen vergroBert sich
damit der Unterschied zur Kontrolle und auch verglichen mit den Ergebnissen unter Einfluss
von Asterochloris sp. auf Wasser-Agar. Ungefdahr 64 % aller Mycelien weisen Hyphenlédngen
auf, die die der Kontrolle tbertreffen, und ca. 49 9% aller Mycelien {iibertreffen die
Hyphenldangen auf Wasser-Agar.

Zwischen dem 20. und 30.Versuchstag findet ein weiteres Hyphenwachstum statt, allerdings
andert sich das Verteilungsmuster der Hyphenldngen weniger auffillig. Mit Ausnahme von
Klasse 3 (101-150 um) sinken die prozentualen Haufigkeiten in den Klassen 1-6 (1-300 um)
um Werte zwischen 5 % und 2 % ab. In den Klassen 7-9 (301-450 pum) steigen sie hingegen
um 2-3 % an. Auch in den Klassen 11 und 12 gibt es geringfiigige Anstiege um 4 % auf 12,6
+ 7,6 % bzw. um 1 % auf 2,5 + 3,0 %. Dies entspricht einem langsamen Zuwachs an Hyphen-
lange und erreicht, trotz des schnellen Hyphenwachstum zwischen Versuchsbeginn und dem
20. Versuchstag, eine &hnliche Verteilung wie auf Wasser-Agar, allerdings mit der

Einschrankung niedrigerer Werte in den hochsten Hyphenklassen 11 und 12 (= 501 pm).

Wachstumsmuster: Die Wachstumsmuster unter Einfluss von Asterochloris sp. auf MYS1-
Agar dhneln eindeutig denen auf Wasser-Agar. Die Mycelien wachsen lose und wenig
kompakt, besitzen sehr selten einen Bereich mit dichteren Hyphen im Zentrum des Mycels

und setzen sich oft aus lang ausgewachsenen und in gro3en Abstdnden verzweigten Hyphen
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zusammen (vgl. Abb. 3.14b). Lufthyphen, Gallertbildung und hyphal tip swellings treten auf
MYS1-Agar hdufiger auf, als auf Wasser-Agar (Abb. 3.14c). Dabei fillt auf, dass alle drei
Merkmale zwischen dem 20. und 30. Versuchstag zunehmen. Einige Lufthyphen wachsen zu
groflerer Lange aus, bleiben dann allerdings oft unverzweigt. Die Gallertbildung tritt
punktuell an kurzen Hyphenabschnitten und an Verzweigungen auf, umfasst aber nur sehr
selten groBBere Hyphenabschnitte und nie ganze Mycelien. Die hyphal tip swellings nehmen
mit fortschreitender Versuchsdauer zu und sind héufiger als auf Wasser-Agar anzutreffen.
Generell fiihrt das Wachstumsmuster zu wenig differenzierten Mycelien, die durch ihre

netzartige Verbindung untereinander weite Bereiche des Substrates kolonisieren.

3.1.2.3 Prakontakt-Einfluss von Trebouxia sp. auf MYS1-Agar

Verteilung der Hyphenlidngen: Nach 10 Tagen Kulturdauer unter Einfluss des arteigenen
Photobionten Trebouxia sp. ist das Hyphenwachstum fortgeschrittener als unter Einfluss von
Asterochloris sp. und als unter Kontrollbedingungen. Das Hyphenwachstum ist ebenfalls
fortgeschrittener als unter Einfluss von Trebouxia sp. auf Wasser-Agar. Die Verteilung der
Hyphenldngen im Histogramm (Abb. 3.11a) zeigt, dass ein Anteil von nur 30,9 + 4,9 % der
Mycelien Hyphenldngen zwischen 1-50 um (Klasse 1) aufweist, verglichen mit 58,4 + 18,1 %
auf Wasser-Agar. In den folgenden Klassen 2-4 (51-200 um) zeigen sich hohere Héufigkeiten
von 28,7 + 3,4 %, 19,3 £ 2,0 % und 9,8 + 4,7 %, was respektive 16 %, 10 % und 3 % mehr
Mycelien in diesen Klassen bedeutet als auf Wasser-Agar. In den folgenden zwei Klassen 5
und 6 (201-300 um) dhneln sich die Haufigkeiten auf beiden Medien stark. Allerdings finden
sich in Klasse 7 und 8 (301-400 um) weniger Mycelien. Klasse 9 (401-450 um) — die auf
Wasser-Agar iiberhaupt nicht besetzt ist — beinhaltet jedoch auf MYS1-Agar einen geringen
Anteil von 0,2 + 0,3 % der vermessenen Mycelien.

Auch nach 20 Versuchstagen ist das Wachstum der Hyphenlidnge weiter vorangeschritten als
auf Wasser-Agar (Abb. 3.11b). In den Klasssen 1-3 (1-150 um) sind die Haufigkeiten auf 8,3
+ 0,4 %, 14,3 £ 1,6 % und 14,0 = 1,5 % gesunken. In Klasse 4 (151-200 um) tritt keine
Veranderung auf und in den Klassen 5-9 (201-450 um) erfolgen Haufigkeitszunahmen auf
Werte zwischen 10 % und 4 %. Zuséitzlich wachsen die Hyphen nach 20 Versuchstagen
erstmals soweit aus, dass die Klassen 9-12 (= 451 um) prozentuale Haufigkeiten von 2,6 + 0,7
%, 11,5+ 2,5 % und 3,2 = 0,1 % aufweisen. Das Verteilungsmuster dhnelt damit stark dem,
dass bereits fiir den Einfluss von Asterochloris sp. auf MYS1-Agar beschrieben wird (vgl.
Kapitel 3.1.2.2). Der Wachstumsvorsprung der Hyphenlédngen, den auf Wasser-Agar der
arteigene Photobiont 7Trebouxia sp. gegeniiber den inkompatiblen Photobionten Asterochloris
sp. auslost, zeichnet sich bis zum 20. Versuchstag auf MY S1-Agar nicht ab.

Dieser fehlende Unterschied bildet sich jedoch bis zum 30. Versuchstag durch das verstérkte
Hyphenwachstum auf MYS1-Agar aus. Die prozentualen Haufigkeiten in den Klassen 1-9 (1-

450 um) sinken weiter ab, zugunsten der Mycelien mit Hyphenldngen in den Klassen 11 und
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12 (= 501 pm). Dort steigen die Haufigkeiten von 11,5 + 2,5 % auf 19,5 + 4,8 % und von 3,2
+ 0,1 % auf 20,2 = 5,7 %. Auch zwischen dem 20. und 30. Versuchstag zeigt sich damit ein
deutliches Hyphenwachstum. Verglichen mit Wasser-Agar fillt diese Entwicklung auf
MYS1-Agar allerdings schwicher aus. Wihrend das Wachstum zwischen Versuchsbeginn
und dem 20. Versuchstag auf MYSI1-Agar stirker voranschreitet als auf Wasser-Agar,
verlangsamt es sich zwischen dem 20. und 30 Versuchstag so stark, dass es gegeniiber dem
Verteilungs-muster der Hyphenldngen auf Wasser-Agar zuriickbleibt. Dies zeigt sich
besonders in den groferen prozentualen Hiufigkeiten in den Klassen 1-3 und den leicht
geringeren Anteilen in den Klassen 11 und 12 (19,5 + 4,8 % und 20,2 + 5,7 % auf MYSI-
Agar, verglichen mit 26,2 + 5,2 % und 23,4 + 3,7 % auf Wasser-Agar).

Wachstumsmuster: Das Wachstumsmuster auf MYS1-Agar zeigt ein heterogeneres Bild
als auf Wasser-Agar. Bis zum 20. Versuchstag sind die gemessenen Hyphenldngen zwar
grofer, die Differenzierung der Mycelien ist allerdings geringer. Zwar bleiben diese flach,
arm an langeren und verzweigten Lufthyphen und zeigen zahlreiche Verzweigungen auf dem
Substrat, aber ihr Wachstumsmuster ist weniger kompakt (Abb. 3.15b). Bis zum 30.
Versuchstag gewinnen die Mycelien an Kompaktheit und lassen grade im Zentralbereich eine
verstiarkte Bildung von (Luft-)Hyphen und Gallerte erkennen. Wie auf Wasser-Agar findet
diese Gallertbildungauch bevorzugt an ldngeren und parallel laufenden Hyphen statt, die von
grofleren Mycelien ebenfalls zwischen dem 20. und 30. Versuchstag verstirkt gebildet
werden. Zwar setzen die Gallertbildung und die Bildung von hyphal tip swellings zwischen
dem 20. und 30. Tag analog zu den Beobachtungen auf Wasser-Agar auch auf MYS1-Agar
ver-starkt ein, erweisen sich jedoch als stirker. Dies scheint ein generelles Merkmal auf
MYS1-Agar zu sein (vgl. Kapitel 3.1.2.1 und 3.1.2.2). Trotz dieser beschriebenen

Unterschiede dhneln die Differenzierungen der Mycelien deutlich denen auf Wasser-Agar.

3.1.2.4 Prakontakt-Einfluss von Myrmecia bisecta auf MYS1-Agar

Verteilung der Hyphenlingen: Bis zum 10. Versuchstag wachsen die Hyphen unter
Einfluss der nicht-lichenisierenden Alge Myrmecia bisecta auf MY S1-Agar nicht so weit aus,
wie dies auf Wasser-Agar der Fall ist (vgl. Abb. 3.12a mit Abb. 3.4a). Es stellt sich bei der
Verteilung der Hyphenlédngen (Abb. 3.12a) heraus, dass beinahe alle Mycelien Hyphenldngen
zwischen 1-300 um (Klassen 1-6) ausbilden. Dabei steigen die prozentualen Haufigkeiten der
Klassen 1-3 (1-150 pum) von 15,9 £ 6,5 % iiber 27,6 & 3,6 % auf 29,1 £ 1,1 % an und fallen in
den Klassen 4-6 (151-300 pm) von 16,8 £ 3,3 % {iber 5,8 £ 1,8 % auf 3,1 £ 1,1 % ab. Somit
bilden ca. 98 % aller Mycelien Hyphenldngen von unter 300 pm in einer angendhert
glockenformigen Verteilung aus. In den Klassen 7-10 (301-500 um) lauft diese Verteilung zu
grofleren Hyphenldngen hin aus und es finden sich mit jeweils < 1 % nur geringe Anteile von

Mycelien in diesen Klassen.
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Nach 20 Tagen Kulturdauer (Abb. 3.12b) hat sich dieses anndhernd glockenformige
Verteilungsmuster abgeflacht, verbreitert und zu grof8eren Hyphenldngen hin verschoben. In
Klasse 1 ist die Haufigkeit um ca. 8 % auf 8,2 + 6,7 % gesunken, in den Klassen 2-4 liegt sie
bei jeweils ca. 14 % und in den Klassen 5 und 6 ist sie um ca. 5 % und ca. 6 % auf 10,6 + 2,5
% bzw. 9,3 + 0,4 % gestiegen. Auch in den Klassen 7-10 steigen die Haufigkeiten auf Werte
zwischen 3 % und 4,5 % an. Nach 20 Versuchstagen treten erstmals Mycelien mit
Hyphenldngen > 501 um (Klassen 11 und 12) und mit Héaufigkeiten von 9,8 + 4,2 % und 2.9
+ 2,6 % auf. Dieses Verteilungsmuster &dhnelt stark den zuvor beobachteten
Verteilungsmustern unter Einfluss von Asterochloris sp. (Abb. 3,10b) und Trebouxia sp.
(Abb. 3.11b) nach 20 Tagen auf MYS1-Agar.

Bis zum 30. Versuchstag verflacht die beschriebene glockenformige Verteilung der
Hyphenldngen stark (Abb. 3.12¢). Die prozentualen Haufigkeiten sinken in den Klassen 1-9
ab; auf Werte zwischen ca. 6-9 % in den Klassen 1-6 (1-300 um) und auf Werte zwischen ca.
1-3 % in den Klassen 7-9 (301-450 pm). Bei den Mycelien mit groen Hyphenlidngen (Klasse
11 und 12 mit > 501 pm) steigen die Hiufigkeiten stark von 9,8 + 4,2 % auf 17,7 = 15,0 in
Klasse 11 und von 2,9 £ 2,6 % auf 27,4 + 38,3 % in Klasse 12. Damit dhneln die Mittelwerte
und das Verteilungsmuster zwar denen auf Wasser-Agar nach 20 Tagen, zeichnen sich

allerdings ebenso durch eine auffallend grof3e Streuung der Mittelwerte aus.

Wachstumsmuster: Die Wachstummuster des Mycobionten von Fulgensia bracteata unter
dem Einfluss der nicht-lichenisierenden Griinalge Myrmecia bisecta auf MYS1-Agar
entsprechen weitestgehend denen auf Wasser-Agar. Allerdings entwickeln sich die Mycelien
auf MYSI-Agar bis zum 30. Versuchstag nur bis zu einem Stadium, dass auf Wasser-Agar
einem Zwischenstadium zwischen dem 20. und 30. Versuchstag entsprache (vgl. Abb. 3.16¢
mit Abb. 3.8b und Abb. 3.8¢). Die Mycelien zeichnen sich durch ein kompaktes Wachstum
im Zentralbereich aus, in dem die vermehrte Bildung von Lufthyphen ein beginnendes
Hohenwachstum anzeigt. Der Zentrumsbereich zeigt dabei nur selten ein klar sphérisches
Wachstumsmuster, wie es in Abb. 3.18c dargestellt ist. Wahrend im Zentralbereich nur wenig
bis méBig Gallerte gebildet wird, zeigt sich an den radidr auf dem Substrat auswachsenden
Hyphen vermehrte Gallertbildung. Diese konzentriert sich auf parallele Hyphen, die seltener
auftreten als auf Wasser-Agar, und auf Bereiche in denen Hyphen sich kreuzen. Lange radiir
auswachsende Hyphen bilden sich schon bis zum 20. Versuchstag (Abb. 3.16b), prdgen das

Wachstumsmuster allerdings nicht so deutlich, wie es auf Wasser-Agar der Fall ist.
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3.1.2.5 Darstellungen zur Auswertung auf MYS1-Agar
In den nachfolgenden Abbildungen (3.13 bis 3.18) zeigt sich die erwédhnte Gallertbildung als
schwirzlich unterlegter Bereich, der die Hyphen umgibt. Lufthyphen dagegen erscheinen in

den Abbildungen zumeist weil3.

Wachstumscharakteristika des Mycobionten von F. bacteata
Kontrolle  Asterochloris Trebouxia Myrmecia
sp. sp. bisecta
Hyphenldnge + +++ +4+4+++ T
Verzweigungen + ++ +++ e
Lufthyphen + 4 ++ P
- Laénge + + o+ ++
- Verzweigungen - - . ++
- Dreidimensionalitét - - - +
Radialhyphen - + ++ ++
Parallelhyphen - - ++ +
hyphal tip swellings L3 s ++ +
Gallertbildung + ++ ++++ 44
- an Parallelhyphen - . +++ +
- ganzes Mycel - - ++ +
- zentrales Mycel - - ++ +
Wachstumsmuster - lose kompakt kompakt
netzartig flach sphérisch

Tab. 3.2: Wachstumcharakteristika des Mycobionten von F. bracteata unter Einfluss zweier Photobionten bzw.
der Alge Myrmecia bisecta auf MYS1-Agar. Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Ausprigung bestimmter
Charakteristika, die sich als geeignete Kriterien zur Beschreibung und Unterscheidung der verschiedenen
Wachstumsmuster erwiesen haben. Die Stirke des Vorkommens dieser Merkmale wird durch die Haufigkeit an
Pluszeichen (+) dargestellt, Minuszeichen (-) geben das vollstdndige oder fast vollstindige Fehlen eines
Merkmals an.
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Verteilung der Hyphenlangen auf MY-Agar, Kontrolle, Tag 10
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Abb. 3.9a

Verteilung der Hyphenléangen auf MY-Agar, Kontrolle, Tag 20
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Abb. 3.9b

Verteilung der Hyphenléangen auf MY-Agar, Kontrolle, Tag 30
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Abb. 3.9a,b,c: Verteilung der Hyphenldnge des Mycobionten F. bracteata unter Kontrollbedingungen nach 10,
20 und 30 Tagen auf MYS1-Agar. Das Histogramm zeigt die relativen Haufigkeiten der Klassen der Hyphen-
lange als Mittelwert aus drei Wiederholungen und die Standardabweichung als Maf} der Streuung. Anzahl ver-

messener Sporen: 3.9a: 285 (n;+nytn; = 116+85+84), 3.9b: 107 (n;+ny+tn; = 45+13+49),
3.9¢: 329 (n;+ny+n; = 108+108+113).
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Verteilung der Hyphenlangen auf MY-Agar, L. /u.-Photobiont, Tag 10
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Abb. 3.10a

Verteilung der Hyphenldangen auf MY-Agar, L. lu.-Photobiont, Tag 20
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Abb. 3.10b

Verteilung der Hyphenlangen auf MY-Agar, L. lu.-Photobiont, Tag 30
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Abb. 3.10a,b,c: Verteilung der Hyphenldnge des Mycobionten F. bracteata unter dem Einfluss des unspezi-
fischen Photobionten Asterochloris sp. nach 10, 20 und 30 Tagen auf MYS1-Agar. Das Histogramm zeigt die
relativen Haufigkeiten der Klassen der Hyphenlénge als Mittelwert aus drei Wiederholungen und die Standard-
abweichung als MaB3 der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.10a: 238 (n;+ny+n; = 39+128+71),
3.10b: 390 (n;+ny+n3 = 133+108+146), 3.10c: 317 (n;+ny+tn3 = 107+107+103).
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Abb. 3.11a,b,c: Verteilung der Hyphenlédnge des Mycobionten F. bracteata unter Einfluss des arteigenen
Photobionten Trebouxia sp. nach 10, 20 und 30 Tagen auf MYS1-Agar. Das Histogramm zeigt die relativen
Haufigkeiten der Klassen der Hyphenlidnge als Mittelwert aus drei Wiederholungen und die Standardab-
weichung als Maf3 der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.11a: 543 (n;+n,+n; = 181+181+181),

3.11b: 465 (n+ny+tn; = 157+160+148), 3.11c: 302 (n,+ny+tn; = 100+100+102).
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Verteilung der Hyphenlangen auf MY-Agar, M. bi.-Alge, Tag 10
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Verteilung der Hyphenlangen auf MY-Agar, M. bi.-Alge, Tag 20
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Abb. 3.12b

Verteilung der Hyphenlangen auf MY-Agar, M. bi.-Alge, Tag 30
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Abb. 3.12a,b,c: Verteilung der Hyphenldnge des Mycobionten F. bracteata unter Einfluss der nicht-
lichenisierenden Alge Myrmecia bisecta nach 10, 20 und 30 Tagen auf MY S1-Agar. Das Histogramm zeigt die
relativen Haufigkeiten der Klassen der Hyphenlénge als Mittelwert aus drei Wiederholungen und die Standard-

abweichung als MaB der Streuung. Anzahl vermessener Sporen: 3.12a: 416 (n;+n,+n; = 176+132+108),
3.12b: 376 (n;+tny+n; = 171+101+104), 3.12¢: 187 (n+ny+n; = 77+55+55).
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' Abb. 3.13¢

Abb. 3.13a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf MY S1-Agar unter Kontrollbedingungen, d. h.
ohne Einfluss einer Alge bzw. Photobionten, nach 10 (3.13a), 20 (3.13b) und 30 (3.13c) Tagen unter definierten
Kulturbedingungen. Die Marke a zeigt die Position einer Spore an, Marke c zeigt eine hyphal tip swelling.
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. “Abb. 3.14a

S Abb. 3.14b

Abb. 3.14c

Abb. 3.15a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf MYS1-Agar unter Einfluss des unspe-
zifischen Photobionten Asterochloris sp. aus L. lurida nach 10 (3.14a), 20 (3.14b) und 30 (3.14c) Tagen unter
definierten Kulturbedingungen. Die Marke a zeigt die Position einer stark auswachsenden Spore an.

76



3 Ergebnisse

% Abb. 3.15a

Abb. 3.15b

Abb. 3.15¢

Abb. 3.15a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf MY S1-Agar unter Einfluss des spezifischen
Photobionten Trebouxia sp. aus F. bracteata, nach 10 (3.15a), 20 (3.15b) und 30 (3.15¢) Tagen unter definierten
Kulturbedingungen. Marke a zeigt eine hyphal tip swelling, Marke b zeigt stark gallertbildende Hyphen.
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Abb. 3.16a

Abb. 3.16a,b,c: Wachstum des Mycobionten von F. bracteata auf MYS1-Agar unter Einfluss der Alge
Myrmecia bisecta nach 10 (3.16a), 20 (3.16b) und 30 (3.16c) Tagen unter definierten
Kulturbedingungen. Die Markierung a zeigt eine auskeimende Spore.
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{Abb. 3.17a

22 Abb. 3.17b

dAbb. 3.17¢

Abb. 3.17a,b: starke Gallertbildung (Marke a), sowie parallele Hyphen und beginnende Gallertbildung (Marke
b) nach 20 Tagen unter Einfluss der spezifischen Alge Trebouxia sp. auf MYS1-Agar. Abb. 3.17¢c: parallele
Hyphen und Gallertbildung (Marke c) nach 30 Tagen unter Einfluss von Myrmecia bisecta auf MYS1-Agar.
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‘Abb. 3.18¢

Abb. 3.18a,b: Ausbildung von hyphal tip swellings (Marke a) und Anastomosen (Marke b). Abb. 3.18¢c:
Maximal beobachtetes Wachstum nach 30 Tagen unter Einfluss von Myrmecia bisecta auf Wasser-Agar mit
starker zentraler Lufthyphenbildung (Marke c) und peripherer Gallertbildung (Marke d).
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3.1.3 Generelle Wachstumsmuster

Die Wachstumsmuster der Mycobionten von Fulgensia bracteata zeigen gute Uberein-
stimmungen zwischen den Mycelien, die unter gleichen EinflussgrofBen — Kontrolle als
Ansatz ohne besonderen Einfluss, Prakontakt-Einfluss von Asterochloris sp. von Trebouxia
sp. und von Myrmecia bisecta — aber auf den beiden unterschiedlichen Medien kultiviert
wurden. Viele Differenzierungs- und Wachstumsprozesse unter den verschiedenen Einfliissen
dhneln sich, wihrend einige Merkmale Abweichungen zeigen. Die Unterschiede im
Mycobiontenwachstum auf Wasser-Agar und auf MYS1-Agar sind gering und zeigen sich
hauptsdchlich in der allgemein stirkeren Bildung von Gallerte, Lufthyphen und Ayphal tip
swellings, der tendenziell geringeren Hyphenlinge nach 30 Versuchstagen und dem
geringeren und weniger klar differenzierten Wachstum (besonders unter Einfluss von M.
bisecta) auf MYS1-Agar. Auf Wasser-Agar treten die durch die verschiedenen Einfliisse
hervorgerufenen Differenzierungen klarer zutage. Unter den Kontrollbedingungen kommt es,
bedingt durch das stagnierende Hyphenwachstum, nicht zur Ausbildung von besonderen
Wachstumsmustern. Unter Einfluss von Asterochloris sp. bilden sich lose und wenig differen-
zierte Mycelien, die miteinander vernetzt sind und weite Bereiche des Substrates kolonisieren.
Unter Einfluss von Trebouxia sp. finden sich hédufig flache, also lufthyphenarme, kompakte
und oft radidr auswachsende Mycelien, die durch eine héufige Bildung von Gallerte im
Zentralbereich und an den radidr und oftmals parallel auswachsenden Hyphen auffallen. Unter
Einfluss von Myrmecia bisecta kommt es zum stirksten beobachteten Hyphenwachstum und
zur Bildung von kompakten Mycelien, die durch starke Lufthyphenbildung einen radial-
sphérischen Zentralbereich entwickeln und von diesem aus radidre, manchmal parallel

auswachsende und dort teilweise gallertisierende Hyphen ausbilden.

3.1.4 Durchschnittliche Hyphenlangen

Die Abb. 3.19a und 3.20a zeigen die durchschnittliche Hyphenldnge in um pro Spore auf
Wasser-Agar und auf MYS1-Agar als Mittelwert aus drei Replicates und deren Streuung als
Standardabweichung an. Mittels t-Test konnen signifikante Unterschiede zwischen zwei zu
vergleichenden Ansétzen berechnet werden. Die Ergebnisse der t-Tests finden sich in den

Tab. 3.4, 3.5 und 3.6 je nachdem, welche Ansétze miteinander verglichen werden sollen.

3.1.4.1 Hyphenlangen der Kontrolle

Kontrolle auf Wasser-Agar Die Proben der Kontrolle auf Wasser-Agar zeigen zwischen
Versuchsbeginn und dem 10. Versuchstag ein Wachstum von 0 um auf 53,4 £ 4,0 um und bis
zum 20. Versuchstag einen weiteren signifikanten Zuwachs auf 72,8 £ 5,1 um (vgl. Abb.
3.19a). Zwischen dem 20. und 30 Versuchstag findet kein messbares Wachstum mehr statt.
Der Wert fiir die durchschnittliche Hyphenldnge fiéllt stattdessen auf 62,5 + 3,8 um. Dieser
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Unterschied ist insignifikant, was insofern logisch erscheint, als dass es hochst
unwahrscheinlich ist, davon auszugehen, dass die Ldnge einmal gebildeter Hyphen wieder
abnehmen konnte. Es bleibt also festzuhalten, dass die Messmethode eine gewisse
Unsicherheit von ca. 10 um besitzt und dass das Hyphenwachstum zwischen dem 20. und 30.
Versuchstag stagniert. Das hauptsédchliche Hyphenwachstum findet bis zum 10. Tag in Kultur
statt, bis zum 20 Tag in Kultur setzt es sich in geringerer Stdrke fort und ungefahr um den 20.

Versuchstag kommt das weitere Hyphenwachstum zum Erliegen.

Kontrolle auf MYS1-Agar: Auf MYSI1-Agar (vgl. Abb. 3.20a) wachsen die Hyphen
zwischen Versuchsbeginn und dem 10. Versuchstag von 0 um auf lediglich 36,9 + 0,7 um aus
und bleiben damit hinter dem Wachstum auf Wasser-Agar (53,4 + 4,0 um) im vergleichbaren
Zeitraum zuriick. Zwischen dem 10. und 20. Versuchstag steigt die durchschnittliche
Hyphenldnge signifikant um weitere 9 um auf 48,4 + 2,5 um und auch zwischen dem 20. und
30. Versuchstag findet ein weiteres signifikantes Hyphenwachstum auf 67,0 = 2,0 um statt.
Auch auf MYS1-Agar verhélt es sich so, dass das stirkste Hyphenwachstum bis zum 10.
Versuchstag stattfindet, danach wachsen die Hyphen kontinuierlich bis zum 30. Versuchstag
weiter. Mit 67,0 = 2,0 um liegt die durchschnittliche Hyphenlidnge leicht unter dem Wert, der
nach 20 Tagen Kulturdauer auf Wasser-Agar erreicht wird (72,8 £ 5,1 um) und leicht iiber
dem nach 30 Tagen Kulturdauer auf Wasser-Agar ermittelten Wert von 62,5 & 3,8 um.

Vergleich der Kontrollen auf beiden Medien: Unter den verwendeten Kulturbedingungen
zeigen die Kontrollen auf beiden Medien das schwichste Hyphenwachstum. Auf Wasser-
Agar kommt es um den 20. Versuchstag herum zum Erliegen, auf MYS1-Agar steigt es zuerst
langsamer und danach kontinuierlich bis zum 30. Versuchstag. Die durchschnittlichen
Hyphenldngen nach 30 Tagen Kultur unterscheiden sich auf beiden Medien nur insignifikant
(Tab. 3.6). Weitere Untersuchungen nach 80 Tagen in Kultur zeigen, dass im weiteren
Verlauf kein merkliches Hyphenwachstum mehr stattfindet. Erwdhnenswert ist weiterhin,
dass sich auf MYS1-Agar die Haufigkeiten in den Klassen 1-3 (1-150 pm) zwar zu gréf3eren
Hyphenldngen hin verschieben (vgl. Abb. 3.9b und Abb. 3.9¢) und damit die Zunahme der
durchschnittlichen Hyphenlidnge begriinden, das Hyphenwachstum aber in keinem Fall — im
Gegensatz zur Kontrolle auf Wasser-Agar — {tlber 150 um hinaus geht. Dieses
Wachstumsverhalten kann als growth arrest (nach Giovanetti 2002), also als
,, Wachstumsstillstand* oder als ,,Aussetzen des Wachstums* ab einem bestimmten Punkt in
der Entwicklung des Mycobionten, angesehen werden. Besonders in Hinblick auf das weitaus
massivere Wachstum unter Einfluss der Photobionten bzw. der Alge Myrmecia bisecta, das in

den folgenden Abschnitten beschrieben wird.
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3.1.4.2 Hyphenlangen unter Einfluss von Asterochloris sp.

Einfluss von Asterochloris sp. auf Wasser-Agar Kkultiviert: Unter Einfluss des
unspezifischen Photobionten Asterochloris sp. zeigt sich nach 10 Tagen Kulturdauer auf
Wasser-Agar eine durchschnittliche Hyphenldnge von 41,7 £ 13,8 um (vgl. Abb. 3.19a), die
tenden-ziell aber insignifikant unter der der Kontrolle (53,4 = 4,0 um) liegt. Bis Versuchstag
20 steigt die Hyphenlidnge insignifikant auf 66,3 = 17,5 um und liegt weiterhin insignifikant
unter der durchschnittlichen Hyphenlédnge der Kontrolle (72,8 + 5,1 um). Zwischen Versuchs-
tag 20 und 30 kommt es zu einem starken und erstmals signifikanten Anstieg der
durchschnitt-lichen Hyphenldnge um ca. 260 pm auf 3422 + 79,0 um, die damit auch
signifikant die durchschnittliche Hyphenldnge der Kontrolle (62,5 & 3,8 um) auf Wasser-Agar
iibersteigt.

Einfluss von Asterochloris sp. auf MYS1-Agar kultiviert: Auf MYSI1-Agar (vgl. Abb.
3.20a) zeigt sich ein anderes Verhalten beziiglich der Zunahme der durchschnittlichen
Hyphenldnge. Bereits nach 10 Tagen in Kultur betrdgt diese 115,5 + 29,0 um und
unterscheidet sich damit signifikant von der Kontrolle (36,9 + 0,7 um) und liegt ebenso
deutlich iiber dem vergleichbaren Hyphenwachstum auf Wasser-Agar (41,7 + 13,8 um).
Dieses starke Hyphenwachstum setzt sich bis zum 20. Tag in Kultur fort und steigt signifikant
auf 226,2 £ 19,6 um an, womit sich auch der signifikante Unterschied zur Kontrolle auf
MYS1-Agar und zur Vergleichsprobe auf Wasser-Agar (66,3 £ 17,5 um) deutlich erhoht.
Zwischen dem 20. und 30. Tag in Kultur ldsst sich hingegen nur ein schwécheres Wachstum
dokumentieren. Die durchschnittliche Hyphenlidnge steigt um ungefdhr 60 um auf 283,3 +
99,9 um an, sie liegt damit ungefahr vierfach und signifikant iiber der Kontrolle auf MYS1-
Agar, aber insignifikant um ca. 40 pum niedriger als die der Vergleichsprobe auf Wasser-Agar
(324,2 £ 79,0 um).

Vergleich der Einfliisse von Asterochloris sp. auf beiden Medien: Am Ende der
Versuchsdauer (Tag 30) unterscheiden sich auf beiden Medien weder die durchschnittlichen
Hyphenldangen unter Einfluss des unspezifischen Photobionten Asterochloris sp. signifikant,
noch die generellen Wachstumsmuster (vgl. Kapitel 3.1.2). Auffallig ist, trotz eines dhnlichen
Endergebnisses, die unterschiedliche Entwicklung zwischen dem Versuchsbeginn und dem
Versuchsende an Tag 30. Die Mycelien nach 10 und 20 Versuchstagen auf Wasser-Agar
weisen nur geringe Hyphenldngen auf und sind tendenziell kiirzer als die der Kontrolle,
zeigen aber zwischen dem 20. und 30. Versuchstag ein sehr starkes Hyphenwachstum. Auf
MYS1-Agar hingegen sind schon nach 10 Tagen in Kultur Hyphenldngen zu messen, die
deutlich gréBer als die Kontrolle und die Vergleichsprobe auf Wasser-Agar sind. Dieses
Wachstum setzt sich danach kontinuierlich fort, bleibt aber zum 30. Tag in Kultur

insignifikant unter dem der Vergleichsprobe auf Wasser-Agar. Diese Entwicklung ist an den
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Histogrammen zur Haufigkeitsverteilung der Hyphenlédnge nachvollziehen (Abb. 3.2a,b,c und
Abb. 3.10a,b,c).

3.1.4.3 Hyphenlangen unter Einfluss von Trebouxia sp.

Einfluss von Trebouxia sp. auf Wasser-Agar kultiviert: Am 10. Tag in Kultur weisen
Mycelien von F. bracteata unter Einfluss des arteigenen Photobionten eine durchschnittliche
Hyphenldange von 84,8 + 30,7 um auf (vgl. Abb. 3.19a). Das Hyphenwachstum ist damit
insignifikant stirker als in der Kontrolle (53,4 + 4,0 um) oder unter Einfluss von
Asterochloris sp. (41,7 £ 13,5 pum). Bis zum 20. Tag in Kultur erhoht sich die durch-
schnittliche Hyphenldnge um ca. 50 um auf 135,6 + 17,5 um und liegt signifikant iiber dem
Wert der Kontrolle und dem unter Einfluss von Asterochloris sp. (66,3 = 17,5 um). Das
Wachstum unter Einfluss von Trebouxia sp. verstirkt sich und beschleunigt sich bis zum 30.
Versuchstag weiter. Bis zu diesem Zeitpunkt steigt die durchschnittliche Hyphenldnge massiv
und signifikant um ungefdhr 630 pm auf insgesamt 769,2 £ 123,6 um an. Damit liegt sie
signifikant um ca. 700 um iiber dem Wert der Kontrolle und um ca. 440 pm {iber dem Wert
unter Einfluss von Asterochloris sp. Der Grofteil des Zuwachses der Hyphenlidnge erfolgt

zwischen dem 20. und 30. Versuchstag.

Einfluss von Trebouxia sp. auf MYS1-Agar kultiviert: Am 10. Tag in Kultur weisen die
Mycelien hier (vgl. Abb. 3.20a) eine Durchschnittshyphenldnge von 100,0 + 18,0 um auf
(vgl. Abb. 3.20a). Dieser Wert liegt signifikant iber dem Wert der Kontrolle (39,6 = 0,7),
aber tendenziell unter dem Wert unter Einfluss von Asterochloris sp. (115,5 £ 29,0 um).
Ebenso liegt der Wert tendenziell iiber dem Vergleichswert auf Wasser-Agar (84,8 = 30,7
um). Nach 20 Tagen in Kultur steigt die durchschnittliche Hyphenldnge signifikant um ca.
190 um auf 290,9 + 14,1 um. Dieser Wert liegt signifikant iiber dem Wert der Kontrolle (48,4
+ 2,5 um) und dem Wert unter Einfluss von Asterochloris sp. (226,2 £ 19,6 um). Der Wert ist
dariiber hinaus mehr als doppelt so hoch, wie der der Vergleichsprobe auf Wasser-Agar. Bis
zum 30. Versuchstag verdoppelt sich die durchschnittliche Hyphenlidnge anndhernd auf 572,4
+ 146,5 um. Dies bedeutet einen signifikanten Anstieg, auch im Vergleich zur Kontrolle (67,0
+ 2,0 um) und einen doppelt so hohen Anstieg im Vergleich zu dem Einfluss von
Asterochloris sp. (283,3 £ 99,9 um).

Vergleich der Einfliisse von Trebouxia sp. auf beiden Medien: Betrachtet man die
Entwicklung der durchschnittlichen Hyphenldngen auf beiden Medien (Abb. 3.19a und Abb.
3.20a), so zeigt sich ein Wachstumsmuster, dass dem bereits beschriebenen unter
Asterochloris sp.-Einfluss dhnelt. Auf Wasser-Agar zeigt das Hyphenwachstum nach 10
Tagen ein Niveau, dass auf dem der Kontrolle und auf dem mit Einfluss von Asterochloris sp.
liegt, wenn auch leicht erhoht. Bis zum 20. Versuchstag steigt die Durchschnittshyphenlédnge

deutlich an und tiberschreitet das Niveau von Kontrolle und Einfluss von Asterochloris sp.
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signifikant. Zwischen dem 20. und 30. Versuchstag verstédrkt sich das Wachstum der Hyphen
massiv um einen Faktor von 5,6 und erreicht mit ca. 770 um einen hohen Durchschnittswert.
So zeigt sich — wie auch unter Einfluss von Asterochloris sp. — ein Wachstum, das erst
zwischen dem 20. und 30. Versuchstag einen starken Langenzuwachs aufweist. Es ldsst sich
allerdings feststellen, dass die nach 30 Tagen in Kultur erreichte durchschnittliche
Hyphenldnge jene unter Einfluss von Asterochloris sp. signifikant iibertrifft. Auf MYS1-Agar
zeigt sich — ebenfalls wie fiir den Einfluss von Asterochloris sp. beschrieben — das Bild einer
kontinuierlichen Wachstumsgeschwindigkeit mit einer durchschnittlichen Hyphenldnge, die
am Ende der Versuchsdauer tendenziell hinter der auf Wasser-Agar zuriickbleibt. Das
Wachstum verlduft auch auf MY S1-Agar stéirker, als unter Einfluss von Asterochloris sp. und

tibertrifft dieses nach 30 Tagen signifikant.

3.1.4.4 Hyphenlangen unter Einfluss von Myrmecia bisecta

Einfluss von Myrmecia bisecta auf Wasser-Agar: Die durchschnittliche Hyphenlidnge
unter Einfluss der Alge M. bisecta liegt nach 10 Tagen Kultur auf Wasser-Agar bei 320,5 +
117,1 um. Sie iibertrifft damit die aller anderen Ansétze signifikant. Bis zum 20. Versuchstag
steigt der Mittelwert um ca. 350 um auf 668,6 + 451,0 um. Auffallig ist in diesem Fall die
starke Streuung des Mittelwertes, da sich die Mycelien trotz identischer Versuchs- und
Kulturbedingungen unterschiedlich schnell zu entwickeln scheinen. Damit liegt der Mittel-
wert nach 20 Tagen zwar durchschnittlich, aber nicht signifikant {iber dem der drei anderen
Versuchsansétze. Bis zum 30. Tag in Kultur nimmt die durchschnittliche Hyphenldnge massiv
zu, sie verdoppelt sich annidhernd auf 1255,9 + 154,1 um. Nach 30 Tagen in Kultur scheinen
sich die Hyphenlidngen also wieder aneinander angeglichen zu haben. Dies zeigt sich in der
geringeren Streuung. Die durchschnittliche Hyphenldnge nach 30 Versuchstagen liegt
signifikant {iber der der drei anderen Ansédtze und iibertrifft diese um ca. 1200 um (Kontrolle),

930 um (Asterochloris sp.-Einfluss) und 480 um (7rebouxia sp.-Einfluss).

Einfluss von Myrmecia bisecta auf MYS1-Agar: Die durchschnittliche Hyphenldnge auf
MYS1-Agar zeigt nach 10 Tagen in Kultur einen Wert von 118,0 + 12,0 um und gleicht
damit denen unter Einfluss der beiden Photobionten (115,5 + 29,0 um fiir Asterochloris sp.
und 100,0 + 18,0 um fiir Trebouxia sp.). Bis zum 20. Versuchstag steigt der Wert auf 270,8 +
30,2 um und dhnelt wieder stark denen der beiden Photobionten (226,2 + 19,8 um fiir Astero-
chloris sp. und 290,9 £+ 14,1 um fiir Trebouxia sp.). Das Wachstum beschleunigt sich im
Mittel bis zum 30. Versuchstag und erreicht eine durchschnittliche Hyphenlédnge von 615,0 +
473,6 um. Dieser Wert zeichnet sich ebenfalls durch eine starke Streuung aus und liegt daher

nur insignifikant iiber den durchschnittlichen Hyphenldngen der anderen Versuchsansitze.
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Vergleich der Einfliisse von Myrmecia bisecta auf beiden Medien: Wihrend auf Wasser-
Agar das durchschnittliche Hyphenwachstum unter Einfluss von M. bisecta eindeutig am
ausgepragtesten ist und das aller anderen Versuchsansétze tibertrifft, ist es auf MYS1-Agar
iiber die gesamte Versuchsdauer eher mit dem unter Einfluss des arteigenen Photobionten
Trebouxia sp. zu vergleichen. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang sind die sehr
dhnlichen Mittelwerte und deren hohe Streuung nach 20 Tagen auf Wasser-Agar und nach 30
Tagen auf MYSI-Agar (668,6 £ 451,0 um versus 615,0 = 473,6 pm). Diese Ahnlichkeit
spiegelt sich ebenfalls in den Darstellungen zur Verteilung der Héufigkeiten der
Hyphenldangenklassen wieder (Abb. 3.4b und Abb. 3.12c), die sowohl hohe prozentuale
Anteile in den niedrigen Klassen der Hyphenldnge als auch in den hohen Klassen aufweisen.
In Anbetracht der Tatsache, dass auch unter Einfluss der beiden Photobionten das
durchschnittliche Hyphenwachstum nach 30 Tagen auf MYS1-Agar hinter dem auf W-Agar
zuriickbleibt, kann man annehmen, dass sich beide Ansétze in einem dhnlichen — auf MYS1-
Agar lediglich verzogert eintretenden — Entwicklungsschritt befinden. In diesem
Entwicklungsschritt existiert trotz identischer Versuchs- und Kulturbedingungen eine sehr
grofle Variabilitdt der Hyphenldnge.

3.1.4.5 Darstellung der Hyphenlangen im Boxplot

Die Abbildungen 3.21a und 3.21b stellen die Auswertung der durchschnittlichen
Hyphenldngen mittels Boxplots fiir die Ansdtze auf Wasser-Agar und die auf MYS1-Agar
dar. Die Boxplots werden mit der Software BrightStat (Stricker 2008) erstellt. Sie geben die
statistische Verteilung der Hyphenldngen graphisch wieder. Hier findet nicht der
arithmetische Mittelwert Verwendung sondern der Median der Hyphenldangenmittelwerte der
drei Replicates. Er wird als fetter Strich dargestellt und der arithmetrische Mittelwert als
Kreuz. Die Boxen (grau) umfassen jeweils die mittleren 50 % der Daten, die durch das obere
und das untere Quartil begrenzt werden, die Fehlermarker (whisker) umfassen 100 % der
Daten. Der Median ist weniger sensibel fiir Ausreiller als das arithmetische Mittel und der
Boxplot gibt prinzipiell einen robusten und detaillierten Uberblick iiber die Daten, dennoch
spiegeln die Boxplots sehr gut die bereits beschriebenen Ergebnisse aus dem Abbildungen
3.19a und 3.20a wieder und unterstiitzen damit die bereits getroffenen Aussagen, die sich aus

der Auswertung der Mittelwerte ableiten lassen.

3.1.4.6 Darstellung der Hyphenlangen im Quantil-Quantil-Plot

In fast allen Darstellungen zur Verteilung der Hyphenldngen deutet sich bereits an, dass die
Hyphenldangen keiner Normalverteilung unterliegen. Wéhrend die relativen prozentualen
Haufigkeiten groBerer Klassen mit zunehmender Kulturdauer zunehmen (aufler in den
Ansitzen der Kontrolle), findet sich in allen Ansédtzen auch nach fortgeschrittener Kulturdauer

ein nenneswerter Anteil an Mycelien mit kurzen und sehr kurzen Hyphenldngen. In der
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statistischen Auswertung zeigt sich weiterhin, dass die Hyphenlédngen aller untersuchten
Ansitze nicht normalverteilt sind, sondern eher einer bimodalen Verteilung entsprechen. Ob
dies unter anderem die bereits beschriebene starke Streuung der Daten unter Einfluss von
Mymecia bisecta nach 20 Tagen auf Wasser-Agar und nach 30 Tagen auf MYSI-Agar
erklaren kann, muss diskutiert werden (vgl. Abb 3.4b und 3.12¢ sowie Abb. 3.19a und 3.20a).
Solch eine Verteilung ldsst sich eindeutig in der dazugehdrigen Darstellung der Gesamt-
Datensétze als Quantile-Quantile-Plot (QQ-Plot) mit Hilfe der Statistik-Software R zeigen,
die sich beispielhaft fiir den Versuch unter Einfluss von Asterochloris sp. nach 30 Tagen auf
Wasser-Agar in Abb. 3.22 findet. Der Plot zeigt deutlich, dass im unteren und oberen Bereich
die Werte deutlich nach oben von der hier als grader Linie dargestellten Normalverteilung
abweichen und auch tiber die Konfidenzintervalle (gestrichelte Linien) hinausgehen. In der
Mitte hingegen weichen sie nach unten ab. Besonders grofle und besonders kleine Mycelien
sind daher fiir eine Normalverteilung {iiberrepriasentiert, mittelgroBe Mycelien
unterrepriasentiert. Eine derartige Verteilung ergibt sich fiir alle untersuchten Ansdtze, und
nimmt stets mit zunehmender Kulturdauer zu. Die bereits beschriebenen Beobachtungen und
solche QQ-Plots zeigen deutlich, dass sich trotz der standardisierten Kulturbedingungen und
der gemeinsamen Herkunft der ausstreuenden Apothecien nicht alle Mycelien auf einem
Replicate in identischer Weise und/oder Geschwindigkeit entwickeln. Stattdessen scheinen
verschiedene Mycelien verschiedene Wachstumsgeschwindigkeiten zu verfolgen. Wéhrend,
verglichen mit den Kontrollbedingungen, einige Mycelien unter dem Prakontakt-Einfluss der
Photobionten bzw. der Alge starkes Hyphenwachstum zeigen, wéchst ein gewisser
Prozentsatz der untersuchten Mycelien nicht iiber ein gewisses Mall hinaus oder wichst nur

sehr langsam.

3.1.5 Anzahl der Verzweigungen

Die durchschnittliche Anzahl an Verzweigungen auf Wasser- und MYS1-Agar ist auf den
Abbildungen 3.19b und 3.20b dargestellt. Auf beiden Abbildungen wird ersichtlich, dass die
Anzahl an beobachteten Verzweigungen in klarer Abhdngigkeit zur Hyphenlédnge und deren
Zunahme steht. So zeigt sich unter Einfluss von Asterochloris sp. und Trebouxia sp., dass die
Anzahl mit den beiden Photobionten besonders stark zwischen dem 20. und 30. Versuchstag
auf 4,1 £ 1,2 bzw. 18,6 £ 8,6 Verzweigungen pro Spore zunimmt und damit im gleichen
Zeitraum, in dem die durchschnittliche Hyphenlédnge ebenfalls stark ansteigt (vgl. Abb. 3.19a
und 3.19b). Auch unter Einfluss von Myrmecia bisecta steigen beide Parameter in dhnlicher
Weise und mit dhnlicher Streuung an. In der Kontrolle bleibt die Anzahl an Verweigungen
gering und nimmt ebenso wenig zu, wie die durchschnittliche Hyphenldnge. Im Vergleich
von durchschnittlicher Verzweigungszahl und durchschnittlicher Hyphenlinge von
Asterochloris sp. und Trebouxia sp. zeigt sich allerdings , dass die Verzweigungsrate stiarker
unter Einfluss von Trebouxia sp. ansteigt, als unter Einfluss von Asterochloris sp. Dies

bestitigt das Ergebnis der qualitativen Auswertung, dass die Verzweigungszahl bei
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spezifischen Biontenkontakt hoher ist, als bei Kontakt zum inkompatiblen Photobionten.
Diese verstiarkte Verzweigung ist allerdings an das ebenfalls verstirkte Hyphenwachstum

gekoppelt.

3.1.6 Keimungsraten

Die Keimungsraten auf Wasser-Agar zeigen fiir alle Versuchsansitze dhnlich hohe und nur
insignifikant unterschiedliche Werte nach 10, 20 und 30 Tagen Kulturdauer (Abb. 3.19¢). Sie
liegen nach 10 Tagen zwischen 63 % und 74 % und steigen bis zum 30. Tag in Kultur auf
Werte zwischen 82 % und 96 % an. Alle Versuchsansitze zeigen einen Anstieg der
Keimungsrate mit zunehmender Kulturdauer. Analog zum massiv geforderten
Mycobiontenwachstum unter Einfluss von Myrmecia bisecta liegt dort die Keimungsrate mit
95,7 £ 0,6 % am hochsten. Dieses Muster der iiber die Kulturdauer kontinuierlich
zunehmenden Keimungsrate zeigt sich auf MYS1-Agar nicht (Abb. 3.20c). Hier liegen die
Keimungsraten unabhingig vom Zeitpunkt der Messung zwischen 65,8 + 4,1 % und 80,9 +
4,2 %. Abgesehen vom der fehlenden Zunahme der Keimungsrate iiber die Zeit dhneln diese

Werte denen auf Wasser-Agar nach 10 Tagen Kulturdauer.
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Abb. 3.19a,b,c: Vergleichende Darstellung von Hyphenlidnge in pm, Verzweigungszahl und Keimungsrate in %
des Mycobionten Fulgensia bracteata unter Kontrollbedingungen und unter Einfluss ausgewéhlter Algen nach
10, 20 und 30 Tagen auf Wasser-Agar. Die Balkenldnge der Histogramme zeigt die Mittelwerte des jeweiligen

Parameters aus drei Wiederholungen, die whisker geben deren Streuung als Standardabweichung an.
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Abb. 3.20a,b,c: Vergleichende Darstellung von Hyphenlidnge in pm, Verzweigungszahl und Keimungsrate in %
des Mycobionten Fulgensia bracteata unter Kontrollbedingungen und unter Einfluss ausgewahlter Algen nach
10, 20 und 30 Tagen auf MYS1-Agar. Die Balkenldnge der Histogramme zeigt die Mittelwerte des jeweiligen
Parameters aus drei Wiederholungen, die whisker geben deren Streuung als Standardabweichung an.

Boxplot der durchschnittlichen Hyphenlangen auf Wasser-Agar
1600 -
1400 - _[_
+
1200 -
i
g
c 1000 =
Q
g 800
:
% 600 .
£
400 -
=t
200 <
==
—— i — =
0 -
1 I I ) I I I 1 I ) | I I I I
10d 20d 30d 10d 20d 30d 10d 20d 30d 10d 20d 30d
Kontrolle L. lurida F. bracteata M. bisecta
Photobiont Photobiont Alge
Abb. 3.21a
Boxplot der durchschnittlichen Hyphenldngen auf MY-Agar
1600 -
1400 -
1200 -
E
=< 1000 -
=
S
E 800 -
8 —1—
S 600 - - +
£ T
400 -
— == |
200 - — T
E ——
. . ——— c——
1 ] I ] ] I I L] I I ] I L] 1 I
10d 20d 30d 10d 20d 30d 10d 20d 30d 10d 20d 30d
Kontrolle L. lurida F. bracteata M. bisecta
Photobiont Photobiont Alge
Abb. 3.21b

91



3 Ergebnisse

Abb. 3.21a,b: Die Abbildungen 3.21 geben die durchschnittliche Hyphenldnge in um auf Wasser-Agar (a) und
MYS1-Agar (b) in einer Darstellung mittels des Boxplots wieder. Sie wurden mit der Software BrightStat
(Stricker 2008) erstellt. Die Boxplots geben die statistische Verteilung der Hyphenldngen graphisch wieder:
Median der Hyphenlédngenmittelwerte der drei Replicates als fetter Strich und arithmetrischer Mittelwert als
Kreuz. Die Box (grau) umfasst die mittleren 50 % der Daten, die durch das obere und das untere Quartil
begrenzt werden, die whisker umfassen 100 % der Daten. Der Median ist weniger sensibel fiir Ausreif3er als das
arithmatische Mittel und der Boxplot gibt prinzipiell einen robusten und detaillierten Uberblick iiber die Daten.

Quantil-Quantil-Plot zur Abbildung normalverteilter Daten
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Abb. 3.22: Quantil-Quantil-Plot zur Darstellung normalverteilter Daten, hier am Beispiel der
Gesamtdaten des Mycobionten von F. bracteata unter dem Einfluss des Photobionten von L.
lurida nach 30 Tagen auf Wasser-Agar. Die rote Linie stellt die Normalverteilung dar, die
gestrichelten Linien die Konfidenzintervalle. Die Auftragung der Hyphenldngen zeigt
deutlich die Abweichung von der Normalverteilung im Bereich kurzer und im Bereich
sehr langer Hyphenldngen. Dies zeigt eine bimodale Verteilung der Hyphenldngen.
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Arithmetischer Mittelwert

Arithmetischer Mittelwert

Arithmetischer Mittelwert

Versuchsansatz
der Gesamthyphenldange der Verzweigungszahl der Keimungsrate
pro Spore in ym pro Spore in ym in %
Wasser-Agar MY-Agar Wasser-Agar MY-Agar Wasser-Agar MY-Agar
Kontrolle
10d 534 +4,0 39,6 +0,7 0,6 +01 04 01 66,0 +23 67,3 t4.1
20d 72,8 +5,1 484 125 21 +05 0,2 01 720 +73 755 +5/1
30d 62,5 +3,8 67,0 +20 1,4 03 0,4 01 81,7 +6,0 7,7 4.1
L. lurida-Photobiont
10d 41,7 £13,8 1155 +£29,0 0,3 +0,2 31 +0,7 66,6 +4,6 7,5 +6,6
20d 66,3 +17,5 226,2 +19,6 0,7 0,2 3,7 +05 72,2 +64 76,0 +11,0
30d 3242 +79,0 283,3 £999 41 1.2 40 14 824 +15 73,7 10,3
F. bracteata-Photobiont
10d 84,8 +30,7 100,0 +18,0 1,8 04 0,9 0,2 63,1 +4,3 658 +4,1
20d 1356 +175 290,9 +14,1 3,3 +03 42 +0,1 781 +49 80,9 +472
30d 769,2+ 123,8 572,41 146,5 18,6 +8,6 8,6 3,0 839 +4,0 726 +7,0
M. bisecta-Alge
10d 320,5+117,1  118,0 £12,0 40 +25 1,7 05 741 +64 793 +38
20d 668,6+ 451,0 270,8 30,2 14,7 +14,0 38 +06 793 £52 732 +4,6
30d 1255,9+ 154,1 615,0%£473,6 30,2 +46 12,6 10,5 957 +0,6 785 198

Tab. 3.3: Kennwert-Tabelle fiir Gesamthyphenlidnge, Verzweigungszahl und Keimungsrate

Signifikante Unterschiede der Hyphenléngen im t-Test nach Tagen

Versuchsansitze
mittels t-Test verglichen

Ergebnisse auf Wasser-Agar

ti-Wert Signifikanz

(p=0,95; n=3; f=4; t-Wert H, = 2,776)

Ergebnisse auf MY-Agar
ta-Wert Signifikanz
(p=0,95; n=3; f=4; t-Wert H, = 2,776)

Vergleich nach 10 d

Kontrolle <+——» L.lu.-PB -1,414 nein 4,537 ja

Kontrolle «—» F.br.-PB 1,757 nein 5,817 ja

Kontrolle <—» M.bi.-Alge 3,950 ja 11,295 ja
Llu-PB <+—>» F.br.-PB 2,219 nein -0,786 nein
Liu-PBE <—> M.bi.-Alge 4,098 ja 0,138 nein
F.br-PB <—» M.bi.-Alge 3,374 ja 1,440 nein

Vergleich nach 20 d

Kontrolle &> L.lu-PB -0,618 nein 15,646 ja

Kontrolle <—» F.br.-PB 5,963 ja 29,321 ja

Kontrolle <«—» M.bi.-Alge 2,288 nein 12,722 ja
Liu-PB <+—» F.br.-PB 4,851 ja 4,656 ja
Llu-PB <> M.bi-Alge 2,311 nein 2,148 nein
Fbr-PB <—» M.bi.-Alge 2,046 nein -1,049 nein

Vergleich nach 30 d

Kontrolle <+—» L.lu-PB 5,734 ja 3,751 ja

Kontrolle <—» F.br.-PB 9,880 ja 5,973 ja

Kontrolle <—» M.bi.-Alge 13,413 ja 2,004 nein
Liu-PB <+—» F.br.-PB 5,248 ja 2,823 ja
Liu-PB <> M.bi.-Alge 9,321 ja 1,187 nein
Fbr-PB <—» M.bi.-Alge 4,265 ja 0,149 nein

Tab. 3.4: Vergleich der verschiedenen EinflussgroBen innerhalb der Versuchstage (10, 20 und 30 d) mittels
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t-Test in Hinblick auf signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Hyphenléngen. Die Berechnung
des t-Tests erfolgte unter der Annahme der Giiltigkeit des Zentralen Grenzwertsatzes (vgl. Oestreich &Romberg,
2009) fir die Verteilung der Replicatemittelwerte um ihr arithmetisches Mittel.

Signifikante Unterschiede der Hyphenléngen im t-Test nach Ansétzen

Versuchsansitze Ergebnisse auf Wasser-Agar Ergebnisse auf MY-Agar
mittels t-Test verglichen ta-Wert Signifikanz ta-Wert Signifikanz
(p=0,95; n=3; f=4, t-Wert H, = 2,776) (p=0,95; n=3; f=4; t-Wert H, = 2,776)

Vergleich Kontrolle

Tag10 <«—» Tag20 5,188 ja 5,890 ja

Tag20 <«—» Tag30 -2,768 nein 9,985 ja

Tag10 <«—» Tag30 2,868 ja 22,352 ja
Vergleich L./u.-PB

Tag10 <«—» Tag20 1,917 nein 5,493 ja

Tag20 «—» Tag30 5,524 ja 0,972 nein

Tag10 «—» Tag3l0 6,106 ja 2,796 ja
Vergleich F.br.-PB

Tag10 <«—» Tag20 2,489 nein 14,477 ja

Tag20 <«—» Tag30 8,776 ja 3,311 ja

Tag10 <«—» Tag 30 9,292 ja 5,542 ja
Vergleich M.bi.-Alge

Tag10 «—» Tag20 1,294 nein 8,152 ja

Tag20 <«—» Tag30 2,134 nein 1,256 nein

Tag10 «—» Tag 30 8,373 ja 1,817 nein

Tab. 3.5: t-Test-Vergleich der verschiedenen Versuchstage innerhalb der jeweiligen Einflussgrofien (Kontrolle,
L. lurida-Photobiont, F. bracteata-Photobiont und Myrmecia bisecta) in Hinblick auf signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten der Hyphenldngen. Die Berechnung des t-Tests erfolgte unter der Annahme der
Giiltigkeit des Zentralen Grenzwertsatzes (vgl. Oestreich &Romberg, 2009) fiir die Verteilung der
Replicatemittelwerte um ihr arithmetisches Mittel.

Signifikante Unterschiede der maximalen Hyphenldngen im t-Test nach Kulturmedien

Versuchsansitze mittels t-Test verglichen ty-Wert Signifikanz

(p=0,95; n=3; f=4; t-Wert H, = 2,776)

Vergleich
Kontrolle, 30 d, W-Agar <+—>» Kontrolle, 30 d, MY-Agar -1,789 nein
L.lu.-PB, 30 d, W-Agar <—» L.Ju.-PB, 30 d, MY-Agar 0,556 nein
F.br.-PB, 30 d, W-Agar <«—» Fbr.-PB, 30 d, MY-Agar 1,777 nein
M.bi.-Alge, 30 d, W-Agar <+—» M.bi.-Alge, 30 d, MY-Agar 2,229 nein

Tab. 3.6: t-Test-Vergleich der zwei verwendeten Medien innerhalb der verwendeten Einflussgro3en (Kontrolle,

L. lurida-Photobiont, F. bracteata-Photobiont und Myrmecia bisecta) in Hinblick auf signifikante Unterschiede

zwischen den maximalen Mittelwerten der Hyphenldngen nach 30 d. Die Berechnung des t-Tests erfolgte unter

der Annahme der Giiltigkeit des Zentralen Grenzwertsatzes (vgl. Oestreich &Romberg, 2009) fiir die Verteilung
der Replicatemittelwerte um ihr arithmetisches Mittel.
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3.2 Exudate der Photobionten und der Alge Myrmecia bisecta

Sowohl die Ethylacetat- als auch die Wasser-Extrakte — wobei erstere der Detektion
lipophiler, letztere der Detektion hydrophiler Substanzen dienen — aller fiinf untersuchten
Photobionten und der nicht-lichenisierenden Alge Myrmecia bisecta zeigen in den
Chromatogrammen von HPLC und LCMS eine Vielzahl von unterschiedlichen Signalen. Im
Rahmen der weiteren Untersuchungen lassen sich definierte Signale bestimmten Substanzen
zuordnen, die entweder origindrer Bestandteil der verwendeten Kulturmedien sind, oder von
den darin kultivierten Photobionten/Algen exudiert (also: ausgeschieden) werden. Ein
GroBteil dieser Signale wird dabei von Komponenten der Kulturmedien erzeugt, wie sich
durch Vergleich mit den Retentionszeiten (RT) und den UV/VIS-Spektren der Signale reiner
Kulturmedien eindeutig zeigen ldsst. Die fiir die untersuchten Photobionten/Algen
spezifischen HPLC-Signale werden fiir die Ethylacetat-Extrakte in Tabelle 3.7 und fiir die
Wasser-Extrakte in Tabelle 3.8 aufgefiihrt. Beide Tabellen veranschaulichen die Unterschiede
der Signalverteilung in Abhdngigkeit von der jeweiligen Photobionten- bzw. Algenart, aber
auch vom verwendeten Medium. Die verwendeten Medien sind TOM mit Glucose und TOM

ohne Glucose.

3.2.1 Exudate der Ethylacetat-Extrakte

Die Tabelle 3.7 zeigt die fiir die Photobionten bzw. Algen spezifischen Signale der
Ethylacetat-Extrakte, die mit der in Kapitel 2.2.4 beschriebenen HPLC-Methodik detektiert
werden konnen. Im Allgemeinen zeigen sich in den Ethylacetat-Extrakten mehr Signale, als in
den nachfolgend beschriebenen Wasser-Extrakten. Die Anzahl der Signale liegt in Extrakten
aus glusosehaltigem und glucosefreiem Kulturmedium ungefdhr gleich hoch, unterscheidet
sich aber in der Identitdt der Signale. Die sechs verschiedenen untersuchten Algenarten zeigen
in der HPLC deutlich unterscheidbare Signalmuster: Der Photobiont von F. bracteata
exudiert insgesamt sechs detektierbare Substanzen, davon flinf in glucosefreiem und vier in
glucosehaltigem TOM. Von den sechs Signalen konnen sich drei in beiden Medien
nachweisen lassen (RT = 12,8; 18,7; 19,1 min). Der Photobiont von F. fulgens exudiert
insgesamt sieben detektierbare Substanzen, jeweils sechs finden sich in den einzelnen Medien
und fiinf von diesen Signalen treten in beiden Kulturmedien auf (RT = 12,8; 18,5; 18,7; 19,1;
22,7 min). Der Photobiont von 7. sedifolia zeigt sechs Signale in glucosefreiem TOM und
acht in glucosehaltigem TOM, wobei sich zwischen den einzelnen Medien allerdings nur eine
Ubereinstimmung  feststellen lisst (RT = 12,8) und beide Signalmuster auffallend
unterschiedlich sind. Der Photobiont von X. elegans zeigt hingegen wieder eine grofere

Ubereinstimmung zwischen den Signalverteilungen auf glucosefreiem und glucosehaltigem
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TOM. Von den acht bzw. zehn detektierten Signalen stimmen sieben iiberein (RT = 12,8;
17,0; 18,5; 18,7; 19,1; 22,7; 51,0 min) und die Signalmuster dhneln auch stirker denen der
Photobionten von F. bracteata und F. fulgens, als dies bei T. sedifolia der Fall ist. Der
Asterochloris-Photobiont aus L. lurida 1asst zehn Signale in glucosefreiem TOM erkennen
und acht in glucosehaltigem Medium. Vier dieser Signale (RT = 10,2; 12,8; 31,0; 51,0 min)
stimmen auf beiden Medien {iberein. Die nicht-lichenisierende Myrmecia bisecta zeigt in der
HPLC die geringste Anzahl an detektierbaren Signalen: Fiir glucosefreies TOM lassen sich
vier Signale detektieren, fiir glucosehaltiges lediglich drei, wobei letztere auch in beiden
Medien auftreten (RT = 2,7 B; 4,0; 12,8 min). Bei der Auswertung der Ergebnisse fillt auf,
dass nur ein Signal (RT = 12,8 min) in allen untersuchten Proben auftritt und ein weiteres in
allen untersuchten glucosefreien Medien (RT = 2,7 B). Desweiteren findet sich in
glucosehaltigen Medien ein Signal (RT = 22,7), das sich bei allen Photobionten nachweisen
lasst, nicht aber bei M. bisecta, und zwei Signale (RT = 18,7 und 19,1 min), die in allen
Kulturmedien von Trebouxia-Photobionten auftreten, nicht aber bei Asterochloris sp. und der
nicht-lichenisierenden M. bisecta. Mit zusitzlichen Nachweisverfahren gelingt die eindeutige
Idenzifizierung von zwei der dargestellten Signale (,,b* und ,,e* in Tab. 3.7) und die auf der
HPLC-Datenbank beruhende, und damit uneindeutige, Identifikation von drei weiteren

Substanzen (,,a“, ,,c*“ und ,,d* in Tab. 3.7).

HPLC-Signale der Ethylacetat-Phasen von sechs Photobionten / Algen

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. F ful. T sed. X ele. L. lur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. lur. M. bis.

B 27 | ] ] ] ] ] - - - - - ]
4,0 ] - ] - ] [ ] - - -
54 - - - - - - - - -
5,5 - - - - - - - | -
7.5 - - ] -
10,2 - - - -
11,8
12,8 | ] ] ]
13,8 - - - -
13,9 - - - -
15,1 - - - -
15,3 - - ]
17,0 -
18,5
18,7
19,1

22,7

26,7 -

31,0 - - - -

40,5 - - - -

51,0 - - - ]

(a)
- (b)

(c)

- (e)

Tabelle 3.7: Diese Tabelle zeigt die Signale aufgetrennter Substanzen aus den Ethylacetat-Phasen der Kulturme-
dien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (W) werden nur aufgefiihrt, wenn sie in allen
drei Replicates auftraten. Die untersuchten Organismen sind die Photobionten aus Fulgensia bracteata (F. bra.),
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Fulgensia fulgens (F. ful.), Toninia sedifolia (T. sed.), Xanthoria elegans (X. ele.), Lecidea lurida (L. lur.) und
die Alge Myrmecia bisecta (M. bis.). Einzelne Signale konnten identifiziert werden: a) 2'-Desoxyadenosin, b)
Cyclo-(leucyl-tyrosyl), ¢) Cyclo-(alanyl-tryptophanyl), d) Cyclo-(prolyl-tyrosyl), e) Indol-3-carbaldehyd,
Details siehe dazu im Text.

3.2.2 Exudate der Wasser-Extrakte
Die Tabelle 3.8 stellt jene Signale dar, die mit der HPLC-Methodik in den Wasser-Extrakten

glucosehaltiger und -freier Kulturmedien detektiert werden konnen. Anders als bei den
Ethylacetat-Extrakten zeigen sich bei den glucosefreien Wasser-Extrakten weniger Signale,
als bei den glucosehaltigen, wobei die Kulturmedien von M. bisecta eine Ausnahme
darstellen. Die Wasser-Extrakte der Kulturmedien des Photobionten von F. bracteata zeigen
in glucosefreiem TOM drei Signale und in glucosehaltigem TOM sieben Signale. Zwei von
diesen Signalen (RT = 5,7; 18,6 min) finden sich in beiden Medien. In Wasser-Extrakten der
Photobiontenkultur von F. fulgens finden sich ebenfalls drei und sieben Signale in
glucosefreiem und -haltigem TOM. Auch in diesen Medien finden sich zwei
Ubereinstimmungen (RT = 5,7; 18,6 min), die auch in den erwdhnten Kulturmedien des F.
bracteata-Photobionten vorkommen. In den Wasser-Extrakten der Kulturmedien von T.
sedifolia lassen sich zwei und sechs Signale mit einer Ubereinstimmung (RT = 5,7)
detektieren und in den Kulturmedien des X. elegans-Photobionten finden sich drei und sechs
Signale mit insgesamt drei Ubereinstimmungen zwischen glucosefreiem und -haltigem
Medium (RT = 5,7; 18,6; 52,0). Der Asterochloris-Photobiont aus L. lurida produziert zwei
Signale in glucosefreiem TOM wund fiinf in glucosehaltigem TOM mit einem
tibereinstimmenden Signal in beiden Medien (RT = 5,7 min). Die nicht-lichenisierende Alge
M. bisecta erzeugt zwei Signale in glucosefreiem TOM und eines in glucosehaltigem TOM,
wobei letzteres auch in glucosefreiem TOM zu finden ist (RT = 5,7 min). Ein einzelnes Signal
bei RT = 5,7 min ldsst sich durchgédngig in allen untersuchten Proben und in beiden Medien
detektieren. In glucosehaltigem TOM tritt ein Signal bei allen fiinf Photobionten auf (RT =
18,6 min) und eines bei allen vier untersuchten Trebouxia-Photobionten (RT = 14,0 min),
ansonsten erscheint das Verteilungsmuster der HPLC-Signale der Wasser-Extrakte
heterogener als das der Ethylacetat-Extrakte (vgl. Tab.3.8 mit Tab. 3.7). Mit zusétzlichen
Nachweisverfahren (LCMS) gelingt im weiteren Verlauf die eindeutige Idenzifizierung von
einem der dargestellten Signale (,,g in Tab. 3.8) und die auf der HPLC-Datenbank
beruhende, und damit unvollstindige und uneindeutige, Identifikation von einer weiteren
Substanz (,,f** in Tab. 3.8).
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HPLC-Signale der Wasser-Phasen von sechs Photobionten / Algen
RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. Fful. T sed. X ele. L. Iur. M. bis. F. bra. F ful. T sed. X ele. L. lur. M. bis.
B 1,1 - - - - - - - - " = " -
c1,1 - - - - - - o " - - - -
1,6 - " - - - - o - - - - -
1,8 - - - - - - - - " - - -
2,2 - - - - [ - - [ - [ - -
2,3 - - - - - - - - - - [ ] -
3.1 - - - - - - ] - ] - - -
4,7 - - [ - - - - - - - - -
57 [ ] [ [ ] [ ] ] ] ] ] [ [ ] m (f)
9,9 - - - - - - - ] - - - -
1,1 n - - - - o - - - - - - (a)
14,0 - - - - - ] | | | - -
18,6 [ [ - [ - - ] [ [ [ [ -
36,0 - - - - - - ] - - - - -
52,0 - - - [ ] - - - ] - [ [ ] -

Tabelle 3.8: Diese Tabelle zeigt die Signale aufgetrennter Substanzen aus Wasser-Phasen der Kulturmedien von
sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (W) werden nur aufgefiihrt, wenn sie in allen drei
Replicates auftraten. Die untersuchten Organismen sind die Photobionten aus Fulgensia bracteata (F. bra.), Ful-
gensia fulgens (F. ful.), Toninia sedifolia (T. sed.), Xanthoria elegans (X. ele.), Lecidea lurida (L. lur.) und die
Alge Myrmecia bisecta (M. bis.). Einzelne Signale konnten identifiziert werden: f) 2'-Desoxythymidin, g) Cyclo-
(tryptophanyl-tryptophanyl), Details siehe dazu im Text.
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3.2.3 Identifizierte Substanzen

3.2.3.1 Indol-3-carbaldehyd

Die Substanz Indol-3-carbaldehyd kann in den untersuchten Ethylacetat-Extrakten von
glucosefreiem und glucosehaltigem TOM nach einer Retentionszeit von RT = 19,1 min in der
HPLC und RT = 11,6 min in der LCMS (Tab 3.9) nachgewiesen werden. Beide Spektren
zeigen vier charakteristische Signalpeaks bei 208, 244, 260 und 298 nm (vgl. Abb. 3.23), die
sich damit in HPLC und LCMS gleichermalBen erkennen und identifizieren lassen. Die
Ubereinstimmung des gemessenen UV/VIS-Spektrums mit dem Spektrum von Indol-3-
carbaldehyd in der Datenbank der HPLC betrdgt mehr als 99,9 % (vgl. Tab 3.9 und Abb.
3.23). Dariiber hinaus kann diese Substanz mit beiden Methoden, HPLC und LCMS, deren
MS-Komponente priazisere Messungen erlaubt, in beiden Kulturmedien aller vier Trebouxia-
Photobionten nachgewiesen werden (Tab 3.9). Indol-3-carbaldehyd scheint damit spezifisch
fiir die untersuchten Photobionten der Gattung Trebouxia zu sein. Die charakteristischen
UV/VIS-Spektren werden in der nachfolgenden LCMS-Analyse durch das Auftreten einer
Pseudomolekiilmasse [M-H] von 144,5 u im negativen Elektrospray-lonisationskanal (-ESI,
vgl. Abb. 3.24) erginzt. Die Pseudomolekiilmasse impliziert dabei ein ungefdhres
Molekulargewicht der gesuchten Substanz von 145,5 u was gut mit der realen Molekiilmasse
von Indol-3-carbaldehyd von 145,2 u {ibereinstimmt (Dictionary of Natural Products 2007).
Die Strukturformel von Indol-3-carbaldehyd ist in Abb. A.3 im Anhang dargestellt.

Vorkommen von Indol-3-carbaldehyd in der Ethylacetat-Phase (99,94%)

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. F ful. T.sed. X ele. L. lur. M. bis. F. bra. F ful. T sed. X ele. L. Ilur. M. bis.

mit HPLC

19,1 ] o - ] - - ] o ] m] - -
mit LCMS

11,6 ] [ ] ] - - ] [ ] ] -

Tabelle 3.9: Diese Tabelle stellt die als Indol-3-carbaldehyd identifizierten Signale aus den Ethylacetat-Phasen
der Kulturmedien von sechs Photobionten / Algen mit und ohne Glucose dar. Signale (W) werden nur aufgefiihrt,
wenn sie in allen drei Replicates auftraten. Die untersuchten Organismen sind die Photobionten aus Fulgensia
bracteata (F. bra.), Fulgensia fulgens (F. ful.), Toninia sedifolia (T. sed.), Xanthoria elegans (X. ele.), Lecidea
lurida (L. lur.) und die Alge Myrmecia bisecta (M. bis.).
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Abbildung 3.23: Identische UV/VIS-Spektren von Indol-3-carbaldehyd in der HPLC (groBe Abbildung) und in
der LCMS (kleine Abbildung). Beide UV/VIS-Spektren zeigen ein charakteristisches Muster und vier deutliche
Signalpeaks bei 212 nm, 244 nm, 260 nm und 298 nm.
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Abbildung 3.24: ESI-Massenspektrum mit negativer lonisierung von Indol-3-carbaldehyd in der LCMS mit [M-
H] = 144,5 (Pfeil); wobei die Masse von Indol-3-carbaldehyd real 145,2 u betrégt.
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3.2.3.2 L-Rhamnose

Der Zucker L-Rhamnose, der auch als 6-Desoxy-L-mannose bezeichnet wird, kann mit der
in Kapitel 2.2.4.5 beschriebenen diinnschichtchromatographischen Methode (TCL) und durch
den Vergleich mit mitlaufenden Zucker-Standards identifiziert werden. L-Rhamnose wird
dabei lediglich in den glucosefreien TOM-Extrakten des Photobionten von F. bracteata
nachgewiesen und reprisentiert damit ein hoch spezifisches Photobionten-Exudat. Auf die
Untersuchung von glucosehaltigen Medien, das immerhin 1% Glucose zu Kulturbeginn
enthielt, wird aufgrund der Fragestellung — Identifikation von Zuckern — verzichtet. Alle
untersuchten Replicates (n = 9) zeigen in der Diinnschichtchromatographie kleine Spots, die
nach der Entwicklung der Silicagel-Platten eine fiir Rhamnose charakteristische Griinfarbung
und einen durchschnittlichen Rf-Wert von 0,84 aufweisen (Abb. 3.25). Beide Merkmale,
Grinfarbung und Rf-Wert, stimmen mit den Literaturwerten fiir Rhamnose (Hansen 1975)
iiberein und bestdtigen sich auch in parallel zu den Proben aufgetragenen und aufgetrennten
0,2 %igen Standardlosungen (vgl. Abb. 3.25). Verdiinnungsreihen von L-Rhamnose in
glucosefreiem TOM erlauben eine Konzentrationsabschédtzung, so dass von ungefdhr 0,01
mg/ml L-Rhamnose im Kulturmedium des Photobionten von F. bracteata ausgegangen
werden kann. Die Strukturformel von L-Rhamnose ist in Abb. A.4 im Anhang dargestellt. In
der Natur kommt Rhamnose — auller in Pseudomonas aeruginosa, das auch D-Rhamnose
synthetisiert — nur im L-Konformation vor (Koivistoinen 2008). Aus diesem Grund kann auf

eine Uberpriifung der Stereochemie verzichtet werden.

Vorkommen von Rhamnose im Wasser-Extrakt (TLC)

R~Wert ohne Glucose mit Glucose
F bra. F ful. T. sed. X ele. L. Ilur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. Ilur. M. bis.

0,84 ] - - - - - n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. n.D.

Tabelle 3.10: Diese Tabelle zeigt die als L-Rhamnose identifizierten Signale aus Wasser-Phasen der Kulturme-
dien von sechs Photobionten / Algen mit und ohne Glucose. Signale (W) werden nur aufgefiihrt, wenn sie in
allen drei Replicates auftraten. Die untersuchten Organismen sind die Photobionten aus Fulgensia bracteata

(F. bra.), Fulgensia fulgens (F. ful.), Toninia sedifolia (T. sed.), Xanthoria elegans (X. ele.),
Lecidea lurida (L. lur.) und die Alge Myrmecia bisecta (M. bis.).
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Rf=0,84 Rf=0,84

0000®

2 ul 2ul 2ul 2 ul 0,5ug 1,0 ug
TOM- Repl.1 Repl.2 Repl 3 L(+)-
Kontrolle F. bra. Photobionten-Medium Rhamnose

Abbildung 3.25: TOM-Kontrolle (2 pl), 3 Replicates des Kul-
turmediums von F. bracteata (2 pl) und 2 Kontroll-Standards
von 0,5 und 1,0 pg L(+)-Rhamnose auf
Diinnschichtchromatographie
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3.2.3.3 Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl)

Bei der als Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) identifizierten Substanz handelt es sich um
ein zyklisches Dipeptid, auch Diketopiperazin genannt, dass aus zwei Aminosduren
Trypotophan besteht. Diese Substanz wird zunidchst mit der HPLC anhand ihres UV/VIS-
Spektrums als Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) identifiziert (siche Abb. 3.26) aber anschlieSend
mittels der Massenspektrogramme der LCMS als das strukturell &dhnliche Cyclo-
(tryptophanyl-tryptophanyl) identifiziert. Das aufgenommene UV/VIS-Spektrum weist
allgemein auf ein Tryptophanderivat hin (Ebel, miindl. Mitteilung). Die Abbildungen 3.27
und 3.28 zeigen das positive beziechungsweise das negative ESI-Massenspetrum der Substanz
und deren Pseudomolekiilmassen von [M+H]+ = 373,4 u und [M-H]- =371,7 u. Dies legt ein
reales Molekulargewicht der gesuchten Substanz von ungefihr [M] = 372,5 u nahe und
stimmt damit recht genau mit dem Literaturwert fiir Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) von
372,4 u iiberein (Dictionary of Natural Products, 2007). Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl)
wird nach einer Retentionszeit von ungefahr 11,1 min mit der HPLC in beiden Kulturmedien
des Photobionten von Fulgensia bracteata und in glucosehaltigem TOM der Alge Myrmecia
bisecta detektiert. In der praziseren LCMS Analyse hingegen zeigt sich das entsprechende
Signal von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) nach 4,9 min in allen glucosefreien
Photobionten-Medien, aber nicht in glucosehaltigem TOM (Tabelle 3.11). Aufgrund der
geringen Probenmenge ist eine LCMS-Identifikation in den Kulturmedien von Myrmecia
bisecta mit der LCMS nicht mehr moglich gewesen, Retentionszeiten und Spektren in der
HPLC stimmen allerdings mit den Charakteristika der anderen Proben iiberein. Die

Strukturformel von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) ist in Abb. A.5 im Anhang dargestellt.

Vorkommen von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) in der Wasser-Phase (99,54%")

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. F ful. T. sed. X ele. L. Ilur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. Ilur. M. bis.

mit HPLC

11,1 [ | - - - - [ | - - - - - [ |
mit LCMS

4,9 ] O ] ] u] n.D. - - - - - n.D.

Tabelle 3.11: Diese Tabelle die als Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) identifizierten Signale aus den Wasser-
Phasen der Kulturmedien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (M) werden nur auf-
gefiihrt, wenn sie in allen drei Replicates auftraten. Die untersuchten Organismen sind die Photobionten aus Ful-
gensia bracteata (F. bra.), Fulgensia fulgens (F. ful.), Toninia sedifolia (T. sed.), Xanthoria elegans (X. ele.),
Lecidea lurida (L. lur.) und die Alge Myrmecia bisecta (M. bis.).
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Abbildung 3.26: Identische UV/VIS-Spektren in der HPLC (grof3e Abbildung) und in der LCMS (kleine
Abbildung), in der HPLC anfénglich als Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) identifiziert
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Abbildung 3.27: ESI-Massenspektrum mit positiver lonisierung von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) in der
LCMS mit [M+H]" = 373,4 (Pfeil); wobei die Masse von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) real 372,4 u
betrégt.
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Abbildung 3.28: ESI-Massenspektrum mit negativer lonisierung von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) in der
LCMS mit [M+H]" = 371,7 (Pfeil); wobei die Masse von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) real 372,4 u
betragt.
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3.2.3.4 Cyclo-(leucyl-tyrosyl)

Eine weitere Substanz kann in der HPLC nach 13,8 min in glucosehaltigem TOM des
Photobionten von Lecidea lurida gefunden werden und ebenfalls bei der anschlieBenden und
praziseren LCMS-analyse nach RT = 7,0 min zusétzlich in glucosefreiem TOM des
Photobionten von L. lurida nachgewiesen werden (Tab. 3.12). Mit beiden Analyseverfahren
zeigt sich ein charakteristisches, aber unbekanntes UV/VIS-Spektrum (Abb. 3.29), das in der
LCMS mit einer Pseudomolekiilmasse von [M-H]- = 275,3 u im negativen ESI-
Massenspektrum korreliert war (Abb. 3.30). Da diese Ergebnisse keine hinreichende
Identifikation ermdglichen, ist diese Substanz mittels préparativer HPLC aufgereinigt und mit
der EIMS-Methodik (vgl. Kapitel 2.2.4.4) analysiert worden. Dabei ergibt sich ein
eindeutiges EIMS-Fragmentierungsmuster, das mittels internem Datenbankabgleich als
Cyclo-(leucyl-tyrosyl) identifiziert werden kann (Abb. 3.31). Das reale Molekulargewicht von
Cyclo-(leucyl-tyrosyl) stimmt mit 276,4 u sehr gut mit der ermittelten Pseudomolekiilmasse
von [M-H]- = 275,3 u iiberein. Damit kann ein weiteres Signal als zyklisches Dipeptid
identifiziert werden, dessen Exudation spezifisch fiir den Asterochloris-Photobionten aus L.
lurida zu sein scheint. Die Strukturformel von Cyclo-(leucyl-tyrosyl) ist in Abb. A.6 im

Anhang dargestellt.

Vorkommen von Cyclo-(leucyl-tyrosyl) in der Ethylacetat-Phase

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. F ful. T. sed. X ele. L. lur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. lur. M. bis.

mit HPLC

13,8 - - - - - - - - - - = -
mit LCMS

7,0 - - - - L - - - - - L -
mit EIMS

12,8 - - - - = - - - - - = -

Tabelle 3.12: Diese Tabelle die als Cyclo-(leucyl-tyrosyl) identifizierten Signale aus Wasser-Phasen der Kultur-
medien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (W) werden nur aufgefiihrt, wenn sie in
allen drei Replicates auftraten. Die untersuchten Organismen sind die Photobionten aus Fulgensia bracteata
(F. bra.), Fulgensia fulgens (F. ful.), Toninia sedifolia (T. sed.), Xanthoria elegans (X. ele.),

Lecidea lurida (L. lur.) und die Alge Myrmecia bisecta (M. bis.).
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Abbildung 3.29: Identische UV/VIS-Spektren in der HPLC (grofle Abbildung) und in der LCMS (kleine
Abbildung), allein nach diesem Spektrum war eine Identifizierung nicht moglich.
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Abbildung 3.30: ESI-Massenspektrum mit negativer lonisierung von einer Substanz in der LCMS mit [M-H] =
275,3 (Pfeil); eine eindeutige Identifizierung war mit den Mitteln von HPLC und LCMS nicht moglich.
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Abbildung 3.31: EIMS-Fragmentierungsmuster der unbekannten Substanz (links) und ein Vergleichsspektrum
aus der internen Datenbank (rechts) mit positiver lonisierung. Die Substanz konnte als Cyclo-(leucyl-tyrosyl)
identifiziert werden.
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3.2.3.5 Weitere Substanzen

Neben den bisher beschriebenen vier Photobionten-Exudaten, die als sicher identifiziert
angesehen werden konnen, gibt es noch weitere Substanzen, die in der HPLC zwar mit guter
Ubereinstimmung zu den Daten der internen Datenbank passen, allerdings nicht in der LCMS
durch die entsprechenden Pseudomolekiilmassen bestitigt werden konnen. Dies konnte
mehrere Griinde haben, wie zum Beispiel eine ungeniigende Ionisation unter den ,,sanften*
Ionisationsbedingungen der ESI-LCMS oder eine zu niedrige Konzentration fiir ein
eindeutiges Signal. Daher miissen die nachfolgend vorgestellten Ergebnisse bis zur weiteren
Bestdtigung durch eine zweite Methodik als vorldufige Ergebnisse betrachtet werden.

Wie bereits beschrieben, findet sich in allen glucosefreien und den glucosehaltigen
Ethylacetat-Extrakten der untersuchten Photobionten/Algen ein Signal bei einer
Retentionszeit von 12,8 min (vgl. Tab. 3.7 und Tab. 3.13). Das dazugehorige UV/VIS-
Spektrum kann in der HPLC mit einer Genauigkeit von stets groBer 99 % als 2’-
Desoxyadenosin identifiziert werden (Abb. 3.32). Analog dazu findet sich in allen
glucosefreien und den  glucosehaltigen = Wasser-Extrakten  der  untersuchten
Photobionten/Algen ein Signal bei einer Retentionszeit von 5,7 min (vgl. Tab. 3.8 und Tab.
3.14) und dessen UV/VIS-Spektrum wurde mittels internem Datenbankvergleich der HPLC
als 2’-Desoxythymidin identifiziert. Die ausgegebene Genauigkeit liegt ebenfalls stets iiber 99
%. So findet sich in beiden Medien je ein exudiertes Nukleosid. Dabei bleibt fraglich, warum
sich die beiden Nucleoside in den unterschiedliche polaren Extrakten befinden.

Desweiteren zeigen sich in der HPLC-Analyse der Ethylacetat-Extrakte verschiedener
Photobionten/Algen nach Retentionszeiten von 18,5 und 18,7 min zwei weitere Signale, die
anhand ihrer UV/VIS-Spektren als Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) und Cyclo-(prolyl-tyrosyl)
mit Genauigkeiten von mehr als 99 % identifiziert werden konnen. In Anbetracht der
Fehlinterpretation der HPLC-Datenbank von Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) als Cyclo-
(alanyl-tryptophanyl) (vgl. Abb. 3.26) miissen diese Ergebnisse einerseits mit besonderer
Vorsicht betrachtet werden. Andererseits ldsst sich aus den Ergebnisse zur Identifikation von
Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) und Cyclo-(leucyl-tyrosyl) ableiten, dass die Algen in der
Lage sind, zumindest einige zyklischen Dipeptide zu bilden. Dies lédsst es zumindest moglich
erscheinen, dass auch andere zyklische Dipeptide bzw. Diketopiperazine gebildet werden und
dieser Stoffklasse der in der Exudation von Photobionten/Algen eine wichtige Rolle

zukommen konnte.
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Vorkommen von 2'-Desoxyadenosin in der Ethylacetat-Phase (99,48%)

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. Fful. T sed. X ele. L. lur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. lur. M. bis.

mit HPLC

12,8 n n n n N n n n n N n n

Tabelle 3.13: Diese Tabelle zeigt die als 2’-Desoxyadenosin identifizierten Signale aus den Wasser-Phasen der
Kulturmedien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (W) in allen drei Replicates.

Vorkommen von 2'-Desoxythymidin in der Wasser-Phase (99,52-99,88%)

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. Fful. T sed. X ele. L.Iur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. Ilur. M. bis.

mit HPLC

5,7 = (] (] (] (] [ ] [ ] = (] (] (] (]

Tabelle 3.14: Diese Tabelle zeigt die als 2’-Desoxythymidin identifizierten Signale aus den Wasser-Phasen der
Kulturmedien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (M) in allen drei Replicates.

Vorkommen von Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) in der Ethylacetat-Phase (99,63%)

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. F ful. T. sed. X ele. L. lur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. Ilur. M. bis.

mit HPLC
18,5 - N - n - n - N n n n -

Tabelle 3.15: Diese Tabelle zeigt die als Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) identifizierten Signale aus den Wasser-
Phasen der Kulturmedien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (M) in allen drei
Replicates.

Vorkommen von Cyclo-(prolyl-tyrosyl) in der Ethylacetat-Phase (98,11%)

RT ohne Glucose mit Glucose
inmin F bra. Fful. T sed. X ele. L. lur. M. bis. F bra. F ful. T. sed. X ele. L. lur. M. bis.

mit HPLC
18,7 n n - n N - n n n N - -

Tabelle 3.16: Diese Tabelle zeigt die als Cyclo-(prolyl-tyrosyl) identifizierten Signale aus Wasser-Phasen der
Kulturmedien von sechs Photobionten/Algen mit und ohne Glucose. Signale (W) in allen drei Replicates.
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Abbildung 3.32: UV/VIS-Spektrum in der HPLC, als 2°-Desoxyadenosin identifiziert
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Abbildung 3.33: UV/VIS-Spektrum in der HPLC, als 2’-Desoxythymidin identifiziert
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3.2.4 Auswirkungen auf den Mycobionten von Fulgensia bracteata

Das Kapitel 3.2.3 beschreibt die Auswirkungen, die die Zugabe der vier sicher
identifizierten = Substanzen (Indol-3-carbaldehyd, L-Rhamnose, Cyclo-(tryptophanyl-
tryptophanyl) und Cyclo-(leucyl-tyrosyl) auf das Keimungs- und das Wachstumsverhalten des
Mycobionten von Fulgensia bracteata hervorruft. Die Substanzen werden dazu nach der in
Kapitel 2.2.4.6 beschriebenen Methode den Kulturmedien zugefiigt. AnschlieBend werden die
Keimungsraten quantitativ (Kapitel 3.2.4.1) und das Hyphenwachstum (Kapitel 3.2.4.2)
qualitativ erfasst.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Untersuchungen ist die Beobachtung, dass keine der
applizierten Substanzen in der Lage ist, den bereits in Kapitel 3.1.4.1 beschriebenen ,,growth
arrest” des Mycobionten zu iiberwinden. Nach 10, aber auch nach 30 Tagen Kulturdauer
zeigen sich in keinem Fall Hyphenlingen oder Wachstumsmuster, die groBer oder
differenzierter sind, als die in Kapitel 3.1.1.1 fiir die Kontrollproben beschriebenen. Trotz der
im Folgenden dargestellten Einfliisse der Substanzen auf den auskeimenden Mycobionten von

F. bracteata wird dieser ,,growth arrest* in keinem untersuchten Fall aufgehoben.

3.2.4.1 Auswirkungen auf die Keimungsrate

Fiir die vier identifizierten Substanzen kann gezeigt werden, dass sie die Keimung bzw. die
Keimungsrate des Mycobionten von F. bracteata beeinflussen. Die Stirke dieses Einflusses
ist in Abb. 3.34 als Keimungsrate in Abhédngigkeit von der applizierten Substanz, der
Konzentration (10* M oder 10° M) und der Kulturdauer (10 d oder 30 d) wiedergegeben. Fiir
diese Untersuchung wird Wasser-Agar verwendet, der sich schon in den zuvor beschriebenen
Versuchen (vgl. Kapitel 3.1.1) als geeigneteres Medium erwiesen hat. Parallel durchgefiihrte
Untersuchungen auf MYS1-Agar ergeben — auch hier in Ubereinstimmung mit den in Kapitel
3.1 dargestellten Resultaten — ein wesentlich heterogeneres Bild und sollen daher hier nicht
weiter aufgefiihrt werden. Auch auf MYS1-Agar wird weder der growth arrest aufgehoben,
noch zeigen sich Hyphenldngen oder Wachstummuster, die iiber die hier fiir Wasser-Agar
dargestellten Ergebnisse hinausgehen. Die Anzahl der Replicates, also die Anzahl der
Petrischalen in denen die Ascosporen ausgestreut und den verschiedenen Substanzen
ausgesetzt wurden, betrdgt fiir jeden Ansatz sechs und die Gesamtzahl der untersuchten
Ascosporen (n; +n, + ... + ng) wird im Folgenden fiir jeden Ansatz angegeben.

Nach 10 Tagen betrdgt die Keimungsrate von n = 441 Ascosporen in der Kontrolle 49 + 2,4
%. Dieser Wert i1st zwar geringer, als der der vergleichbaren Kontrollprobe in Kapitel 3.1.6
(ca. 63 %), allerdings wurden die hier verwendeten Apothecien zu einem anderen Zeitpunkt
gesammelt (2004 anstelle von 2006). Jahrgangs- und Jahreszeitabhidngige Sporenzahlen und
Keimungsraten sind dabei nicht ungewdhnlich (vgl. Schaper 2004, MeeB3en 2005). Nach 30
Tagen steigt die Keimungsrate von n = 780 untersuchten Ascosporen leicht auf 52 + 1,8 %.

Auch dieser Wert liegt, aus dem gleichen Grund, unter dem der vergleichbaren Kontrollprobe

111



3 Ergebnisse

in Kapitel 3.1.6 (ca. 82 %), zeigt aber wie dieser eine schwache Tendenz zur zeitverzégerten
Nachkeimung mit zunehmender Kulturdauer. Diese Tendenz zeigt sich auch unabhéngig von
der Konzentration in den Ansdtzen unter Einfluss von L-Rhamnose und von Cyclo-
(tryptophanyl-tryptophanyl) und unter Einfluss von 10° M Cyclo-(leucyl-tyrosyl). Bei
Zugabe von 10” M Cyclo-(leucyl-tyrosyl) zeigt sich dieser Effekt der Nachkeimung
ebensowenig, wie bei Zugabe von Indol-3-carbaldehyd (10 und 10 M).

Die Zugabe der Substanzen Indol-3-carbaldehyd und L-Rhamnose bewirkt in beiden
eingesetzten Konzentrationen und nach beiden Kulturdauern eine auffillige Reduzierung der
der Keimungsrate. Mit 10 M Indol-3-carbaldehyd liegt sie nach 10 Tagen bei 33 + 2,6 % (n
= 323) und nach 30 Tagen bei 28 + 4,4 % (n = 105), mit 10° M Indol-3-carbaldehyd nach 10
Tagen bei 39 + 3,2 % (n = 227) und nach 30 Tagen bei 35 + 6,3 % (n=57).

Das spezifische Exudat des F. bracteata-Photobionten zeigt keinen keimungsférdernden
Effekt auf den Mycobionten. Mit 10* M L-Rhamnose liegt die Keimungsrate nach 10 Tagen
bei 33 £ 2,6 % (n = 922) und nach 30 Tagen bei 28 + 4,4 % (n = 983), mit 10° M L-
Rhamnose nach 10 Tagen bei 39 + 3,2 % (n = 178) und nach 30 Tagen bei 35 £ 6,3 % (n =
101). Die nicht stattfindende Nachkeimung unter Einfluss von Indol-3-carbaldehyd deutet
dabei auf eine Keimungshemmung hin, die erfolgende Nachkeimung unter Einfluss von L-
Rhamnose hingegen auf eine Verzogerung oder Verlangsamung der Keimung.

Nach 10 Tagen unter Einfluss von 10* M und von 10° M Cyclo-(tryptophanyl-
tryptophanyl) 14sst sich mit Keimungsraten von 50 + 2,8 % (mit n = 329) und 48 + 1,8 % (mit
n = 783) kein signifikanter Unterschied zur Keimungsrate der Kontrolle (49 = 2,4 %)
feststellen. Allerdings féllt bei beiden Konzentrationen die Nachkeimung bis zum 30.
Versuchstag sehr deutlich aus. Nach 30 Tagen unter Einfluss von 10* M Cyclo-
(tryptophanyl-tryptophanyl) steigt die Keimungsrate auf 80 + 2,14 % (mit n = 351) an, unter
Einfluss von 10® M Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) steigt sie auf 60 + 1,6 % an (n = 911).
In beiden Féllen wird die Keimungsrate der Kontrolle (52 + 1,8 %) ilibertroffen und es zeigt
sich eine deutlich positiv korrelierte Keimungsférderung mit der Konzentration an
appliziertem Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl). Die hohere Konzentration an Cyclo-
(tryptophanyl-tryptophanyl) fiihrt dabei zu einer hoheren Keimungrate der Sporen des
Mycobionten.

Das fiir den Asterochloris-Photobionten aus Lecidea lurida spezifische zyklische Dipeptid
Cyclo-(leucyl-tyrosyl) hat in einer Konzentration von 10* M keinerlei Effekt auf die
Keimungsrate der Sporen des F. bracteata-Mycobionten. Mit 51 + 2,6 % nach 10 Tagen (n =
377) und 52 + 3,4 % nach 30 Tagen (n = 213) zeigen sich nur marginale Unterschiede zur
Kontrolle (49 + 2,4 % nach 10 und 52 + 1,8 % nach 30 Tagen). Bei der geringeren Konzen-
tration von 10 M lasst sich allerdings ein leicht keimungsverzdgernder Einfluss feststellen
(37 £2,9 % nach 10 Tagen, n = 289), der sich allerdings mit fortschreitender Kulturdauer auf
einen nur leicht verminderten Wert nivelliert (44 + 4,3 % nach 30 Tagen, n = 135).
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Keimungsrate in % der Sporen des Mycobionten von F. bracteata nach 10 d und 30 d auf
Wasser-Agar unter Einfluss applizierter Substanzen
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Abb. 3.34: Keimungsrate in % der Sporen des Mycobionten von F. bracteata nach 10 und 30 Tagen auf Wasser-

Agar unter Einfluss von vier applizierten Substanzen. Die obere Zeile der x-Achsenbeschriftung gibt die Kultur-

dauer in Tagen an, die mittlere Zeile die Konzentration der vier Substanzen und die untere Zeile die Identitat der
Substanzen bzw. der Kontrolle. Die Keimungsrate ist in % mit jeweiliger Standardabweichung angegeben.

3.2.4.2 Auswirkungen auf das Hyphenwachstum

Neben der Keimungsrate wird das frithe Hyphenwachstum des Mycobionten von Fulgensia
bracteata untersucht. Wie bereits beschrieben, kann keine der Substanzen das Mycobionten-
wachstum soweit stimulieren, dass der ,growth arrest“ aufgehoben wird und die
Mycobionten-Entwicklung {iber sehr frilhe Stadien hinausgeht. Das begrenzte
Hyphenwachstum fiihrt zur fehlenden Differenzierung der Mycelien. Das Wachstum der
Kontrolle entspricht dem in Kapitel 3.1.1 beschriebenen, Gallertbildung und Verzweigungen
sind selten. Letztere werden nach 10 Tagen von ca. 2 % aller Mycelien gebildet, diese Zahl
steigt zum 30. Versuchstag auf ca. 10 % an. Hyphal tip swellings in der beschriebenen,
bauchigen Form sind selten, allerdings zeigen viele Hyphen Verbreiterungen der
Hyphenspitze (Abb. 3.35a, h, 1). Abbildung 3.35 zeigt keimende Sporen von F. bracteata
nach 10 Tagen Kulturdauer. Aufgrund des ,.,growth arrest” zeigt sich zwar bis zum 30.
Versuchstag ein geringer Zuwachs, aber die generellen Wachstumsmuster dndern sich nicht.
Abbildung 3.35a zeigt das typische Hyphenwachstum unter Kontrollbedingungen. Die
Abbildungen 3.35b-d zeigen ein Hyphenwachstum mit 10 und 10°® M Indol-3-carbaldehyd
(b, ¢) sowie 10* und 10°® M L-Rhamnose (d, ¢). Unter diesen Bedingungen weisen viele
Hyphen ein gehemmtes Wachstum mit kurzen, hakenformig gekriimmten Keimhyphen auf,
das in dem gezeigten Zustand verharrt (Abb. 3.35 b,d,e). Der negative Effekt beider

Substanzen auf die Keimungsrate wird durch ein gehemmtes Hyphenwachstum begleitet.
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Abbildung 3.35f-g zeigt das Hyphenwachstum mit 10 M (g) und 10° M (f) Cyclo-(trp-trp).
Die erhohte Keimungsrate geht mit einer leichten Zunahme von Hyphenldange (g) und
Verzweigungsrate (ca. 25 %, f, 10 M) einher. Die Abbildungen 3.35h-i belegen, dass Cyclo-
(leu-tyr) ebensowenig einen Effekt auf das Hyphenwachstum zeigt, wie auf die

Keimungsrate.

AR T ¥

Abb. 3.35: Hyphenwachstum von F. brcteata nach 10 Tagen unte inﬂuss applizierter Substanzen. a) Kon-
trolle, b,c) 10 und 10° M Indol-3-carbaldehyd, d,e) 10 und 10" M L-Rhamnose, f,g) 10 und 10* M Cyclo-
(trp-trp), h,i) 10 und 10 M Cyclo-(leu-tyr). Erlduterungen im Text
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3.2.5 Exkurs: Exudate des Mycobionten von Fulgensia bracteata

Neben den Photobionten wird auch der Mycobiont von Fulgensia bracteata auf Exudate hin
untersucht, nachdem es gelungen ist, den Mycobionten in Fliissigmedium zu kultivieren.
Aufgrund von zeitlichen Beschriankungen konnte das Exudationsverhalten des Mycobionten
nicht detailliert untersucht werden. Es konnen lediglich die Chromatogramme und UV/VIS-
Spektren von HPLC-Untersuchungen der Ethylacetat-Extrakte mit je vier Replicates des
sterilen Kulturmediums MYS1 und des darin fiir sechs Wochen kultivierten Mycobionten
ausgewertet werden. Es konnen auch in dieser Untersuchung Substanzen detektiert werden,
die sich nicht im Kontrollmedium finden lassen. Dies legt nahe, dass auch der Mycobiont,
ebenso wie die Photobionten, Substanzen in das Kulturmedium exudiert. Die nachfolgende
Tabelle 3.17 zeigt die Retentionszeiten (RT in min) der gefundenen Signale. Dabei kdnnen
vier Signale (RT = 15,9; 16,5; 25,2 und 31,3 min) in allen vier Replicates nachgewiesen
werden, wihrend fiinf weitere Signale zwar spezifisch fiir den Mycobionten zu sein scheinen,
sich aber nicht in allen vier Replicates nachweisen lassen (RT = 8,8; 18,5; 25,8; 30,3 und 32,5
min). In den Wasser-Extrakten finden sich keine eindeutig Mycobionten-spezifischen Signale.
Uber die Identitit der gefundenen Substanzen lassen sich keine weiteren Angaben machen, da
weder die UV/VIS-Spektren aussagekriftige Ubereinstimmungen mit der Datenbank ergeben,
noch die Substanzen aus den oben genannten Griinden einer genaueren Untersuchung
unterzogen worden sind. Trotz dieser Unwégbarkeiten bleibt festzustellen, dass auch der

Mycobiont Substanzen exudiert und diese eine potenzielle Signalwirkung aufweisen konnten.

HPLC-Signale der Ethylacetat-Phase
des Mycobionten von F. bracteata

RT Signale in 4/4 Signale in 3/4
in min der Replicates der Replicates

8,8 - a

15,9 ] -

16,5 ] -

18,5 - a

25,2 ] -

25,8 - a

30,3 - m|

31,3 [ -

32,5 - a

Tabelle 3.17: HPLC-Signale der Ethylacetat-Phase des Mycobi-
onten von F. bracteata. Signale, die sich in allen 4 Replicates
(M) oder in 3 von 4 untersuchten Replicates () finden.
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3.3 Differenzielle Genexpression der Bionten

3.3.1 Ergebnisse zur mRNA-Isolation aus den Bionten

Dieses Unterkapitel fasst die Ergebnisse der Biontenkultur, der Gesamt-RNA-Isolation und
der mRNA-Isolation zusammen. Die Durchfiihrung dieser Experimente wird in den Kapiteln
2.2.5.1 bis 2.2.5.6 ausfiihrlich beschrieben. Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt dabei mit
einer heillen Phenol-Chloroform-Extraktion, an die sich ein DNase-Verdau, eine
Konzentrations- und Reinheitsbstimmung der Gesamt-RNA, eine nachfolgende mRNA-
Isolation mit dem PolyATtract® mRNA Isolationssystem (Promega Inc., Madison, USA) und
eine abermalige Konzentrations- und Reinheitsbstimmung der mRNA anschlief3t.

Die SSH wird sowohl mit Bionten durchgefiihrt, die auf Agar kultiviert werden, als auch mit
solchen, die in Fliissigmedium angezogen werden. Fiir den ersten SSH-Ansatz werden 14
Agarplatten mit dem Mycobionten von Fulgensia bracteata verwendet, 12 Platten mit dem
Photobionten von F. bracteata und 14 Platten, auf denen beide Bionten fiir 28 d gemeinsam
kultiviert werden. Die Ausbeute in Gramm Frischgewicht (g FG) liegt fiir den Mycobionten
bei 0,56 bis 1,59 g FG mit einem Mittelwert von 1,12 g FG pro Platte und insgesamt 15,73 g
FG Mycobiontenmaterial fiir die nachfolgende Gesamt-RNA-Isolation. Fiir den Photobionten
liegt sie bei 0,38 bis 1,55 g FG pro Platte mit durchschnittlich 0,66 g FG und einer Ausbeute
von 7,90 g FG. Fiir die kombinierte Biontenkultur ergeben sich Werte zwischen 0,27 und 2,04
g FG mit einem Mittelwert von 1,36 g FG und einer Gesamtausbeute von 19,09 g FG.

Fiir die Fliissigkulturen werden 16 Kolben mit Mycobiont, 17 Kolben mit Photobiont und 18
Kolben mit einer Suspension gemeinsam kultivierter Bionten eingesetzt. Die Gesamtausbeute
betrdgt fiir den Mycobionten 13,45 g FG mit durchschnittlich 0,84 g FG pro Kolben, fiir den
Photobionten 18,57 g FG mit durchschnittlich 1,09 g FG pro Kolben und bei den gemeinsam
kultivierten Bionten 44,33 g FG mit durchschnittlich 2,46 g FG pro Kolben. Als erstes
Ergebnis zeigt sich, dass die gemeinsam kultivierten Bionten in Fliissigmedium ein starkeres
Wachstum gegeniiber den isoliert angezogenen Bionten zeigen. Dies wird insofern deutlich,
als dass sich die Mycobiontenbewuchsdichte der Kolben vor der Zugabe des Photobionten
zwischen den Ansdtzen MB und MB+PB nicht unterscheiden und der Photobiont nur in
geringen Mengen (6 ml Zellsuspension) zugegeben wird. Nach der gemeinsamen Kulturdauer
zeigt sich ebenfalls, dass so gut wie alle Photobionten wéhrend der gemeinsamen Kultur im
Schiittler in die kugelformigen Mycelien des Mycobionten inkorporiert werden. Die
gemeinsame Kultur fiihrt zu einem intensiven Kontakt der beiden Bionten. In der
gemeinsamen Kultur auf Agar zeigen sich weder auffillige morphologische Veranderungen,
noch ein bemerkenswerter Zuwachs gegeniiber den einzeln kultivierten Bionten.

Da die SSH eine besonders kosten- und zeitintensive Methodik ist, werden diese einzelnen
Proben — also die 12 bis 18 Platten bzw. Kolben pro Ansatz als Replicates im eigentlichen
Sinne — im Verlauf der mRNA-Isolation sukzessive vereinigt bis am Ende jeweils ein Ansatz

an aufgereinigter und konzentrierter mRNA pro Versuchsansatz zur Verfligung steht. In
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diesem Ansatz nivellieren sich eventuelle individuelle Expressionsunterschiede in den Kolben
in einem Malfle, als dass sich eine ausgeglichene und reprasentative mRNA-Population eines
jeden Ansatzes herausbildet.

Die jeweiligen Ergebnisse der einzelnen Arbeitsschritte bis zur endgiiltigen mRNA-Isolation
und -Aufreinigung finden sich in Tabelle 3.18 fiir die Kultur auf Agar und in Tabelle 3.19 fiir
die Kultur in Fliissigmedium. Bei den Agar-Kulturen ergibt sich eine Ausbeute an Gesamt-
RNA von 513,7 pg fiir den MB-Ansatz, 1236,0 ug fiir den PB-Ansatz und 633,7 pg fiir den
MB-+PB-Ansatz, wihrend die mRNA-Ausbeuten bei 11,8 sowie 23,7 und 7,7 ug liegen. Bei
den Fliissigkulturen ergibt sich stets eine groBBere Ausbeute an Gesamt-RNA und mRNA. Die
Gesamt-RNA-Ausbeuten betragen 632,1 pg fir den MB-Ansatz, 2521,7 ug fiir den PB-
Ansatz und 2778,0 pg fir den MB+PB-Ansatz. Die mRNA-Ausbeuten liegen
dementsprechend hoher bei respektive 14,7 sowie 69,4 und 55,7 ng. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Menge an mRNA, die isoliert werden kann, sehr gut mit den Literaturwerten iiber
den Anteil von 1-5 % an mRNA an der Gesamt-RNA iibereinstimmt (Janning & Knust 2008).
Die Werte schwanken in dieser Isolation zwischen 1,2 % und 2,8 % und liegen damit in finf
von sechs Féllen nahe an den fiir Eukaryoten durchschnittlichen 2 % (Miilhardt 2009). Die
Werte betragen bei Agarkultur 2,3 % (MB), 2,8 % (PB) und 2,0 % (MB+PB), sowie bei
Flissigkultur 2,3 % (MB), 1,9 % (PB) und 1,2 % (MB+PB). Die finalen Ausbeuten liegen
aufgrund von Verlusten in den zur Aufkonzentrierung notwendigen Fallungsschritten
niedriger. Sie betragen bei den Agarkulturen 5,5 pg (MB), 17,6 pg (PB) und 4,5 pg
(MB+PB), bei der Fliissigkultur 7,0 ug (MB), 42,5 ng (PB) und 28,0 ug (MB+PB).

Die isolierten Proben der Gesamt-RNA werden in 1,2 %igen Agarosegelen aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angefarbt. Auf diese Weise ldsst sich die Qualitit der Gesamt-RNA
iiberpriifen. Die Abbildungen 3.34a-c zeigen exemplarisch diese Auftrennung der Gesamt-
RNA von Mycobionten-, Photobionten- und Kulturen gemeinsam angezogener Bionten. In
diesen Gelen sind deutlich die breiten Banden den rRNA in der Mitte der Laufstrecke und die
verwaschenen Wolken an kleiner tRNA zu erkennen, die sich in den unteren Bildbereichen an
der Lauffront des Gele ansammeln. Die oberhalb, zwischen und unterhalb der rRNA-Banden
sichtbaren lang ausgezogenen und diffusen Schatten stellen die mRNA dar, die wie oben
beschrieben nur einen geringen Teil der Gesamt-RNA ausmachte. Der Asterisk (*) in Abb.
3.34b markiert zum Vergleich eine Probe, deren Gesamt-RNA durch RNase-Aktivitit
degradiert ist. So zeigt sich anschaulich der Abbau von RNA durch RNasen hin zu kleineren
RNA-Fragmenten.

Wihrend Qualitdit und Quantitit der Gesamt-RNA sowohl photometrisch, als auch
gelelektrophoretisch  iiberpriift werden, wird die mit dem PolyATtract® mRNA
Isolationssystem (Promega Inc., Madison, USA) isolierte mRNA aufgrund der zu

erwartenenden geringen Menge an Ausbeute nur photometrisch und nicht mehr zusétzlich in
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Biontenkultur RNA-Isolation mRNA-Isolation Gesamt
Nr.der Menge Nr.der Menge RNA RNA vereinigte mMRNA mRNA mRNA
Platte [g] FG Probe [g]FG [pg/ml] [mal Proben-Nr. [pg/ml] [ng]l [mg]l
1 1,52
2 118 1 2,69 574
3 1,21
4 1.44 2 2,65 498 94,4 1 5,7 1,4
5 1,01
6 1.09 3 2,09 657
Z 2’?2 4 1,81 840 5,5
9 1,06 196,5 2 25,3 6,3
10 1.31 5 2,37 1124
: ; ::’;g 6 2,77 1044
2 222,8 3 16,4 41
13 0,79 7 138 1184
27 0,56 ’
1 0,57
2 0.38 1 0,95 1054 105,4 1 8,1 2,0
3 0,54
4 0.40 2 0,94 1734 173,4 2 20,3 5,1
g g’g; 3 114 1701
> 383,3 3 32,3 8,1 17.6
9 0,40 5 1,04 2132 ’
10 0,64 !
7 0,69
8 0.70 4 1,39 2763 276,3 4 19,1 4.8
11 1,55
12 0.90 6 2,45 2976 297,6 5 14,8 3,7
14 1,41
15 1,41 1 2,82 819 121,7 1 5,4 1,4
16 2,04
17 113 2 3,17 808
18 1,563 150,9 2 12,5 31
19 1.65 3 3,17 1108
20 1,38 4.5
21 1,37 4 3,01 1334 ’
23a 0.27 175,1 3 12,5 31
22 1,70
24 1.83 5 3,53 834
25 1,44
26 1,31 6 339 1443 1860 4 122 31
23b 0,64

Tab. 3.18: Ergebnisse fiir die SSH-Kulturen auf MYSI1-Agar: Die Tabelle gibt unter ,Biontenkultur” die
Ausbeute fiir die drei Kulturansitze in [g] Frischgewicht (FG) aus den einzelnen Kulturansitzen wieder, unter
»RNA-Isolation* die dafiir eingesetzte Menge in [g] FG, die Konzentration der erhaltenen RNA [pg/ml] und die
Gesamtmenge [pg] und unter ,,mRNA-Isolation* die Ausbeuten an mRNA in [pg/ml] und in [pg]. Fiir die
mRNA-Isolation wird die Ausbeute der RNA-Isolationen vollstindig eingesetzt. Ganz rechts wird die
Gesamtmenge an mRNA angegeben, die fiir die nachfolgende SSH und die Hybridiesierungsexperimente zur
Verfligung steht. Die einzelnen Ansdtze werden — statt Replicates — fiir die ressourcenintensive SSH vereinigt.

der Gelelektrophorese iiberpriift. Allerdings wird in einer zusétzlichen Versuchsprobe die
mRNA mit dem Oligotex® mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, D, nach Oligotex® Spin Column
Protocol) isoliert und danach gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis ist in Abbildung
3.35 dargestellt und zeigt eine Aufreinigung von jeweils ca. 30 pg Gesamt-RNA aus
Mycobiontenkulturen. Deutlich zeigt sich die breite und verwaschene Spur von mRNA mit
den zwei Banden an rRNA, die sich in der Aufreinigung mit sdulenbasierten Kits nur schwer
vollkommen beseitigen lassen (Lucassen, miindl. Mitteilung). Die Menge an aufgetragener
mRNA liegt, nach den oben beschriebenen prozentualen Verteilungen der einzelnen RNA-

Arten zwischen 0,3 und 1,5 pg, ungefihr bei ca. 0,6 pg mRNA.
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Biontenkultur RNA-Isolation mRNA-Isolation Gesamt
Nr.des Menge Nr. der RNA RNA RNA vereinigte mMRNA mRNA mRNA
Kolbens [g] FG Probe [ug/ml] [ng] [mng]l Proben-Nr. [pg/ml] [pg/ml] [ug]

1
2
3 3,61 1 326 32,6
;‘ 206,4 1 17,6 4,4
9b 1,63 4 957 78,1
12 216 6 781 957
13
s 7,0
8 1,39 2 1159 115,9
14 215,7 2 19,2 4,8
0,95 7 999 99,9
15
963 1,53 3 1040 104,0
10 210,0 3 21,9 55
1 2,17 5 1060 106,0
19
20 3,70 1 4139 413,9 413,9 1 51,7 12,9
26
21
22 2,72 2 4578 457,8 457,8 2 48,5 12,1
27
23
24 4,34 3 4338 483,8 483,8 3 60,2 15,1
28 42,5
1
2 2,66 4 5321 532,1 532,1 4 55,7 13,9
1
A
B 2,62 5 3771 3771
C 634,1 5 61,7 15,4
g 2,55 6 2571 2571
31
32 9,30 1 1867 373,5 373,5 1 32,0 8,0
30a
33
34 9,51 2 1997 427,3 427,3 2 35,1 8,8
30b
36
37 7,58 3 2136 399,4 399,4 3 41,8 10,5
30c
38 28,0
39 6,02 4 1736 3471
420a 671,9 4 64,8 16,2
41 6,58 5 1624 324,8
44 b
42
43 5,34 6 4530 905,9 905,9 5 48,9 12,2
44 c

Tab. 3.19: Ergebnisse fiir die SSH-Kulturen in Flissigkultur: Die Tabelle gibt unter ,,Biontenkultur” die
Ausbeute fiir die drei Kulturansitze in [g] Frischgewicht (FG) aus den einzelnen Kulturansétzen wieder, unter
»RNA-Isolation* die dafiir eingesetzte Menge in [g] FG, die Konzentration der erhaltenen RNA [pg/ml] und die
Gesamtmenge [pg] und unter ,,mRNA-Isolation” die Ausbeuten an mRNA in [pg/ml] und in [pg]. Fir die
mRNA-Isolation wird die Ausbeute der RNA-Isolationen vollstindig eingesetzt. Ganz rechts wird die
Gesamtmenge an mRNA angegeben, die flir die nachfolgende SSH und die Hybridiesierungsexperimente zur
Verfiligung steht. Die einzelnen Ansdtze werden — statt Replicates — fiir die ressourcenintensive SSH vereinigt.
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Isolierte Gesamt-RNA des Mycobionten in Fliissigkultur

Mycobiont (2 pl) Mycobiont (5 pl) M IxT

11 1.2 24 22 341 32 R 141 12 28 22 31 32 R z

_ .1
-~haocb.“- -
““lan&llll“ .
s 8 @n

Abb. 3.36a
Isolierte Gesamt-RNA der Bionten in Fliissigkultur
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Abb. 3.36b
Isolierte Gesamt-RNA beider Bionten
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Abb. 3.36¢

Abb. 3.36: Gelelektrophoretische Uberpriifung der Qualitit isolierter Gesamt-RNA aus Mycobionten (a), Photo-
bionten (b) und gemeinsam kultivierter Bionten (c). Deutlich sind die breiten rRNA-Banden, oft der diffuse Ver-
lauf der mRNA iiber einen GroBteil der Laufstrecke und die Wolke an tRNAs an der Lauffront erkennbar. Die
Probenidentitit und die Auftragsmenge sind in den Abbildungen angegeben. A = Hind III-verdaute Lambda-
Phagen-DNA, M = Marker, der Asterisk (*) markiert eine Probe degradierter Gesamt-RNA zum Vergleich.
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8 X2

Abb. 3.37: mRNA-Isolation mit
Oligotex™ mRNA Mini Kit aus
jeweils ca. 30 pg Gesamt-RNA
aus Mycobiontenkulturen

in Fliissigmedium

3.3.2 Suppressive Subtraktive Hybridisierung

Die Durchfiihrung der SSH orientiert sich am Protokoll des Herstellers (PCR-Select'™
cDNA-Substraction Kit, Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA) und nach den in
Kapitel 2.2.5.7 beschriebenen Prinzipien. Ziel der SSH-Methodik ist es, am Ende der
Prozedur eine Population differenziell hochregulierter und eine Population differenziell
herunterregulierter cDNA-Spezies zu erhalten. Die SSH wird fiir Kulturen von Festmedium
und solchen aus Fliissigmedium durchgefiihrt. Im Folgenden sind lediglich die Zwischen-
ergebnisse in diesem Prozess und die Ergebnisse der SSH aufgefiihrt. Die Uberpriifung und
die Identifikation der einzelnen cDNA-Spezies findet sich in den folgenden Kapiteln.

Nach der Transkription der mRNA in doppelstringige cDNA wird ein Verdau der cDNA-
Populationen mit dem Restriktionsenzym Rsa I (5°...GTWAC...3") durchgefiihrt, um kiirzere
blunt-end cDNA-Fragmente zu generieren, die flir die Adaptorligation noétig und fiir die
Subtraktionsreaktion geeignet sind. Nach dem Verdau wird der Restriktionserfolg gel-
elektrophoretisch tliberpriift (Abb. 3.36). Die Abbildung zeigt die Testeransitze cDNA 1f
(forward, tester fiir differenziell hochregulierte cDNA), cDNA 2r (reverse, driver fiir
differenziell herunterregulierte cDNA) und 3 (cDNA aus menschlichem Skelettmuskulatur,
als mitgelieferte Kontrolle, die parallel zu allen Schritten zur Uberpriifung des Arbeitserfolges
dient) vor und nach dem Verdau. Deutlich ist zu erkennen, dass die unverdaute cDNA (-)
Langen zwischen 0,1 kb und deutlich {iber 1,0 kb aufweist und von guter Qualitét ist. Nach
dem Rsa I-Verdau (+) hat sich die durchschnittliche Liange der cDNAs hin zu kleineren
Fragmenten verschoben, was an der groBeren Laufstrecke zu erkennen ist. Abbildung 3.36

zeigt, dass die eingesetzte cDNA von guter Qualitét ist und der Verdau erfolgreich.
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Rsal-Verdau der cDNA vor der SSH von Bionten in Fliissigkultur

M 1f 2r 3 M

Rsal Rsal Rsal Rsal Rsal Rsal
5 + - + - +

->E1 ,0 kb

Lt ]
> 0,5 kb
L3 °

- 0,2 kb

Abb. 3.38: Rsa I-Verdau der cDNA vor der SSH von Bionten in Fliissigkultur.
Auftrag von je 2,5 ul der Proben 1f (tester), 2r (driver) und 3 vor Rsa I-Verdau (-)
und danach (+) auf 1,2 % Agarosegel mit EtBr in TAE-Puffer. cDNA von guter
Qualitét, mit erfolgreichem Verdau verschieben sich die cDNA-Léngen hin zu
kiirzeren cDNA-Fragmenten (Erlduterung im Text).

Im néchsten Arbeitsschritt werden die Adaptoren an die jeweiligen, in zwei Fraktionen
aufgespaltenen tester-Ansitze, nicht aber an die driver-Ansétze ligiert. Nur so ist es mdglich,
in nachfolgenden subtraktiven PCR-Schritten die differenziell hochregulierten, also nur im
tester vorhandenen cDNAs exponentiell zu amplifizieren, wéahrend alle anderen cDNAs
iiberhaupt nicht oder nur linear amplifiziert werden koénnen. Das Gelingen dieses
Arbeitschrittes wird mit einer Ligationseffizienzanalyse iiberpriift. Dieses PCR-Experiment
ist derart gestaltet, dass nur PCR-Templates amplifiziert werden konnen, die die
Verbindungsstellen zwischen Adaptor und cDNA iiberspannen. Dazu wird einerseits der zum
Protokoll gehorende, die Adaptoren 1 und 2R gleichermaBBen bindene PCR-Primer 1
verwendet, als auch der Primer fiir ein housekeeping-Gen, also ein stets exprimiertes Gen des
Versuchsorganismus. Da zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung sowohl fiir den
Mycobionten, als auch fiir den Photobionten von Fulgensia bracteata kein solches
housekeeping-Gen bekannt war und damit auch der entsprechende Primer fehlte, konnte das
Experiment nur mit der Kontrolle durchgefiihrt werden. Dazu wird die Adaptor-ligierte
Kontrolle von c¢cDNA aus menschlicher Skelettmuskulatur mit verschiedenen Primer-
kombinationen verwendet. Ziel dieses zusitzlichen Experimentes ist es, zu zeigen, dass die
Ligationseffizienz der verwendeten Adaptoren bei > 25 % lag, um eine anschliefende
Hybridisierung sicher zu ermoglichen. Neben einer Negativkontrolle ohne Primer-Zugabe
werden vier PCR-Reaktionen in der unten aufgefiihrter Primer-Kombination angesetzt. Die
Abbildung 3.37 zeigt das zu dieser PCR gehdrende Gelbild und zeigt ebenso, dass die
Adaptorligation in beiden Féllen — Adaptor 1 in Spur 1 und Adaptor 2R in Spur 4 — den
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geforderten Wert von 25 % knapp erreicht. Die Abschitzung der Ligationseffizienz erfolgt
anhand der bekannten Mengen des Markers. Zumindest fiir die parallel und identisch
bearbeitete Kontrolle kann also von einer ausreichend erfolgreichen Ligation ausgegangen

werden.

Abb. 3.39: Kontrolle der Ligationseffizienz der Adaptoren
am Beispiel der Kontrolle von ¢cDNA aus menschlicher
Skelettmuskulatur mit einer Kombination von Adaptor-
spezifischen PCR-Primern und Primern des housekeeping-
Genes G3PDH. 1,2 %iges Agarosegel mit EtBr in TAE-

o
an

R— - Puffer: 1) 1 pl tester 3-1 mit Adaptor 1 mit G3PDH 3’-

¢ Primer + PCR-Primer 1, 2) 1 ul tester 3-1 mit Adaptor 1

.. mit G3PDH 3’-Primer + G3PDH 5’-Primer, 3) 1 ul fester

o s 3-2 mit Adaptor 2R mit G3PDH 3’-Primer + G3PDH 5°-

Primer, 4) 1 pl tester 3-2 mit Adaptor 2R mit G3PDH 3°-
Primer + PCR-Primer 1. Erlauterungen im Text

Nach der Hybridisierung werden die PCR-Experimente der SSH durchgefiihrt, in denen
diffe-rentiell exprimierte cDNAs exponentiell, nicht-differenzielle cDNAs nicht oder nur
linear amplifiziert werden sollen. Die Ergebnisse dieser PCRs sind exemplarisch fiir Bionten
in Fliissigkultur dargestellt (Abb. 3.38). Untersucht werden der subtrahierte tester zur Identifi-
kation von kontaktspezifisch hochregulierten mRNAs (1f), der subtrahierte fester zur
Identifikation von kontaktspezifisch herunterregulierten mRNAs (2r), der subtrahierte fester
der Kontrolle von ¢cDNA aus menschlicher Skelettmuskulatur (3) und mitgelieferte, bereits
subtrahierte Kontroll-cDNA (4c). Parallel werden von jedem Ansatz Kontrollen nicht-
subtrahierter cDNAs aufgetragen (lc, 2c, 3¢). Nach 35 Zyklen in der ersten PCR-Reaktion
zeigen sich keine sichtbaren Banden in den subtrahierten Ansdtzen (1f, 2r, 3), wohl aber in
den nicht-subtrahierten Kontrollen (1c, 2¢, 3c). Nach 25 Zyklen in der zweiten nested-PCR
finden sich in allen drei Proben (lc, 2r, 3) deutliche Banden, die kontaktspezifisch
hochregulierte (1f) und herunterregulierte (2r) mRNAs reprisentieren. Auffillig ist in allen
Féllen — auch bei zahlreichen Wiederholungen der SSH-PCR-Reaktionen — die stets geringe
Linge der amplifizierten PCR-Fragmente. Dieses Phidnomen lédsst sich weder durch
Konzentrationsinderungen von Primern oder templates, noch durch Anderung der

Annealingtemperatur oder der Elongationsdauer umgehen.
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PCR 1 und PCR 2 der SSH von Bionten in Fliissigkultur

PCR 1 (35 Zyklen) M PCR 2 (25 Zyklen)
1f 1c 2r 2¢ 3 3¢ 4c 1f 1c 2r 2c 3 3c 4dc

u s i | ' «<+1,0 kb
“ t‘ l ' " <+ 0,5kb
B BN

Abb. 3.40: PCR 1 und PCR 2 der SSH von Bionten in Fliissigkultur. PCR 1 mit 35 Zyklen,
PCR 2 mit 25 Zyklen, 1f = fester subtrahierter hochregulierter cDNAs, 1c¢ = fester nicht-sub-
trahierter hochregulierter cDNAs, 2r= tester subtrahierter runterregulierter cDNAs, 2¢ = fester
nicht-subtrahierter runterregulierter cDNAs, 3 = tester subtrahierter Kontroll-cDNAs,
3¢ = tester nicht-subtrahierter Kontroll-cDNAs, 4¢ = subtrahierte Kontrol-cDNA.

1,2 %iges Agarosegel mit EtBr in TAE-Puffer. Erlduterungen im Text.

<+ 0,2 kb

3.3.3 Ergebnisse der Klonierung und der Selektion

Nach der SSH werden beide cDNA-Populationen — die mit kontaktspezifisch hoch-
regulierten und die mit kontaktspezifisch herunterregulierten cDNAs (1f und 2r aus Abb.
3.38) — sowohl aus Fliissigkultur, als auch aus Festkultur in einen Vektor ligiert und
kompetente E. coli-Bakterien mit diesem Vektor transformiert (vgl. Kapitel 2.2.5.8). Die
transformierten E. coli-Bakterien werden anschlieBend ausplattiert, blau-weill selektioniert
und die farblosen Bakterienkolonien werden auf Petrischalen mit LB-Agar (+Amp) im 96er-
Mikrotiterplattenmuster iiberimpft. Die so aufgetragenen Klone werden erneut kultiviert und
der Transformationserfolg, ebenso wie die Lange des Inserts fiir jede Kolonie mittels colony-
PCR tiberpriift (vgl. Kapitel 2.2.5.9). Ab diesem Zeitpunkt werden nur die Ansétze 1f und 2r
aus der SSH von Bionten in Fliissigkultur weiter bearbeitet. Dabei werden fiir den Ansatz 1f
insgesamt 576 Klone ausgewéhlt (je 96 auf 6 quadratischen Petrischalen) und 480 Klone (je
96 auf 5 Petrischalen) fiir Ansatz 2r. Klone, die in der colony-PCR léngere Inserts zeigen
werden zusétzlich auf gesonderten Platten (1-1 und 2-1) angezogen. In den Gelbildern der
colony-PCRs zeigen sich stets kurze Banden von 0,1 bis 0,3 kb, deren Linge mit der Lénge
der SSH-Banden in Abb. 3.38 korrelierte. 92 % der colony-PCRs zeigen klare Einzelbanden,
wihrend in den restlichen 8 % distinkte Einzelbanden oder verwaschene Banden auftreten.

Kolonien die diese uneindeutigen Banden zeigen werden bei Bedarf durch Verdiinnen und
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Ausplattieren vereinzelt und einzelne Kolonien abermals mit colony-PCR {iberpriift.
Exemplarisch werden die colony-PCR-Ergebnisse in den Abbildungen 3.39 und 3.40 gezeigt.

colony-PCR, masterplate 1-1, adapted conditions, 03.09.09

cens

*
* » . B N
Abb. 3.41a
colony-PCR, masterplate 1-3, 07.09.2009
M wton A12(Bluass siasiito s onaEat SR RIZICl L catn. - C5
---L— —— e — e — — — e — — — — e . — S e G e o
=
-
* * * *
Lad
- - - " -
' . L X2 E -
M cs to c12 D1 Gfo.. D12 E1 to E10
I e s o — — . — e s e
= s aelalatc o ZSESEPSEREE 7 VA= T R S
*
- e - -
Abb. 3.41b

Abb. 3.41: Gelldufe der colony-PCRs der Platten 1-1 (a) und 1-3 (b) von Ansatz 1f fiir kontaktspezifisch hoch-
regulierte cDNAs zur Uberpriifung der Klone auf Inserts. Banden zeigen das Vorhandensein eines Inserts. Die
Proben A1 bis E10 sind dargestellt, die restlichen (E11 bis H12) nicht. Die untere Bandenreihe erscheint wegen
des ausgelaufenen EtBr stets blasser. Der Asterisk (*) markiert unerwiinschte Doppelbanden (siehe Text).
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Colony-PCR, Masterplate 2-2, 17.09.09
B1
M.A1.~.k; _.__;;sa.,,._A.;:..ai‘.’!@‘;:..:...":._...< B 128CY - =2

* *
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Abb. 3.42a
Colony-PCR, Masterplate 2-4, 25.09.2009
M A1 A12 B1 B12 C1 cs
..OM.M'.MW
M C6 c12 D1 i ok D1g E1 E10
7
*
Abb. 3.42b

Abb. 3.42: Gelldufe der colony-PCRs der Platten 2-2 (a) und 2-4 (b) von Ansatz 2r fiir kontaktspezifisch
herunter-regulierte cDNAs zur Uberpriifung der Klone auf Inserts. Banden zeigen das Vorhandensein eines
Inserts. Die Proben A1 bis E10 sind dargestellt, die restlichen (E11 bis H12) nicht. Die untere Bandenreihe

erscheint wegen des ausgelaufenen EtBr stets blasser. Der Asterisk (*) markiert unerwiinschte
Doppelbanden (Erlduterungen siehe Text).
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3.3.4 Ergebnisse der Hybridisierungsexperimente

Die Hybridisierungsexperimente dienen in erster Linie dazu, die in der SSH amplifizierten
cDNA-Spezies auf ihre tatsdchliche kontakt-spezifisch differenzielle Expression hin zu
iiberpriifen. Damit wird die Problematik falsch positiver Ergebnisse reduziert, aber auch die
umfangreiche Menge an Klonen aus der SSH fiir die folgenden Sequenzierungen eingegrenzt.
Das vewendete Verfahren wird in Kapitel 2.2.5.10 erldutert, die Ergebnisse im Folgenden
beschrieben.

Die Auswertung ergibt, dass von den insgesamt 576 Klonen im hochregulierten Ansatz 1f
74 Klone (ca. 13 %) einen Expressionsunterschied von > 2 und eine Intensitidt von > 1,8 des
Hintergrundes aufweisen. Von den insgesamt 480 Klonen im herunterregulierten Ansatz 2r
zeigen 35 Klone (ca. 7 %) einen Expressionsunterschied mit den gleichen Parametern. Die
genauen Positionen dieser Klone auf den verschiedenen Petrischalen und ihre damit
verbundene Bezeichnungen finden sich in den folgenden Tabellen 3.20 und 3.21. Die Stérke
des Expressionsunterschiedes ist fiir jeden Klon angegeben. Einige Hybridisierungs-
experimente werden zu Vergleichszwecken sowohl auf Hybond-N, als auch auf Hybond-N+
Hybridisierungsmembranen durchgefiihrt. In diesen Fillen zeigen sich zwar materialbedingte
Unterschiede in den Expressionsstdrken, in den meisten Féllen zeigen die Klone aber auf
beiden Filtern ein ilibereinstimmend differenzielles bzw. nicht-differenzielles Expressions-
muster gemél den oben aufgefiihrten Parametern.

In Abbildung 3.41 sind zwei identische Makroarrays dargestellt, von denen der obere mit
einer cDNA-Sonde gemeinsam kultivierter Bionten (MB+PB) hybridisiert wird, wihrend der
untere mit einer cDNA-Sonde aus getrennt kultivierten Bionten (MB und PB) hybridisiert
wird. Die nach obigen Parametern als differenziell exprimierte Klone geltenden Messpunkte
sind markiert. Insgesamt werden mit den Hybridisierungsexperimenten 109 Klone bestimmt
und weiter bearbeitet. Dabei werden alle 35 Klone des Ansatzes 2r verwendet, ebenso wie
jene 74 Klone des Ansatzes 1f, die eine Signalstirke vom > 2-fachen des Hintergrundes

aufweisen.
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Kontakt-spezifisch hochregulierte cDNA-Spezies in Hybridisierungsexperimenten (I)

Petrischale Position Faktor auf Petrischale Position Faktor auf
N+ Hybond N Hybond N+ Hybond N Hybond
1-b A01 2,0 4,2 1-la Go8 5,2
1-b A03 1,7 4.3 -la G 09 10,3
1-b A09 53 4.4 1-la H 05 3.7
1-b A12* 2,3 51
1-b B 01 4.2 71 1-1 A 06 3,7
1-b B 02 3,2 6,3 1-1 AQ7* 4.8
1-b B 09 54 35 1-1 A10 8,5
1-b B 11* 1,7 2,7 1-1 B 11 11,2
1-b co1 - 9,2 1-1 cn" 15,1
1-b E 01* 1,5 3,3 1-1 c12 8,5
1-b E 02 2,7 2,3 1-1 D10 6,5
1-b E 03 3,0 2,5 1-1 E 07 10,0
1-b E 06* 34 2,3 1-1 F 02 6,5
1-b E 08 41 2,7 1-1 F 05 13,1
1-b E 10 - 52 1-1 F 08 10,4
1-b G 08 3,8 2,7 1-1 F12 10,1
1-b G 08 31 21 1-1 G10 5,0
1-b H 05 1,5 2,7 1-1 G12 13,5
1-b H12 2,8 2,7 1-1 H 10 7.7
1-1 H 11 2,7
1-a A 02* 2,3
1-a A09 45 1-5 B 08 3,2
1-a B 01 21 1-5 D 04 3,5
1-a B 02 21 1-5 E 09 3,1
1-a E 08 2,0 1-5 H 01 4.5

Kontakt-spezifisch hochregulierte cDNA-Spezies in Hybridisierungsexperimenten (II)

Petrischale Position Faktor Petrischale Position Faktor
N+ Hybond N Hybond N+ Hybond N Hybond
1-2 C 08* 6,6 1-3 D 04 53
1-2 c12 15,6 1-3 D10 8.6
1-2 D 02 75 1-3 D11 6,5
1-2 D 03 7,6 1-3 E 03 6,5
1-2 D 05 58 1-3 E 06 6,4
1-2 D 06 58 1-3 E 10 7.8
1-2 D 09 15,0 1-3 F 04 6,8
1-2 D12 6,9 1-3 F 06 10,0
1-2 E 06* 4.2 1-3 F 07 6,5
1-2 E O7* 6,2 1-3 F11* 57
1-2 E 10 4,5 1-3 G 01* 6,1
1-2 F10* 79 1-3 G 08 6,3
1-2 G 04 6,1
1-2 G 08* 12,6 1-4 A02 4,0
1-2 H 03 3,6 14 D07 3,7
1-2 H 05 7,6 14 E 07* 2,3
1-2 H 08* 9,4 14 F 02 6,9
1-2 H 09 45 14 F 08 54
1-4 F 09 49
1-3 B 01 4.8 14 F 10 3,1
1-3 B 02* 4.2 14 F11 52
1-3 B 10* 59
1-3 B 11* 35 1-6 A02 2,3
1-3 D 01 45 1-6 B 03 2,3
1-3 D 02 4.3 1-6 E 05 2,6

Tab. 3.20a

Tab. 3.20b

Tab 3.20: Nachweis kontaktspezifisch hochregulierter cDNAs mittels Hybridisierungsexperimenten. Der Faktor
gibt an, um wieviel Mal die Sonde aus cDNAs gemeinsam kultivierter Bionten (MB+PB) besser an die
Makroarray-Dots bindet, als die Sonde aus getrennt kultivierten Bionten (MB und PB). Dies ist ein MaB fiir die
Hochregulation der entsprechenden mRNAs/Gene. Betrachtet werden alle Signale mit einer Signalstirke vom >
1,8-fachen Hintergrund und einem Expressionsfaktor von > 2 (im Falle von zweifach erfolgter Hybridisierung
auf Hybond-N+ und -N Membranen (2-la), wenn wenigstens ein Wert > 2 und der andere > 1,5).
Positionsbezeichnungen ohne Asterisk (*) zeigen eine Signalstirke vom > 2-fachen des Hintergrundes.
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Kontakt-spezifisch herunterregulierte cDNA-Spezies in Hybridisierungsexperimenten
Petrischale Position Faktor Petrischale Position Faktor
N+ Hybond N Hybond N+ Hybond N Hybond

2-la A09 8,1 23,2 2-b B 09 10,6

2-la B 03 3.1 - 2-b E 08 24,5

2-la B 06 2,0 29 2-b F 01 6,6

2-la B 08 35 10,6 2-b F 09 2,7

2-la B 09 3,6 6,2

2-la C 04 2,8 5,9 2-1 B 02 39,9

2-la co08 1,8 45 2-1 E 11 19,9

2-la D02 29 - 2-1 H 07 30,4

2-la D10 29 7.9

2-la E 01 21 41 2-2 D 07 25,0

2-la E 03 13,6 15,7 2-2 E 04 22,7

2-la E 05 3,7 5,0

2-la F 01 14,6 257 2-3 E 06 2,8

2-la F 02 1,7 4,8

2-la F 03 2,0 7.3 2-4 A12 33

2-la F 04 2,1 75

2-la F 06 8,3 12,3

2-la F 08 1,7 1,4

2-la G 02 1,9 5,4

2-la G 08 3,6 11,0

2-la G 09 1,9 12,3

2-la G12 2,7 10,2

2-la H 01 2,4 6,8

2-la H Q7 41 8,0 Tab. 3.21

Tab 3.21: Nachweis kontaktspezifisch herunterregulierter cDNAs mittels Hybridisierungsexperimenten. Der
Faktor gibt an, um wieviel Mal die Sonde aus cDNAs getrennt kultivierter Bionten (MB und PB) besser an die
Makroarray-Dots bindet, als die Sonde aus gemeinsam kultivierten Bionten (MB+PB). Dies ist ein MaB fiir die
Herunterregulation der entsprechenden mRNAs/Gene. Betrachtet werden alle Signale mit einer Signalstdrke von
> 1,8-fachem Hintergrund und einem Expressionsfaktor von > 2 (im Falle von zweifach erfolgter Hybridisierung
auf Hybond-N+ und -N Membranen (2-1a), wenn wenigstens ein Wert > 2 und der andere > 1,5).
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Abb. 3.43a

Abb. 3.43b

Abb. 3.43: Zwei identische Makroarrays, wobei das obere mit der cDNA-Sonde ,,MB-+PB* (gemeinsam
kultivierte Bionten), das untere mit der cDNA-Sonde ,,MB und PB* (getrennt kultivierte Bionten) hybridisiert
wurde. Damit konnen spots, die auf dem oberen Makroarray stirkere Signale erzeugen, gemall den gewéhlten
Parametern, als kontaktspezifisch hochregulierte c¢DNA-Spezies betrachtet werden. Die hier gezeigten
Makroarrays zeigen den Ansatz 2-1b auf Hybond-N-Membranen (vgl. auch Tab. 3.21a).
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3.3.5 Identifikation differenziell exprimierter cDNA-Spezies

Fiir die Sequenzierung der differenziell exprimierten cDNAs werden die in Kapitel 3.3.4
aufgeflihrten 74 Klone des Ansatzes 1f und die 35 Klone des Ansatzes 2r kultiviert. Die
Plasmide der insgesamt 109 Klone werden aufgereinigt und zur Sequenzierung gegeben (vgl.
Kapitel 2.2.5.11 und 2.2.5.12). auf diese Weise konnen insgesamt 95 Sequenzen gewonnen
werden, 67 fiir den Ansatz 1f, der kontaktspezifisch hochregulierte Gene représentiert, und 28
fiir den Ansatz 2r, der kontaktspezifisch herunterregulierte Gene représentiert. Unter diesen
67 Sequenzen fiir 1f und 28 Sequenzen fiir 2r finden sich jeweils 35 bwz. 17 unterschiedliche
Sequenzen. Von den 35 Sequenzen aus Ansatz 1f werden 26 Sequenzen einmal gefunden,
vier Sequenzen zweimal, eine Sequenz dreimal und von jeweils einer Sequenz werden je vier,
sieben, acht und elf Klone gefunden. Von den 17 verschiedenen Sequenzen aus Ansatz 2r
werden neun Sequenzen einmal gefunden, fiinf Sequenzen werden zweimal gefunden und drei
Sequenzen dreimal. Die Linge der Sequenzen schwankt in Ansatz 1f zwischen 41 und 196
bp, in Ansatz 2r zwischen 41 und 137 bp. Diese Werte stimmen — nach Abzug der Léngen der
flankierenden Adaptoren von insgesamt 86 bp — gut mit den kurzen, in Abbildung 3.38
dargestellten cDNA-Fragmenten aus der zweiten PCR der SSH {iberein.

Hochregulierte Sequenzen
# Klon(e) Lénge # Klon(e) Lénge
1 1-la A9 1-la B1 1-la G8 167 bp 15 1-1C12 72 bp
1-bA9 1-lb B1 1-lb B2 16 1-1 F2 103 bp
1-lbG8 1-1E7 1-1 F8 17 11 G12 63 bp
1-2 H1 1-5 HS 18 1-1 H10 148 bp
2 1-laB9 1-2C12 1-2D3 73 bp 19 11 H12 73 bp
1-3 D2 1-3D10 1-3E3 20 1-2D6 119 bp
1-3 F6 1-5 B8 21 1-2 D9 64 bp
3 1-laE8 1-lbE8 1-4 A2 147 bp 22 1-2D12 96 bp
1-4 F8 1-4 F9 1-4 F10 23 1-2E10 63 bp
1-4 F11 24 1-2H9 53 bp
4 1-laG9 1-laH12 1-lbG9 196 bp 25 1-3B1 41 bp
1-2 H3 26 1-3DM 113 bp
5 1-1 F5 1-1G10 1-laB2 112 bp 27 1-3E6 88 bp
6 1-laE2 1-4 D7 111 bp 28 1-3E10 55 bp
7 1-laA3 1-1A10 122 bp 29 1-3G8 95 bp
8 1-laA10 1-1 B11 115 bp 30 1-4F2 66 bp
9 1-2 D2 1-2 D5 79 bp 31 1-5 D4 138 bp
10 1-lacC1 95 bp 32 1-5BE9 99 bp
11 1-la E3 156 bp 33 1-6A2 74 bp
12  1-laE10 85 bp 34 1-6B3 43 bp
13 1-1A6 68 bp 35 1-6ES 142 bp
14 11C11 158 bp

Tab. 3.22: Die Tabelle zeigt die Langen der sequenzierten, kontaktspezifisch hochregulierten cDNA-Fragmente
(in bp) und identifiziert die Klone in denen die jeweiligen Sequenzen gefunden werden.
Die Inserts grau unterlegter Klone konnten im Folgenden identifiziert werden.
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Herunterregulierte Sequenzen

# Klon(e) Linge

1 2-laA9 2-la E3 2-2 E6 85 bp

2 2JlaC4 2-laE1 2-la G12 79 bp

3 2laF3 2-laF9 2-lb F9 100 bp

4 2-laB3 2-laD2 82 bp

5 2laB6 2-laB9 91 bp

6 2-laF2 2-la F4 78 bp

7 2-laG8 2-laH1 80 bp

8 2-lbB9 2-1H7 137 bp

9 2lacC8 67 bp
10 2-laFé 109 bp
11  2-la G2 82 bp
12 2-laG9 131 bp
13  2-laH7 121 bp
14 2-b E8 93 bp Tab. 3.23: Die Tabelle zeigt die Léingen der
:g g: :f 1 :; ::p sequenzierten, kontaktspezifisch herunterregulierten
17 2:2 D7 82 bg cDNA-Fragmente (in bp) und identifiziert die Klone

in denen die jeweiligen Sequenzen gefunden wurden.

Die Liangen der 35 Sequenzen aus Ansatz 1f und der 17 Sequenzen aus Ansatz 2r, sowie die
Klone aus denen sie gewonnen werden, finden sich in Tabelle 3.22 und 3.23, die exakten
Sequenzen finden sich zusitzlich in den Tabellen A.39a-d im Anhang.

Mit Hilfe der BLAST-Suchalgorithmen (Kapitel 2.2.5.13) ist es letztendlich moglich, sechs
der 35 kontaktspezifisch hochregulierten Sequenzen zu identifizieren, wéhrend keine von den
17 kontaktspezifisch herunterregulierten Sequenzen identifiziert werden konnen. Die sechs
inserierten cDNA-Fragmente, bei denen eine Identifikation moglich ist, werden in Abbildung
3.22 durch die Nummern 3, 4, 7, 9, 21 und 32 reprisentiert und sind markiert.

Die so identifizierten, differenziell hochregulierten cDNA-Fragmente reprisentieren in allen
sechs Féllen hochstwahrscheinlich Gene des Mycobionten. Zumindest deuten die gefundenen
Treffer der unterschiedlichen Suchlaufe in BLAST darauf hin, da sie ausschlieBlich zu Genen
aus Ascomyceten die hdchsten Ubereinstimmungen berechneten. Die fiir diese Identifikation
zugrundeliegenden Suchergebnisse der verschiedenen BLAST-Suchldufe werden in Form der
Tabellen 3.25 bis 3.30 fiir jedes einzelne identifizierte Gen aufgefiihrt und ergénzende
Tabellen im Anhang bereitgestellt (A.40 bis A.43). Die Identitit der cDNA-Fragmente ist:

# identifiziertes Gen Herkunftsorganismus

3 Peptidyl-Prolyl-Isomerase (FKBP-C-Typ) Ascomycet = Mycobiont
4 GTP-bindendes EsdC Ascomycet = Mycobiont
7 60S Ribosomales Protein L.29 Ascomycet—> Mycobiont
9 ATP-Sulfurylase Ascomycet—> Mycobiont
21 Protein aus Doméinenfamilie Aha 1 Ascomycet—> Mycobiont
32 dTDP-bindende 4,6-Glucose-Dehydratase Ascomycet—> Mycobiont

Tab. 3.24: Liste der identifizierten Gene
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3.3.5.1 Peptidyl-Prolyl-lsomerase
Das Gen, das fiir die Peptidyl-Prolyl-Isomerase kodiert, wird in Fragment #3 identifiziert

und weist eine Lange von 147 bp auf. Das Fragment #3 findet sich hdufig, es kann in sieben
verschiedenen Klonen nachgewiesen werden, ndmlich in 1-la E8, 1-1b E8, 1-4 A2, 1-4 F8§, 1-4
F9, 1-4 F10 und 1-4 F11. In den Hybridisierungsexperimenten zeigt sich dabei eine mittlere
Hochregulation auf Hybond-N+-Membranen von 4,1 £+ 1,2 und auf der Hybond-N-Membran
eine Hochregulation um einen Faktor von 2,7. In der BLAST-Suche zeigt sich bei allen
verwendeten Suchalgorithmen ein konsistentes Bild. Alle Treffer in den BLAST-Algorithmen
blastn (nr/nt), blastx (nr/nt) und blastp (Leseraster 3), die eine Identifikation ermoglichten —
also ohne Treffer, die als ,,iypothetical®, ,predicted* und ,,unknown* annotiert worden sind —
fiihren stets zur groBten Ubereinstimmung mit Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (auch
Rotamasen, Fpr oder FKBPs genannt) aus Ascomyceten mit einer Domidne vom Typ
FKBP_C. Die Tabellen 3.25 a,b und A.41 a,b zeigen die entsprechenden Werte fiir die blastn-
und blastx- bzw. fiir die blastp- und Dominen-Suche. In der blastn-Suche ergeben sich dabei
E-Values von bis zu 1,00E-09.
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# Beschreibung Herkunfts- E-Value Maximum  Query Referenz-
Organismus Identity Coverage nummer

# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer

Tab. 3.25a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastn (a, oben) und blastx (b, unten): Die
Treffer mit dem hochsten E-Value (ohne ,,iypothetical”, ,predicted” und ,unknown*) werden u. a. mit ihrem
Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer
Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete Identifikation unterstiitzen,
sind grau unterlegt. Alle konkret bezeichneten Treffer sprechen fiir eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase mit
einer funktionalen Doméne vom Typ FKBP_C.
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3.3.5.2 GTP-bindendes EsdC

Das GTP-bindende EsdC (esd fiir: early sexual development) wird anhand von Fragment #4
identifiziert, das eine Lange von 196 bp aufweist und in den vier Klonen 1-la G9, 1-la H12, 1-
1b G9 und 1-2 H3 nachgewiesen werden kann. Der mittlere Faktor der Hochregulation betrigt
auf Hybond-N+ 5,0 £ 2,6, wihrend er auf Hybond-N bei 2,4 £+ 0,4 liegt. In der BLAST-Suche
zeigt sich bei allen verwendeten Suchalgorithmen ein konsistentes Bild. Alle Treffer in den
BLAST-Algorithmen blastn (nr/nt), tblastx und blastp (Leseraster 2), die eine Identifikation
ermoglichen — also ohne Treffer, die als ,,hiypothetical , predicted und ,,unknown‘ annotiert
worden sind — fiihren stets zur groBten Ubereinstimmung mit dem Gen GTP-bindenden EsdC,
das aus Ascomyceten stammt. Die Tabellen 3.26 a und 3.26 b zeigen die entsprechenden
Werte fiir die tblastx- und blastp- mit E-Values von bis zu 4,00E-10 und die Tabelle A.42 a
zeigt die entsprechenden Werte fiir die blastn-Suche. In der blastn-Suche ergeben sich dabei
E-Values von bis zu 2,00E-06.
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# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer

RIB40 DNA, SC038 Aspergillus
oryzae

-
w

4,00E-10 68,9 AP007169.1

# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer

Pc21g12690 Penicillium
chrysogenum

(3]

4,00E-07 57,8 XP_002568296.1

unnamed protein product Podospora
anserina

-
w©

5,00E-06 53,9 XP_0019108689.1

Tab. 3.26a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen tblastx (a, oben) und blastp (Leseraster 2, b,
unten): Die Treffer mit dem hochsten E-Value (ohne ,,iypothetical, ,predicted und ,unknown®) werden u. a.
mit ihrem Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer
Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete Identifikation iinterstiitzen,
sind grau unterlegt. Alle konkret bezeichneten Treffer sprechen fiir eine EsdC, als Gen der frithen
ascomycetischen Sexualentwicklung.
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3.3.5.3 60S Ribosomales Protein L29
Das 60S Ribosomale Protein L29 wird mittels des Fragmentes #7 identifiziert. Das

Fragment besitzt ein Liange von 122 bp und kommt in den beiden Klonen 1-la A3 und 1-1
A10 vor. Der Faktor der Hochregulation bei spezifischem Biontenkontakt liegt bei 4,3 auf
Hybond-N+ und bei 8,3 auf Hybond-N. In der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastn
(nr/nt), blastx, tblastx und blastp im Leseraster 1, wird es bei anndhernd allen Treffern, die ein
Identifikation erlaubten — also ohne Treffer, die als ,Aypothetical”, ,predicted* und
LHunknown* annotiert worden sind — mit teilweise sehr hohen E-Values gefunden. In der
blastn-Suche erreichen die E-Values sehr geringe Werte bis hinab zu 4,00E-20, in der blastp-
suche bis hinab zu 9,00E-22.
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# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer

10 Po22925660 Penicillium 1,00E-17 914 XP_002566451.1
chrysogenum ' ' - .
# Beschreibung Herkunfts- E-Value Maximum  Query Referenz-
Organismus Identity Coverage nummer

Tab. 3.27a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastp (Leseraster 1, a, oben) und blastn (b,
unten): Die Treffer mit dem hochsten E-Value (ohne ,,hiypothetical”, ,predicted* und ,unknown*) werden u. a.
mit ihrem Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer
Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete Identifikation unterstiitzen,
sind grau unterlegt. Fast alle konkret bezeichneten Treffer sprechen fiir das 60S Ribosomale Protein L29.
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3.3.5.4 Gen der Aha1-Domanenfamilie

Als weiterer Treffer kann das cDNA-Fragment #21 einer mRNA zugeordnet werden, die fiir
ein Protein aus der Ahal-Familie kodiert. Dieses Fragment findet sich in Klon 1-2 D9, besitzt
eine Lidnge von 64 bp und seine Expression steigt nach den Ergebnissen des
Hybridisierungsversuchs bei spezifischem Biontenkontakt um den Faktor 15 an. Es kann in
der Auswertung mit dem BLAST-Algorithmus tblastx mit nur geringen E-Values von
bestenfalls 7,60E-02 nachgewiesen werden, findet sich allerdings auch bei Auswertung mit
blastp im Leseraster 2. Dort zeigt es bessere E-Values von bis zu 6,00E-06. Mit beiden
Algorithmen sind die Treffer, die sich einer bestimmten Funktion zuordnen lassen — also nicht
Treffer, die als ,,hypothetical®, ,predicted” und ,unknown* annotiert worden sind — stets

solche, die auf ein Protein der Ahal-Familie hinweisen.
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# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer
1 hypothn.atical protein, Phaeosphaeria 5,50E-02 41,4 XM_001804448.1
partial mRNA nodorum
2 Aha1 domain family protein, P.y.re.nophnr_a 7,60E-02 40,9 XM_001932709.1
mRNA tritici-repentis -
Aha1 family protein, Ajellomyces b
3 A dermatitidis 3,70E-01 38,6 XM_002620771.1
4 Aha1 domain family, TaIa_rqmyces 3,70E-01 38,6 XM 002341715.1
mRNA stipitatus -
5 Aha1 domain family, Peniciﬂiur.n 3,70E-01 38,6 XM 0021512421
mRNA marneffei -
6 Aha1 domain family, Penicillium 3.70E-01 38,6 XM_002151241.1
mRNA marneffei -
7 hypothetical prot.ein (PODANSg3259), Podns,t?ora 3.70E-01 38,6 XM_001906196.1
partial mMRNA anserina
8 genomic DNA chrgmosome 4, Podns,r?ora 3,70E-01 38,6 CUB33895.1
supercontig 4 anserina
9 hypothetical protein, Aspergillus 3,70E-01 38,6 XM_001820134.1
partial MRNA oryzae
10 hypothetical prc.>tein (SS1G_11648), Sc.'erqtinia 3.70E-01 38,6 XM_001587605.1
partial mMRNA sclerotiorum
# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Query Referenz-
Organismus Coverage nummer
1 Aha1 domain family protein Pyrenophora 6,00E-06 52,4 76% XP_001932744.1
tritici-repentis -
hypothetical protein, Phaeosphaeria v
- with Aha1_N like domain nodorum 6,00E-06 sad4 76% L
3 .hypothetica! protein,. Magnapothe 2,00E-05 50,7 76% XP 368430.2
with Aha1_N like domain oryzae -
4 TPA: co-chaperone Aspergillus 4,00E-05 498 76% CBF81583.1
(Eurofung) nidulans
- Aha1 domain family Ajellomyces 4,00E-05 498 76% EER39776.1
capsulatus
s Aha family protein A RITIES 4,00E-05 49,8 76% XP_002620817.1
dermatitidis -
. Aha1 family protein Arth;t;::nna 4,00E-05 49,8 76% XP_002844404.1
3 Aha1 domain family Ajellomyces 4,00E-05 49,8 76% EEH08143.1
capsulatus
9 Aha1 domain family Tafa.rt?myces 4,00E-05 498 76% XP_002341756.1
stipitatus
10 Aha1 domain family Penicmiur_n 4,00E-05 498 76% XP_002151277.1
mameffei

Tab. 3.28a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen tblastx (a, oben) und blastp (b, unten): Die
Treffer mit dem hochsten E-Value (ohne ,iypothetical ,predicted und ,unknown*) werden u. a. mit ihrem
Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer
Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete Identifikation unterstiitzen,
sind grau unterlegt. Fast alle konkret bezeichneten Treffer weisen auf Ahal hin. Auch das Cochaperon in 3.28b
konnte auf Ahal hinweisen, da dieses eine dhnliche Funktion besitzt.
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3.3.5.5 dTDP-bindende 4,6-Glucose-Dehydratase
Das cDNA-Fragment #32 wird im Klon 1-5 E9 mit einer Linge von 99 Basenpaaren

gefunden. Bei spezifischem Biontenkontakt steigt die Expression um den Faktor 3,1 an. Die
BLAST-Suche ergibt mit den Suchalgorithmen blastn, blastp und tblastx {ibereinstimmend
eine Identifizierung des Fragmentes als dTDP-bindende 4,6-Glucose-Dehydratase. Dabei
werden sowohl in der blastp-Suche (Leseraster 2), als auch in der tblastx-Suche deutliche und
teilweise gut unterstiitzte Ubereinstimmungen mit dTDP-bindenden 4,6-Glucose-
Dehydratasen aus verschiedenen Taxa gefunden. Stets mit bester Unterstiitzung (E-Values
von bis zu 1,00E-18) finden sich Treffer aus der Abteilung der Ascomycota. Mit geringerer

Unterstiitzung finden sich Treffer aus den Amoebozoa und den Spermatophytina.
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# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer
1 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase Verticillium 1,00E-18 94.4 EEY20676.1
albo-atrum
2 unnamed protein product Podosp.ora 6,00E-18 92,3 XP 001908195.1
anserina
4 LU A L e U Fyrenophora 8,00E-17 88,4 XP_001938042.1
tritici-repentis -
7 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase Thalassiosira 6,00E-10 655 XP 002291084.1
pseudonana -
8 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase Enta.moeba 2,00E-09 643 XP 001737366.1
dispar -
9 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase Enta.mneba 2,00E-09 643 XP 001741245.1
dispar -
10 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase En.tamne.ba 2,00E-09 643 XP 656509.1
histolytica -
1 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase En.tamoe.ba 2,00E-09 643 XP 652489.1
histolytica -
12 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase Neosaﬂor.ya 2,00E-09 63.8 XP 001267087.1
fischeri -
15 dTDP-D-glucose 4.,6-dehydraiase, Ricinus. 3,00E-09 63.4 XP 002515360.1
putative communis -
# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer
7 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase, Pyrenophora 3,00E-11 72,1 XM_001938007.1
mRNA tritici-repentis -
16 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase (DGD3) Thalassiosira 2.00E-07 59,3 XM 002291048.1
mRNA pseudonana -
18 dTDP—D-qumse_ 4,6-dehydratase, Neosadnf.ya 2.00E-07 59,3 XM 001267086.1
partial mMRNA fischeri -
20 dTDP—D-quno;e 4,6-dehydratase, Ricinus. 6,00E-07 57.9 XM 0025153141
putative, mMRNA communis -
23 dTDP—D-quno;e 4,6-dehydratase, Enta.moeba 6,00E-07 57.9 XM 0017373141
putative, mMRNA dispar -
25 NAD-dependent gpimerase.’dehydratase. Osm::'oco.ccus 6,00E-07 579 XM_001422246.1
putative, mRNA lucimarinus
RHM3; UDP-L-rhamnose synthase Arabidopsis
26 putative, MRNA thaliana 6,00E-07 579 NM_112340.3
dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase, Entamoeba y
28 putative, MRNA histolytica 6,00E-07 579 XM_651417.1
dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase, Entamoeba y
31 putative, mRNA histolytica HIE07 57,9 XM_647397.1
a5 rhamnose synthase (RHM3), Go_ssypium 8,00E-07 574 GQ202793.1
mRNA hirsutum

Tab. 3.29a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastp (a, oben) und tblastx (b, unten): Die
besten Treffer (ohne ,,iypothetical”, ,predicted und ,unknown‘) werden u. a. mit ihrem Herkunftsorganismus,
ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer Referenznummer dargestellt.
Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete Identifikation unterstiitzen, sind grau unterlegt. Mit
Ausnahme der NAD-abhéngigen Epimerase/Dehydratase in Tab. 3.29b weisen alle konkret bezeichneten Treffer
eine dDTP-bindende 4,6-Glucose-Dehydratase hin. Die zugehdrige Domine konnte ebenfalls identifiziert
werden (Tab. A.43b im Anhang).
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3.3.5.6 ATP-Sulfurylase
Die ATP-Sulfurylase wird mittels des cDNA-Fragmentes #9 identifiziert, das eine Linge

von 79 bp aufweist und in den Klonen 1-2 D2 und 1-2 D5 nachgewiesen werden kann. Der
Faktor der Hochregulation bei spezifischem Biontenkontakt liegt auf der entsprechenden
Hybond-N+-Membran bei 6,7 £ 1,2. Die ATP-Sulfurylase kann nur mit dem BLAST-
Suchalgorithmus blastp identifiziert werden, und dort auch nur mit geringer Unterstiitzung
von bis zu 6,00E-04 im E-Value. In diesem Fall sprechen allerdings alle Treffer fiir die
Tatsache, dass es sich bei dem untersuchten Fragment um die ATP-Sulfurylase eines

Ascomycoten handeln konnte.

# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer
1 ATP sulfurylase Scl‘em_ﬂma 6,00E-04 45,6 XP_001594508.1
sclerotiorum

2 sulfate adenylyltransferase Verticillium 3,00E-03 435 EEY15889.1
albo-atrum

5 hypothetical sulfate ad_enylyltransferase, Chaetomium 5,00E-03 42,6 XP 001222656.1

adenylylsulfate kinase protein globosum -
4 sulfate adenylyltransferase Neurospora 5,00E-03 42,6 XP_964349.1
crassa
5 sulfate adenylyltransferase Gibberelia 2,90E-02 401 Q411N3.2
zeae

6 sulfate adenylyltransferase Ajellomyces 3,90E-02 397 EER38725.1
capsulatus

7 sulfate adenylyltransferase Ajeﬂom_y_ce_s 3,90E-02 397 XP 002623263.1
dermatitidis =

8 sulfate adenylyltransferase Pamcogtfidl‘ofdes 3,90E-02 397 EEH23516.1
brasiliensis

9 sulfate adenylyltransferase Ajellomyces 3,90E-02 397 EEH03556.1
capsulatus

10 sulfate adenylyltransferase Ajellomyces 3,90E-02 39,7 XP 001544165.1
capsulatus =

Tab. 3.30: Ergebnisse der BLAST-Suche mit dem Algorithmus blastp: Die besten zehn Treffer werden u. a. mit
ihrem Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer
Referenznummer dargestellt. Alle zehn Treffer weisen auf ATP-Sulfurylase als identifizierte Sequenz hin.
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4 Diskussion

Alle Experimente, deren Ergebnisse detailliert in den Kapiteln 3.1 (Ergebnisse des
Prakontakt-Interaktionsassays), 3.2 (Exudate der Photobionten und der Alge Myrmecia
bisecta) und 3.3 (Ergebnisse zur differenziellen Genexpression der Bionten) sollten dazu
dienen, verschiedene Hypothesen beziiglich der initialen Interaktion von Flechtenbionten am
Beispiel des Modellsystems Fulgensia bracteata zu verifizieren oder zu falsifizieren.

Die folgende Diskussion orientiert sich an der Gliederung des Ergebnisteils, so gut wie es
die thematische Fiille und die Verschrinkung der angeschnittenen Themenfelder zulésst.
Zuerst werden die eingangs formulierten Hypothesen aufgefiihrt und eine Bewertung ihrer
Richtigkeit abgegeben. Im Anschluss daran werden die markanten Ergebnisse kurz
zusammengefasst und die sich aus ihnen ergebenden Schlussfolgerungen und Implikationen
unter Verwendung der vorhandenen Literatur detailliert diskutiert. Die in der Diskussion
entwickelten Hypothesen und Modellvorstellungen beruhen auf den Daten, die in dieser
Arbeit gewonnen wurden, als auch auf Ergebnissen und Erkenntnissen aus der zitierten
Literatur. Daher konnen die hier formulierten Hypothesen als begriindet gelten. Eine weitere
Bearbeitung ist nicht nur erstrebenswert sondern auch notwendig, um die aufgestellten

Hypothesen verifizieren, falsifizieren oder gegebenenfalls modifizieren zu konnen.

4.1 Resultate des Prakontakt-Interaktionsassays

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zur initialen Kontaktphase der Flechtenbionten im
Prakontakt-Interaktionsassay diskutiert. Diese Ergebnisse werden in Kapitel 3.1 dargestellt,
und sollen dazu dienen, drei verschiedene Hypothesen beziiglich der initialen Bionteninter-

aktion am Beispiel des Modellsystems F. bracteata zu tiberpriifen. Die drei Hypothesen sind:

1) Existiert die von Galun (1988) postulierte und fiir andere symbiotische Interaktionen

bereits nachgewiesene Priakontaktphase auch in der Flechtensymbiose?

2) Gibt es morphologische Verdnderungen des Mycobionten, die die Pridkontaktphase

begleiten und wie lassen sich diese moglichen Verdnderungen charakterisieren?

3) Sind solche morphologischen Verdnderungen abhéngig von der Identitédt des potenziellen
Photobionten und konnten sie Aufschluss iiber Spezifitdt und Selektivitdt im initialen

Kontaktstadium geben?

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente gestatten es, dass alle drei Hypothesen
positiv beantwortet werden konnen. Die postulierte Prikontaktphase ldsst sich im in vitro

Interaktionsassay fiir den Mycobionten der Flechte Fulgensia bracteata an Hand von
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vielfdltigen morphologischen Verdnderungen nachweisen. Damit bestétigt sich auch die
zweite Hypothese, da es genau diese morphologischen Verdnderungen des Mycobionten sind,
die durch den Prikontakt mit potenziellen Photobionten hervorgerufen werden und den
deutlichsten Beleg fiir eine Priakontaktphase liefern. Die dritte Hypothese kann ebenfalls als
bestétigt angesehen werden, da die beobachteten morphologischen Verdnderungen des
Mycobionten von der Art und somit von der Spezifitit des experimentell angebotenen,
potenziellen Photobionten abhingig sind. Die morphologischen Unterschiede in der Ent-
wicklung des Mycobionten werden als Reaktion auf eine differenzielle Biontenerkennung im
Prakontakt interpretiert. Dies wére nach Wissen des Autors das erste Mal, dass die initiale
Interaktion zwischen potenziellen Flechtenbionten und die Existenz einer Prikontaktphase
aufgrund von morphologischen Reaktionen eines der beiden Symbiosepartner bewiesen
werden konnte. In jiingster Zeit sind zusdtzlich von anderen Forschern Ergebnisse erzielt
worden, die nahelegen, dass auch eine Priakontaktphase bei den Bionten der Flechte Cladonia
grayii existiert und die die hier vorgestellten Ergebnisse stiitzen (Joneson, miindl. Mitteilung,

unpublizierte Ergebnisse).

41.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Prakontaktstudien

Wie bereits erwdhnt, ldsst sich die Existenz einer Pridkontaktphase durch die morpho-
logischen Reaktionen des Mycobionten beweisen. Diese Reaktionen sind deutlich und
statistisch signifikant. Sie lassen sich damit als das Resultat einer erfolgten Prikontakt-
erkennung interpretieren. Da diese morphologischen Reaktionen zudem von der Identitit des
potenziellen Photobionten abhingen, zeigen die erzielten Ergebnisse ferner, dass bereits in
dieser initialen Prdkontaktphase die fiir das Zustandekommen einer Flechtensymbiose so
bedeutsamen Mechanismen von Spezifitit, Selektivitit und Kompatibilitidt (Schaper & Ott
2003) wirken.

Dies ldsst sich deutlich an der differenzierten und vom Kulturmedium unabhédngigen
Reaktion des Mycobionten von Fulgensia bracteata auf die drei angebotenen, potenziellen
Photobionten erkennen: Unter dem Einfluss des unspezifischen und inkompatiblen
Photobionten aus Lecidea lurida (Asterochloris sp. Var. 3) zeigt sich ein Hyphenwachstum,
das iiber das unbeeinflusste Mycobiontenwachstum der Kontrolle hinausgeht, allerdings
deutlich hinter dem unter Einfluss des arteigenen Photobionten zuriickbleibt. Ferner bilden
die Mycelien weniger Gallerte und weniger hyphal tip swellings und zeigen ein weniger
kompaktes, eher netzartig mit anderen Mycelien verbundenes Wachstumsmuster. Unter dem
Einfuss des spezifischen und arteigenen Photobionten (7rebouxia sp. Clade I, Untergruppe 1)
zeigt sich ein weit iiber die Kontrollergebnisse hinausgehendes Hyphenwachstum mit einer
grofBeren Anzahl an hyphal tip swellings, einer verstiarkten Gallertbildung und einem radialen,
kompakt-flachen Wachstumsmuster. Der Prékontakt mit der nicht-lichenisierenden Alge
Myrmecia bisecta fiihrt zu einem {iberraschenden Ergebnis. Diese Alge fordert das

Hyphenwachstum und die Bildung von Lufthyphen, die unter allen anderen Bedingungen nur
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in geringem Malle gebildet werden, am stirksten. Die Ausbildung von Gallerte und von
hyphal tip swellings bleibt dabei hinter der des arteigenen Photobionten zuriick. Die grof3e
Anzahl auswachsender Lufthyphen fiihrt ferner zu einem ebenfalls radialen, aber sphirisch-
kompakten Wachstumsmuster.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass Hyphenlinge, Gallertisierung,
Lufthyphenbildung, hyphal tip swellings und Wuchsform Faktoren sind, die von der Identitét
des potenziellen Photobionten beeinflusst werden. Der am stirksten beeinflusste Faktor ist
dabei das Langenwachstum der Hyphen, widhrend die Verzweigungszahl eher eine Funktion
der Hyphenlidnge ist, als dass sie direkt durch die dargebotenen potenziellen Partner
beeinflusst wird. Die Auswertung der Ergebnisse zeigt ferner, dass der Gallertbildung eine
erkennungsspezifische Funktion zukommt, wihrend die Bedeutung von hyphal tip swellings
und den, unter Einfluss von Trebouxia sp. und Myrmecia bisecta auftretenden, parallelen
Hyphenstrangen unklar bleibt. Die Ergebnisse der Kontrollexperimente legen die Existenz
eines growth arrests nahe, der weitestgehend von der Art des Kulturmediums unabhéngig ist.
Statistische Auswertungen nach dem Quantil-Quantil-Plot legen ferner die Existenz von

unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten in den untersuchten Mycelien nahe.

4.1.2 Prakontakt mit dem unspezifischen inkompatiblen Photobionten

Mycelien, die wihrend des Priakontakt-Interaktionsassay dem Einfluss des Photobionten
Asterochloris sp. aus Lecidea Ilurida ausgesetzt sind, zeigen ein netzformiges
Wachstumsmuster, das nahe beieinander liegende Mycelien miteinander verbindet. Die
einzelnen Mycelien weisen jedoch geringere Hyphenldngen, geringe Verzweigungsraten
sowie weniger Gallertbildung, hyphal tip swellings und Lufthyphen auf, als Mycelien unter
dem Einfluss von Trebouxia sp. oder Myrmecia bisecta. Das Hyphenwachstum und die zu
beobachtenden Differenzierungen sind, abgesehen von der Kontrolle, am geringsten ausge-
prigt. Diese Ergebnisse zeigen Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen anderer Arbeiten
und erlauben einige Riickschliisse.

Der Photobiont Asterochloris sp. wird in vorangegangenen Arbeiten (Schaper & Ott 2003,
Schaper 2003), die eine direkte Kontakt-Interaktion mit dem Mycobionten von Fulgensia
bracteata untersuchten, als unspezifisch und inkompatibel beschrieben. Eine langfristige
gemeinsame Kultur fithrte nur zu gering ausdifferenzierten Mycobiont-Photobiont-
Aggregaten, in denen der Pilz ein teilweise parasitisch geprédgtes Verhalten gegeniiber der
Alge zeigte. Eine solche Reaktion wurde bereits am Beispiel des Mycobionten von Cladonia
cristatella untersucht, der gegeniiber nicht-kompatiblen Algen ein &hnliches, gering
differenziertes und teilweise parasitisches Verhalten im direkten Kontakt zeigt (Ahmadjian &
Jacobs 1983). Die hier durchgefiihrten Untersuchungen unterstiitzen die bereits erzielten
Ergebnisse und zeigen, dass unspezifische und inkompatible Kontakte nicht nur im direkten
Biontenkontakt, sondern bereits im Prakontakt zu geringer ausdifferenzieten Mycelien fiithren

konnen.
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Der hier beschriebene Wachstumstypus — wenige Hyphen, die oft lang und unverzweigt
auswachsen, Kontaktstellen mit anderen Mycelien bilden und so ein netzartiges Wachstums-
muster erzeugen — zeigt klare Parallelen zum Wachstumsmuster von Jugendstadien des
Mycobionten von Xanthoria parietina auf Rinde am natiirlichen Standort. Auch dort bildet
der Mycobiont von X. parietina ein loses und weitrdumiges Netzwerk miteinander
verknilipfter Mycelien, die auf diese Weise weite Bereiche des Substrates besiedeln (Ott
1987b). In diesem Hyphennetz sind nicht-lichenisierende, substratbesiedelnde Griinalgen vom
Pleurococcus-Typ eingebettet. Fiir den Mycobionten von X. parietina stellen diese Algen
einen unspezifischen und inkompatiblen Partner dar, folglich sind sie weniger intensiv in das
Hyphennetz inkorporiert, als es mit spezifischen Photobionten auf dem gleichen Substrat
geschieht. In der Flechte Caloplaca aurantia stellt sich das Initialstadium der Lichenisierung
ebenfalls als ein loses Netzwerk aus Hyphen des Mycobionten, auf dem Substrat
vorkommenden trebouxioiden Algenzellen und Staubpartikeln dar (Garty & Delarea 1987).

Stellt man die Ergebnisse der eigenen und der hier zitierten Arbeiten in einen Kontext, so
zeigt sich ein iibereinstimmendes Wachstumsmuster bei den untersuchten Arten Fulgensia
bracteata, Xanthoria parietina und Caloplaca aurantia. Zusétzlich unterstiitzen Kontakt-
Interaktionsstudien mit Xanthoria elegans und einem inkompatiblen Asterochloris-
Photobionten das hier vorgestellte generelle Wachstumsmuster (Bauten 2010). Die vier Arten
stehen in enger verwandtschaftlicher Beziehung, da sie alle zur Familie der Teloschistaceae
gehoren. Solch ein Wachstumsmuster kann als eine gemeinsame Anpassungsstrategie
verstanden werden, die es den Mycobionten erlaubt, weite Teile des Substrates bereits vor
dem Kontakt zum spezifischen Photobionten zu kolonisieren (Ott 1987b). Die inkompatiblen
Algen konnen den Mycobionten bis zum Kontakt mit dem spezifischen Photobionten
ernihren und sein Uberleben sichern (Beck et al. 1989), sei es iiber eine parasitisch geprigte
(F. bracteata) oder eine anders geartete (X. parietina, C. aurantia) temporére Interaktion.

Das netzartige Wachstum des Mycobionten von F. bracteata scheint eine wichtige
evolutiondre Anpassung zu sein, die den Pilz befdhigt, einen passenden Photobionten zu
erreichen. Wéhrend Molina et al. (1997a) vermuten, das radidre Wachstum sei fiir diesen
Zweck gut geeignet, ist es fiir den Mycobionten von F. bracteata das netzartige Wachstum.

Der evolutiondre Wettbewerbsvorteil einer solchen Strategie konnte in einer erhohten
Wahrscheinlichkeit auf einen Kontakt zum spezifischen Photobionten liegen und die Dauer
bis zu einem spezifischen Biontenkontakt {iberbriicken. Zusédtzlich konnte ein, wenn auch
gering differenziertes, dafiir aber weitrdumiges Mycel dem Mycobionten als Ressource
dienen und ihm einen Startvorteil fiir eine erfolgreiche Lichenisierung und Thallogenese
bieten, sobald der spezifische Photobionten-Kontakt hergestellt wird. Wie die gezeigten
Ergebnisse nahe legen, kann solch ein unspezifischer Biontenkontakt bereits in der Prikon-
taktphase stattfinden. Dies wiirde eine weitergehende Anpassung an die unvorhersehbaren
Gegebenheiten am Keimungsort darstellen. Eine morphologische Reaktion des Mycobionten

vor dem direkten Biontenkontakt wiirde die Umsetzung einer angepassten Wachstumsstra-
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tegie frithzeitig ermdglichen. Dadurch konnten die begrenzten Ressourcen des Mycels
effizienter verwertet werden, sowie die Besiedlung des Standortes erleichtert und beschleu-
nigt werden. Diese Wachstumsstrategie scheint in jedem Fall eine wichtige evolutionire

Adaption zu sein, die die Uberlebenschancen maBgeblich mitzubestimmen vermag.

4.1.3 Prakontakt mit dem spezifischen kompatiblen Photobionten

Mycelien, die wihrend des Prikontakt-Interaktionsassay dem Einfluss des arteigenen und
damit spezifischen Photobionten Trebouxia sp. aus Fulgensia bracteata ausgesetzt sind,
zeigen ein radial-planares und kompaktes Wachstum. Besonders in den fortgeschrittenen
Entwicklungsstadien am 30. Versuchstag ist dies, ebenso wie das Hyphenwachstum generell,
deutlich ausgeprigter als unter dem Einfluss des unspezifischen Photobionten Asterochloris
sp. Dariliber hinaus zeichnen sich die Mycelien durch eine deutlich stirkere Bildung von
Gallerte, eine hohere Anzahl von hyphal tip swellings und eine geringe Anzahl von
Lufthyphen aus. Diese Ergebnisse zeigen Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen anderer
Arbeiten. So berichten mehrere Autoren iibereinstimmend davon, dass ein erfolgreicher
Biontenkontakt mit der Bildung groBerer Mengen an gallertartigen Substanzen an den
Kontaktstellen zwischen den Bionten einhergeht (Ott 1987b, Galun 1988, Ahmadjian 1992,
Trembley et al. 2002, Schaper & Ott 2003, Schaper 2003). Das stiarkere Hyphenwachstum im
Kontakt mit dem arteigenen Photobionten — verglichen mit dem inkompatiblen Photobionten
Asterochloris sp. — bestidtigt sich auch an Kontakt-Interaktionsstudien mit den Bionten aus
Xanthoria elegans (Bauten 2010). Ott (1987b) konnte zeigen, dass ein erfolgreicher Kontakt
zwischen substratbesiedelnden Mycelien von Xanthoria parietina und dem spezifischen
Photobionten Trebouxia sp. zur verstirkten Bildung von Gallerte und zu einem stérkeren
sowie differenzierteren Hyphenwachstum fiihrt.

In Interaktionsstudien zwischen dem Mycobionten aus Fulgensia bracteata und dem
eigenen sowie fiinf weiteren Photobionten konnte die Bedeutung der Gallertbildung als
Indikator fiir einen erfolgreichen Biontenkontakt bestéitigt werden (Schaper & Ott 2003). Die
Bildung von Gallerte erfolgt mit dem spezifischen Photobionten innerhalb der ersten sechs
Wochen nach Kontakt und nach neun Wochen wird bereits eine kompakte Gallertmatrix
geformt, die beide Bionten umschlieBt. In der weiteren Entwicklung nimmt diese
Gallertbildung zu und verbindet nach sechs Monaten die Bionten in einem dichten
gallertartigen Netzwerk miteinander. Mit abnehmend kompatiblen Photobionten nimmt
sowohl die Intensitdt der Gallertbildung, als auch deren Geschwindigkeit ab. Dies zeigt sich
daran, dass die Gallerte nur an den direkten Kontaktstellen zwischen den Partnern gebildet
wird, die Gallertmatrix liickenhaft oder instabil bleibt und sich teilweise erst nach zwolf
Monaten bildet. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse unterstiitzen die Bedeutung der
Gallertbildung als Indikator fiir einen erfolgreichen Biontenkontakt. Bereits nach 30
Versuchstagen und ohne direkten Biontenkontakt zeigt sich unter dem Einfluss des

spezifischen Photobionten eine verstiarkte und in vielen Féllen das gesamte Mycel bedeckende
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Gallertbildung. Die Signale des Photobionten, die im Mycobionten die gesteigerte
Gallertbildung ausldsen, scheinen also auch ohne direkten Biontenkontakt {ibertragen und
beantwortet zu werden. Gleiches gilt fiir jene Signale, die ein spezifisches Wachstumsmuster
induzieren und das Wachstum des Mycobionten soweit stimulieren, dass es signifikant stirker
ausfallt als in der Kontrolle und in den Versuchen mit Asterochloris sp.

Wie im folgenden Abschnitt dargelegt wird, ist das Hyphenwachstum des Mycobionten
unter dem Einfluss der nicht-lichenisierenden Griinalge Myrmecia bisecta stirker ausgepragt
und zeigt ein génzlich anderes Muster, als unter dem Einfluss des spezifischen Photobionten
Trebouxia sp. Dies konnte als Indiz dafiir gewertet werden, dass die Signale des spezifischen
Photobionten zwar das Wachstum des Mycobionten stimulieren, es gleichzeitig aber auch
kontrollieren. Es kann angenommen werden, dass ein an die Erfordernisse beider Partner
angepasstes Wachstum eher von Vorteil fiir die Etablierung der Flechtensymbiose ist, als ein
iibermdfig starkes Wachstum. Ein unbegrenztes und unkoordiniertes Hyphenwachstum des
Mycobionten konnte durch ein entsprechendes Signal des Photobionten zugunsten eines wohl
koordinierten und auf den bevorstehenden Kontakt abgestimmten Wachstums inhibiert
werden. Solch eine vorab stattfindende Koordination vor dem eigentlichen Biontenkontakt
wiirde dem Mycobionten einen Startvorteil verschaffen und es ithm erlauben, schneller eine

erfolgreiche Lichenisierung abzuschlieen und Thallogenese einzuleiten.

4.1.4 Prakontakt mit der nicht-lichenisierenden Alge

Unter Prikontakteinfluss der nicht-lichenisierenden Griinalge Myrmecia bisecta ist das
Hyphenwachstum signifikant stirker vorangeschritten, als in allen anderen Versuchsansitzen.
Die Mycelien sind nicht nur groB3er, sie bilden auch eine grofle Anzahl an Lufthyphen aus, die
den Mycelien ein radial-sphérisches und kompaktes Wachstumsmuster verleihen. Dieses
Ergebnis erscheint auf den ersten Blick unerwartet.

Dennoch ist ein vergleichbares Verhalten bereits in Resyntheseexperimenten mit dem
Mycobionten von Cladonia cristatella beschrieben worden (Ahmadjian & Jacobs 1981). Der
Mycobiont von Cladonia cristatella wurde mit 17 verschiedenen Algen zusammengebracht.
Mit dem eigenen Photobionten (7rebouxia erici UTEX 910) und fiinf weiteren Photobionten
aus dieser Gattung (7. excentrica, T. glomerata, T. italiana, T. magna und T. pyriformis)
lichenisiert der Mycobiont und beide Bionten entwickeln sich innerhalb von zwei Monaten
unter Kulturbedingungen zu tendenziell stratifizierten, also in Algenschicht und Medulla
geschichteten Thallusschuppen. Mit allen anderen Algen (u. a. T. anticipata, T. crenulata, T.
gelatinosa  sowie verschiedenen Pseudotrebouxia-, Pseudochlorella-, Chlorella-,
Pleurastrum-, Chlorococcus- und Nautococcus-Spezies) bildet der Mycobiont parasitische
Interaktionen aus, bei denen die Algenzellen geschéddigt werden.

Die einzige Ausnahme ist die freilebende nicht-lichenisierende terrestrische kokkale
Griinalge Friedmannia israeliensis (Friedmann et al. 1967, Ishida et al. 1999, Ahmadjian

2002), mit der der Mycobiont einen intensiven nicht-parasitischen Kontakt eingeht, der bis
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zur Bildung von Prithallusschuppen fortschreitet (Ahmadjian & Jacobs 1981). Interes-
santerweise konnte die Art Friedmannia israeliensis (S. Chantanachat & H. Bold) spéter der
Gattung Myrmecia als Myrmecia israeliensis (S. Chantanachat & H. Bold) T. Friedl (nach
http://www.catalogue oflife.org und www.algaebase.org) zugeordnet werden. Mit den hier
vorgestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass eine weitere Art der Gattung,
Myrmecia bisecta, eine ungewdhnlich starke morphogenetische Reaktion eines Mycobionten
hervorruft. Arten aus der Gattung Myrmecia sind als Photobiont in einer Reihe von
Flechtenarten bekannt (Ahmadjian 1993, Henssen & Jahns 1974, Feige 1978, Richardson et
al. 1968, Richardson et al. 1967). Auf der Basis der Pridkontakt-Interaktionsstudien und der
Ergebnisse von Ahmadjian & Jacobs (1981) kann die Hypothese aufgestellt werden, dass
moglicherweise auch den nicht-lichenisierenden Vertretern der Gattung Myrmecia eine
gewisse Fihigkeit innewohnt, auf Mycobionten oder einzelne von ihnen ausgehende Signale
zu reagieren. Geht man davon aus, dass die Arten der Gattung Myrmecia durch eine lang
andauernde gemeinsame Phylogenie miteinander verbunden sind, so ist es denkbar, dass diese
Féahigkeit auf ein gemeinsames genetisches Erbe zuriickgeht. Solche Gene koénnten in
lichenisierenden Arten genutzt werden, in nicht-lichenisierenden Arten dagegen nicht oder
nur teilweise. Artefakte dieser Féhigkeit konnen sich jedoch anscheinend unter den
artifiziellen Bedingungen eines Experimentes zeigen, wie frithere Ergebnisse (Ahmadjian &
Jacobs 1981) und die hier erzielten Ergebnisse zeigen.

In Resyntheseexperimenten wurde beobachtet, dass die Hyphen von Mycobionten in
Kontakt mit inkompatiblen Algen unkontrolliert wachsen und dabei parasitisch in die
Algenzellen eindringen konnen (Ahmadjian & Jacobs 1983). Die Hypothese zu diesen
Beobachtungsergebnissen lautet, dass der Mycobiont lediglich ein unvollstindiges Signal
vermittelt bekommt oder wahrnimmt. Ein Signal, ,,dass ihm sagt zu wachsen, aber keine
Stopp-Komponente beeinhaltet* (Ahmadjian 1992).

Einige Argumente sprechen dafiir, dass das ungewdhnliche Wachstum unter Prikontakt-
Einfluss von Myrmecia bisecta in dieser Arbeit ebenfalls auf ein stimulierendes aber
unvollstindiges und nicht-koordinierendes Signal zuriickzufiihren ist: 1) Die Alge {ibt einen
deutlichen Pridkontakt-Einfluss auf den Mycobionten von Fulgensia bracteata aus; die
Existenz eines iibertragenen Signals ist somit sehr wahrscheinlich. 2) Wie im Kapitel 3.2
gezeigt wird, unterscheiden sich die Exudationsmuster von Trebouxia sp. und Myrmecia
bisecta; damit ist es wahrscheinlich, dass sich auch die Signale, die beide Algen auszusenden
vermdgen, unterscheiden. 3) Das Hyphenwachstum ist besonders ausgeprigt und flihrt zu
einem atypischen Wachstumsmuster. 4) Obwohl lingere Hyphen und mehr Mycelmasse
gebildet werden, ist die Gallertbildung — die als erkennungsspezifisch gelten kann — geringer
und die Lufthyphenbildung hoher als unter Einfluss der spezifischen Alge Trebouxia sp. (vgl.
Kapitel 4.1.6.4 und 4.1.6.2) Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine erfolgreiche

Erkennung bestenfalls teilweise erfolgt sein kann.
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4.1.5 Spezifitat, Selektivitat und Kompatibliliat im Prakontakt

Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, zeigt der Mycobiont klare
morphologische Unterschiede und statistisch signifikante Unterschiede in der erreichten
Hyphenldnge als Reaktion auf die unterschiedlichen im Prikontakt angebotenen potenziellen
Photobionten. Diese Unterschiede konnen in der Weise interpretiert werden, als dass
unterschiedliche Grade an Spezifitit, Selektivitit und Kompatibilitdt mit der Erkennung im
Prikontakt sichtbar werden. Somit stiitzen diese Ergebnisse die Ergebnisse aus friiheren
Arbeiten (Schaper & Ott 2003). Zudem verschieben sie den Zeitpunkt hin zu fritheren
Interaktionsphasen, bei denen diese Mechanismen zu wirken beginnen: vom direkten
Biontenkontakt hin zum nicht physischen Pridkontakt. Trotz dieser wichtigen Erkenntnis
erlauben die Priakontakt-Interaktionsstudien keine abschlieBenden Aussagen iiber die Grade
an Spezifitit und Selektivitét, die zwischen dem Mycobionten von Fulgensia bracteata und
den drei angebotenen Algen erreicht werden kdnnen. Spezifitdt und Selektivitdt werden in der
Literatur oft als hoch, moderat oder niedrig umschrieben (Galun & Bubrick 1984, Bubrick et
al. 1985, Honegger 1992, Beck et al. 1998, Beck 1999, De Priest et al. 2000, Helms et al.
2001, Beck et al. 2002, Brinkmann 2002, Romeike et al. 2002, Schaper & Ott 2003, Yahr et
al. 2004). Viele Mycobionten von morphologisch komplexeren Flechtenarten scheinen dabei
moderat spezifisch zu sein (Ahmadjian & Jacobs 1981, Gartner 1985, Friedel 1989). Hohe
Spezifitit beschreibt die ,,absolute Exklusivitit“ der Lichenisierung zwischen einem
Mycobionten und einem Photobionten (Galun 1988), niedrigere Spezifitit ermoglicht auch
eine Lichenisierung mit einer weiter gefassten Gruppe von Photobionten (Henssen & Jahns
1974) und gibt die taxonomische Bandbreite akzeptabler Partner an (Rambold et al. 1998). Da
die Prikontakt-Interaktionsstudien auf einen kurzen Zeitraum der initialen Interaktion in vitro
beschriankt sind, konnen keine Aussagen iiber den spiteren Erfolg einer moglicherweise
stattfindenden Lichenisierung getroffen werden. Vergleichbares gilt fiir die Selektivitdt, die
beschreibt, mit welchem/welchen potenziellen Photobionten aus einer natiirlichen (Yahr et al.
2004) oder artifiziellen Auswahl (Ahmadjian & Jacobs 1981, Galun 1988) sich ein Mycobiont
vorzugsweise assoziiert. Darliber hinaus verhindert der trennende Membranfilter im
Versuchsaufbau einen direkten Biontenkontakt und somit eine eventuelle Lichenisierung
beider Bionten. Allerdings sind Resynthese-Experimente mit direktem Biontenkontakt nicht
Gegenstand der hier bearbeiteten Fragestellungen.

Kontakt-Interaktionsstudien mit den Bionten aus Cladonia grayi filhren zu dem Schluss,
dass bei dieser Flechte nur mit dem kompatiblen Photobionten eine ,,distinkte morphologische
Wachstumsreaktion® erfolgt (Joneson & Lutzoni 2009). Die hier prasentierten Prikontakt-
Interaktionsstudien zeigen hingegen deutlich, dass der Mycobiont von Fulgensia bracteata in
der Lage ist, im Prdkontakt auf unterschiedliche Algen mit unterschiedlichen
Wachstumtsstrategien zu reagieren (vgl. Kapitel 4.1.2, 4.1.3 und 4.1.4). Solche unter-
schiedlichen Wachstums- und Besiedlungsstrategien zeigen sich auch in Freiland-

experimenten (Ott 1987b). Es gibt ebenfalls Hinweise darauf, dass Standorte mit geringer
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Photobiontendichte und hoher Photobiontendiversitdt geringe Selektivitit beglinstigen
konnen, wihrend Standorte mit hoher Photobiontendichte und geringer Photobiontendiversitit
hohe Selektivitit begiinstigen konnen (Romeike et al. 2002, Schaper & Ott 2003). Diese
unterschiedlichen Strategien konnten darauf zuriick zu fiihren sein, dass der Mycobiont nach
der Keimung den Standort behaupten und besiedeln muss, bis die Lichenisierung mit einem
geeigneten Photobionten moglich ist. Im Hinblick auf diese Erkenntnisse kann geschlossen
werden, dass die Selektivitit, also die Auswahl geeigneter Photobionten, nicht nur als
Anpassung an verschiedene Standorte unterschiedlich ausgeprégt sein kann, sondern auch in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. So kann eine Uberlebensstrategie verwirklicht
werden, die optimal an die am Keimungsort vorhandene Algenpopulation angepasst ist. Die
friihe Entwicklung des Mycobionten, seine Erndhrung und seine Persistenz konnen fiir eine
ungewisse Zeitspanne auch ohne den geeigneten Photobionten erfolgen. Die in Kapitel 4.1.2
und 4.1.3 diskutierten Wachstumsmuster konnen als Hinweis auf eine solche ,,situations-

abhéngige adaptive Selektivitdt™ interpretiert werden.

4.1.6 Morphologisch-anatomische Charakteristika des Prakontaktes

In den meisten Flechten dominiert der Mycobiont die Symbiose und bestimmt mal3geblich
die Thallusorganisation; diese kann bemerkenswert hoch sein und Analogien zu Form und
Funktion von Geweben hoherer Pflanzen aufweisen (Henssen & Jahns 1974). Dabei bilden
Flechten, wie Pilze generell, nie echte Gewebe vergleichbar denen in hoheren Pflanzen
(Lawrey 1984b). Die in Flechten klar umrissenen Strukturen unterscheiden sich in der
Ausrichtung des Hyphenwachstums, dem Grad der Verzweigung, der Verflechtung von
Hyphenstrangen, der Septierungsfrequenz und der Dicke der Zellwand (Lawrey 1984b).
Isolierte Mycobionten weisen in der Regel einen niedrigeren Organisationsgrad auf und
bilden keinen flechtentypischen Thallus aus. Gewohnlich wéchst der Mycobiont in Kultur als
undifferenzierter Mycelklumpen (Henssen & Jahns 1974) oder radialsymmetrisch zentrifugal
von innen nach auflen mit Lufthyphen und verdichteten Zellen im Zentrum (Honegger 1992).
Diese Unterschiede zwischen lichenisiertem und nicht-lichenisiertem Zustand werden als
Beleg fiir eine vom Photobionten ausgehende phénotypische Steuerung der Mycobionten
angesehen (Jahns 1988, Honegger 1992).

In dieser Arbeit konnen verschiedene Charakteristika wie Hyphenform, Hyphenlinge,
Verzweigungen, Anastomosen, Gallertbildung und Ayphal tip swellings zur Unterscheidung
von Mycelien und der auf sie einwirkenden Einfliissen verwendet werden. Die erwédhnten
morphologisch-anatomischen Grundelemente sollen im Folgenden ebenso diskutiert werden,
wie ihre generelle Bedeutung fiir die Entwicklung des Mycobionten und ihre spezielle
Bedeutung bei der differenziellen Reaktion des Mycobionten auf die drei Algen im
Priakontakt.
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4.1.6.1 Hyphenform und Hyphenlange
Die Hyphe ist die morphologische Grundeinheit der Mycelien bzw. Thalli aller filamentésen

Pilze. Die Hyphen bilden ein verzweigtes Rohrensystem mit einem Durchmesser von 0,5 -
100 pm (Dorfelt 1989). Das Wachstum filamentdser Pilze ldsst sich in der Natur an der
Ausbreitung der Hyphen im Substrat verfolgen (Carlile et al. 2001), wobei der eigentliche
Wachstumsprozess eine apikale, also nur an der Spitze auftretende Verldngerung der Hyphen
ist. Das Spitzenwachstum der Hyphen ist dabei potenziell unbegrenzt (Deacon 1997). Hyphen
sind meist durch Septen in Hyphensegmente unterteilt, die junge oder aktive Segmente von
alternden oder degenerierten abgrenzen. Diese Septen werden nach dem apikalen Wachstum
von auBen nach innen aufgebaut und lassen meist eine zentrale Offnung, den Porus, frei. Die
Hyphensegmente konnen einen, aber auch mehrere Zellkerne enthalten (Dorfelt 1989).

Der Mycobiont von Fulgensia bracteata ist aus Hyphen von ungefdhr 5 pm Durchmesser
sowie variabler Lange und Septierung aufgebaut. Die Hyphen zeigen in vielen Féllen ein
beachtliches Potential zum Léngenwachstum. Die Prékontakt-Interaktionsstudien belegen,
dass die Hyphenldnge vom Einfluss potenzieller Photobionten am stdrksten beeinflusst ist.
Wihrend in den Kontrollexperimenten nach 30 Tagen auf W-Agar dass durchschnittliche
Hyphenwachstum bei 62,5 £ 3,8 um liegt, erreicht es unter Einfluss von Asterochloris sp,
Trebouxia sp. und Myrmecia bisecta jeweils 324,2 + 79,0 um, 769,2 + 123,8 um und 1255,9
+ 154,1 um. Dies bedeutet einen Hyphenldngenzuwachs gegeniiber der Kontrolle um den
Faktor 5 respektive 12 und 20. Es fallt schwer, solch ein massiv verstdarktes Wachstum weit
iiber das Mal3 der Kontrolle hinaus, mit den mobilisierten Néhrstoffreserven der Spore zu
erklaren. Andererseits zeigen sich vergleichbare Wachstumsmuster und Hyphenlédngen
sowohl auf dem néahrstoffarmen W-Agar als auch auf dem néhrstoffreichen MY S1-Agar.

Eine mogliche Erkldrung fiir das differenzielle, aber stets starke Hyphenwachstum unter
Einfluss der potenziellen Photobionten konnte im Transfer von Naihrstoffen vom
Photobionten zum Mycobionten liegen. Es ist bekannt, dass in der Flechtensymbiose der
photoautotrophe Photobiont den heterotrophen (biotrophen) Mycobionten durch den Transfer
von Metaboliten erndhrt. Dabei sind die von Griinalgen hauptsidchlich iibertragenen
Photosyntheseprodukte Ribitol, Erythritol und Sorbitol, wéhrend Cyanobakterien Glukose
transferieren (Ubersicht bei Feige & Jenssen 1992). Es ist ferner bekannt, dass dieser Transfer
nach dem Trennen der Bionten aus der Flechtensymbiose innerhalb kurzer Zeit stark nachlasst
bzw. géinzlich zum Erliegen kommt (Richardson & Smith 1966, Drew & Smith 1967a, b,
Smith 1980, Smith & Douglas 1987).

Ein derart starkes Hyphenwachstum wie oben beschrieben kann nicht oder nicht vollstindig
durch die Ndhrstoffe des Mediums erklirt werden, da das Hyphenwachstum der Kontrolle auf
dem ndhrstoffreichen MY S1-Agar nach 30 Versuchstagen lediglich 67,0 = 2,0 um betrdgt und
sich nicht signifikant von dem auf Wasser-Agar unterscheidet. Daher kann man postulieren,
dass alle drei potenziellen Photobionten den Mycobionten mit Néhrstoffen versorgen. Da der

direkte Kontakt zwischen beiden Partnern unterbunden ist, wiirde dies ein vom Mycobionten
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ausgesandtes Signal erfordern, welches die Algen zur Abgabe von Nahrstoffen veranlasst.
Dabei mag es von Bedeutung sein, dass in den drei Gattungen Asterochloris, Trebouxia und
Myrmecia das in der Symbiose exkretierte Kohlenhydrat Ribitol ist (Feige 1978, Richardson
et al. 1967, Richardson et al. 1968). Es kann angenommen werden, dass unter den artifiziellen
Bedingungen der Prikontakt-Interaktionsstudien der Austausch von mycobiontischem Signal
und photobiontischem Kohlenhydrat (sprich Diffusion) genauso moglich ist, wie der
Austausch jener Signale, die die differenzielle Reaktion des Mycobionten auslosen. Sollte
diese Hypothese korrekt sein, so wiirde es allerdings auch bedeuten, dass transferiertes Ribitol
nicht wie von Ahmadjian (1993) behauptet, das eigentliche Erkennungssignal darstellen
wiirde. SchlieBlich ist Ribitol das transferierte Kohlenhydrat aller drei untersuchten Algen,
wiéhrend der Mycobiont aber unterschiedlich auf jede von ihnen reagiert. Diese Aussage kann
durch die Beobachtung differenzieller Exudationsmuster der drei Algen unterstiitzt werden
(vgl. Kapitel 3.2), da sich hier verschiedenste exudierte Substanzen zeigen, die die
differenzielle Reaktion des Mycobionten erkldaren kdnnten, nicht aber Ribitol. Diese Aussage
kann auch durch die Ergebnisse anderer Arbeiten gestiitzt werden, in denen die Zugabe von
Ribitol zum Kulturmedium keinen morphogenetischen Effekt ausloste (Meelen 2005,
Eppenstein 2008).

4.1.6.2 Lufthyphen
Bei Lufthyphen handelt es sich um Hyphen, die sich liber das Niveau des Substrates erheben

und in ithrem weiteren Wachstum keinen oder nur wenig Kontakt zum Substrat halten.
Lufthyphen werden mit Abstand am hédufigsten unter Einfluss von Myrmecia bisecta gebildet,
wo sie entscheidend zur Morphologie der Mycelien beitragen, selten hingegen unter Einfluss
von Trebouxia sp. oder Asterochloris sp. Diese Lufthyphen sind meist lang ausgewachsen
und mehr oder minder gebogen. Durch den fehlenden Kontakt mit dem Medium miissen die
Lufthyphen von dem Teil des Mycels mit erndhrt werden, der den Kontakt zum Substrat hilt.
Das Vorkommen von Lufthyphen bei den Mycobionten von Physcia tenella und Physconia
distorta wird als Reaktion auf das gleich bleibend hohe Angebot an Ribitol und die gleich
bleibenden Kulturbedingungen, wie zum Beispiel hohe Luftfeuchtigkeit, gedeutet (Etges
2001, Wombacher 2003). Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen nahe, dass eine solche
Abhingigkeit zwischen Kohlenhydratangebot und Lufthyphenbildung bei Fulgensia
bracteata nicht existiert. Auf dem saccharose- und glukosehaltigen MYS1-Agar zeigen sich
keine hoheren Haufigkeiten von Lufthyphen, als auf W-Agar. Diese Beobachtung wird durch
Ergebnisse friiherer Arbeiten gestiitzt (Meelen 2005). Vielmehr ist das AusmalBl der
Lufthyphenbildung eindeutig vom potenziellen Photobionten abhingig.

Zusitzlich sollen Lufthyphen dazu dienen, das vormals flache Mycel in eine
dreidimensionale Struktur umzuwandeln (Honegger 1992, Wombacher 2003). Auch hier zeigt
sich bei Fulgensia bracteata ein differenziertes Bild: Unter Einfluss von Myrmecia bisecta

bilden sich zwar sphérisch erhobene Mycelien, allerdings sind diese Lufthyphen weder durch
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starke Gallertbildung noch durch den Kontakt untereinander stabilisiert. Die koordinierte
Bildung einer dreidimensionalen Struktur ist nicht ersichtlich. Dagegen spricht ebenfalls, dass
Lufthyphen unter Einfluss aller drei Algenarten erratisch an weit voneinander entfernt
liegenden und wenig verdichteten Stellen der Mycelien auftreten.

Eine Bedeutung bei der Kolonisierung nicht direkt zugénglicher Substrate, wie es bei
Zygomyceten vorkommt, ist ebenfalls denkbar. Dabei sind die Hyphen mit einer Schicht
Hydrophobin ummantelt, die es ihnen ermoéglicht die Oberflichenspannung des
Fliissigkeitsfilmes zu durchbrechen (Carlile et al. 2001). Die Beschichtung von Hyphen mit
einer hydrophoben AufBlenschicht bestétigt sich auch fiir die Markhyphen und Hyphen der
Algenschicht von geschichteten Thalli hoher entwickelter Flechten (Honegger 1990b). Diese
hydrophoben Substanzen konnten spéter in Vertretern der Gattung Xanthoria als
Hydrophobine identifiziert werden (Scherrer et al. 2000, Scherrer et al. 2002, Scherrer &
Honegger 2003). Der groBe Gasraum in diesen Schichten macht eine Beschichtung der
Hyphen zwecks verbesserter Wasser- und Néhrstoffleitung ndétig. Sie verhindert eine
Benetzung mit eindringendem Wasser, kanalisiert apoplastisch transportierte Substanzen und
verringert deren Verlust. Bei Resyntheseexperimenten mit den Bionten von Baeomyces rufus,
scheint die Lufthyphenbildung eine Reaktion auf den Biontenkontakt zu sein und die
Algenzellen an den Mycobionten zu binden (Trembley et al. 2002). Unter diesem
Gesichtspunkt konnten die auftretenden Lufthyphen als Differenzierungsmerkmal von
Fulgensia bracteata gesehen werden. In wie weit sie eine erfolgte Biontenerkennung
widerspiegeln, bleibt jedoch fraglich, denn im Prikontakt bleibt die Lufthyphenbildung mit
dem spezifischen Photobionten gering, ist allerdings unter Einfluss von Myrmecia bisecta

massiv verstarkt.

4.1.6.3 Verzweigungen

Ohne Verzweigung der Hyphen wire es Pilzen nicht moglich, komplexe Strukturen zu
bilden und einen Thallus oder ein vernetztes Mycel zu formen. Das exponentielle Wachstum
von Pilzen ist ebenfalls an die Fahigkeit zur Verzweigung gekoppelt (Carlile 1995). Generell
lassen sich zwei Arten von Verzweigung unterscheiden. Erstens die dichotome Verzweigung,
bei der sich eine Hyphenspitze — ein Apex — in zwei aufspaltet und zweitens die laterale
Verzweigung (Carlile 1995). Bei ihr konnen die Verzweigungspunkte iiberall an den Hyphen
entstehen, stets aber in einiger Distanz zum Apex und meist in Anschluss an ein Septum
(Deacon 1997).

Unter experimentellen Bedingungen in dieser Arbeit bildet der Mycobiont von Fulgensia
bracteata laterale Verzweigungen. Sie kommen nie in direkter Ndhe zur Hyphenspitze vor
und werden iiber die gesamte Linge der Hyphen gebildet. Die Verzweigung folgt dabei
keinem charakteristischen Winkel. Bei Fulgensia bracteata sind sowohl sehr spitze Winkel
moglich, die einen parallelen Verlauf von Ursprungshyphe und abgehender Hyphe erlauben,

als auch weiter gedffnete bis rechtwinkelige Verzweigungen. Diese Variabilitidt konnte die
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Entstehung von filamentosen oder stark vernetzten Strukturen in Mycel und Thallus
begiinstigen. Flexible Verzweigungswinkel finden sich auch bei anderen Mycobionten, wie
zum Beispiel bei Physconia distorta (Wombacher 2003). Die Variabilitit der
Verzweigungswinkel als eine Voraussetzung fiir den Aufbau vielgestaltiger und
differenzierter Flechtenstrukturen zu sehen, liegt nahe, bediirfte allerdings weiterer
Untersuchungen.

Die Mechanismen, die der Verzweigung zu Grunde liegen, sind bisher nur unzureichend
verstanden (Carlile 1995). Dennoch wird angenommen, dass Verzweigung durch die
Synthese neuen Protoplasmas und die Verfligbarkeit von Grundstoffen zum Zellwandaufbau
initiiert wird (Deacon 1997). Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich allerdings keine
Abhingigkeit von der Néhrstoffversorgung oder von der Art des potenziellen Photobionten
ableiten. Auf nidhrstoffarmem W-Agar unterscheidet sich die Verzweigungszahl nicht
wesentlich von der auf ndhrstoffreichem MYS1-Agar. Vielmehr scheint die Anzahl an
auftretenden Verzweigungen eine Funktion der Hyphenlinge zu sein. Die Anzahl an
Verzweigungen steigt in gleichem MalBle, indem die Hyphenlinge zunimmt. In allen
Versuchsansétzen zeigen sich dabei Werte zwischen 0,5 und 3,1 Verzweigungen auf 100 um
Hyphenldnge und es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede in Abhéngigkeit von der
angebotenen Alge, dem Medium und der Kulturdauer.

Obwohl die meisten der erhaltenen Ergebnisse in den verschiedenen Experimenten auf eine
differenzierte Erkennungsreaktion des Mycobionten gegeniiber den drei potenziellen Photo-
bionten hinweisen, scheint dies auf das Merkmal der Verzweigungshiufigkeit nicht
zuzutreffen. In Arbeiten, die die friithe Relichenisierung mit direktem Biontenkontakt
untersucht haben, ist dies anders. Alle Autoren berichten iibereinstimmend von einer starken
Zunahme an Verzweigungen, die mit der erfolgreichen Biontenerkennung einhergeht und
zum Einhiillen der Photobiontenzellen durch kiirzere Hyphen flihrt (Ahmadjian & Jacobs
1981, Galun 1988, Ahmadjian 1992, Honegger 1992, Trembley et al. 2002, Schaper & Ott
2003, Bauten 2010). Das Merkmal der Verzweigung zeigt somit einen deutlichen Unterschied
zwischen Prikontakt-Reaktionen und Kontakt-Reaktionen. Eine Zunahme an Verzweigungen
scheint an einen thigmotropischen, also durch Beriihrung der Bionten vermittelten, Reiz

gekoppelt zu sein und ldsst sich nicht bereits im Priakontakt induzieren.
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4.1.6.4 Gallertbildung
Die Bedeutung der Gallertbildung als Erkennungsreaktion wird bereits in Kapitel 4.1.3

(Prakontakt mit dem spezifischen kompatiblen Photobionten) diskutiert. Bei der spezifischen
Biontenerkennung zwischen den Mycobionten von Fulgensia bracteata und dem arteigenen
Photobionten Trebouxia sp. scheint die Gallertbildung von besonderer Bedeutung zu sein.
Dartiber hinaus ist die Gallertbildung allerdings auch unter anderen Gesichtspunkten
beachtenswert: Unter den experimentellen Bedingungen der durchgefiihrten Kulturversuche
bildet sich bei Fulgensia bracteata besonders als Reaktion auf den eigenen Photobionten,
Trebouxia sp. reichlich Gallerte, deutlich weniger bildet sich unter Einfluss von Asterochloris
sp. und Myrmecia bisecta. Starke Gallertisierung kann nicht nur in Abhédngigkeit vom
Erndhrungsstatus (Etges 2001, Wombacher 2003), sondern auch wéhrend verschiedener
Regenerations-, Ansiedlungs- und Interaktionsprozesse auftreten. Solche Prozesse wurden bei
der Flechte Placynthium nigrum detailliert untersucht (Schaper 2003). Bei axenischen
Mycobiontenkulturen von Fulgensia bracteata unter Einfluss verschiedener Kohlenhydrate
beschriankte sich die Gallertbildung auf die zentralen Bereiche ausgekeimter Sporencluster
und variierte auch nicht bei verschiedenen Versuchsbedingungen (Meeflen 2005) wahrend bei
Physconia distorta die Menge an Gallerte durch die Zugabe von Glukose und Ribitol
gefordert wird (Wombacher 2003).
Auch in anderer Hinsicht ist die Bildung von Gallerte fiir die Flechtensymbiose von grof3er
Bedeutung. In Freilandexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Gallerte junge Mycelien
mit dem Substrat verbindet (Schuster 1985, Ott 1987b). Eine solche Befestigungsfunktion
kann fiir die Ergebnisse dieser Arbeit verneint werden, da sie in den Experimenten der
Kontrolle wesentlich geringer ausféllt und unter Einfluss der verschiedenen Algen
differenziell gebildet wird. Bei einer generellen Befestigungsfunktion mit dem stets
identischen Substrat (Filter) sollte die Gallertbildung jedoch stets in gleicher Weise erfolgen.
Wihrend der Lichenisierung bildet zumeist der Mycobiont eine Gallertmatrix, die die
Hyphen einhiillt und eine Schutzschicht um junge Thallusloben bildet (Ahmadjian & Jacobs
1983). Diese Beobachtung konnte auch auf Kontakte des Mycobionten von Xanthoria
parietina mit Fremdalgen ausgedehnt werden, wobei sie — wie auch in den Ergebnissen dieser
Arbeit — deutlich geringer ausfillt als bei Kontakt mit der flechteneigenen Alge (Ott 1987b).
Im Verlauf der Thallogenese verbindet Gallerte die Hyphen eines Thallus zu einer stabilen
Struktur. Bei der Etablierung des Biontenkontaktes und danach sekretiert nicht nur der
Mycobiont Gallerte, sondern auch die Photobionten scheiden unterschiedlich dicke
Gallertmatrizes aus, die wiederum die Pilzhyphen binden (Schuster 1985). Auch zwischen
dem Mycobionten der Flechte Baeomyces rufus und dem spezifischen Photobionten
Elliptochloris bilobata wird nach Kontakt Gallerte sekretiert, dies ist bereits einen Tag nach
dem Biontenkontakt zu beobachten (Trembley et al. 2002).
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4.1.6.5 Anastomosen

Die prinzipielle Entwicklung eines Pilzmycels erfolgt durch radial auswachsende und sich
sukzessiv durch Verzweigungen erster, zweiter und nachfolgender Ordnungen ausbreitende
Hyphen. Die inneren Bereiche des Mycels verarmen somit an Néahrstoffen und in diesen
Zonen bilden sich vermehrt Anastomosen (Carlile 1995). Sie formen ein Netzwerk, das die
einzelnen Teile des Protoplasmas verbindet und Austauschwege fiir Stoffwechselprodukte
schafft. Anastomosen schaffen damit die Voraussetzung fiir groBere, differenzierte Strukturen
(Deacon 1997). Diese sekundédren Verbindungen, die durch eine eng begrenzte Auflosung der
Zellwand und ein Verschmelzen des Protoplasten entstehen (Dorfelt 1989) werden auch in
den hier durchgefithrten Experimenten mit Fulgenisa bracteata gefunden. Uber ihre
Haufigkeit lassen sich nur ungenaue Angaben machen. Die Kontaktstellen zwischen Hyphen
bilden sich meistens, indem sie iibereinander liegen, statt nebeneinander. Dass an diesen
Stellen Anastomosen gebildet werden ist wahrscheinlich, kann aber nicht unter dem REM
beobachtet werden. Weder positiver noch negativer Autotropismus konnte beobachtet werden
und Kontakt wird sowohl mit mycelfremden als auch myceleigenen Hyphen hergestellt, wenn
sich die Hyphen kreuzen. In einigen Féllen war eine Anastomosenbildung zu erkennen, in
anderen blieb sie aus oben genannten Griinden fraglich. In der Literatur wird berichtet, dass
sich Hyphen meiden, es also zu einem ausgeprigten negativen Autotropismus kommt.
Selektiver positiver Autotropismus soll zu Anastomosen fithren (Carlile 1995, Wombacher
2003). Weder das eine noch das andere konnte bei Versuchen mit Fulgensia bracteata
beobachtet werden, allerdings kann angenommen werden, dass die Anastomosen fiir das
netzartige, einzelne Mycelien verbindende, Wachstumsmuster unter Einfluss von
Asterochloris sp. besonders bedeutsam ist. So werden groBlere Bereiche des Substrates
besiedelt und Ressourcen besser allokiert, also von einem Bereich des Mycels in einen
anderen transferiert. In diesem Fall ist es mdglich, dass die Versuchsdauer von 30 Tagen nicht

ausreichend war, um eine vermehrte Anastomosenbildung beobachten zu kdnnen.

4.1.6.6 Hyphal Tip Swellings

Angeschwollene Hyphenspitzen konnen unter allen Versuchsbedingungen gefunden werden,
in erhohter Haufigkeit treten sie allerdings unter dem Einfluss des arteigenen und spezifischen
Photobionten Trebouxia sp. auf. Ob hyphal tip swellings eine fiir die Biontenerkennung
relevante Rolle spielen oder ob ihre Bildung durch andere Faktoren ausgelost wird, kann
aufgrund der hier gewonnenen Daten nicht geklart werden. Hyphal tip swellings wurden
bereits in einer Vielzahl von filamentdsen Pilzen beschrieben. Sie zeigen sich dort allerdings
meist unter experimentellen Bedingung in denen P-Lactam-Antibiotika (Gray et al. 1990)
oder Enzyme wie Lysozym (Gray et al 1990), Chitinasen oder -1,3-Glucanasen (Arlorio et
al. 1992) zum Einsatz kommen. Dariiber hinaus werden hyphal tip swellings bei Mutanten
beobachtet, die mit der Aktinsynthese und dem apikalen Spitzenwachstum in der Hyphe

assoziiert sind. Die Aktinsynthese kann auch durch die Zugabe von Cytochalasinen, einer
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Gruppe von pilzlichen Metaboliten, beeinflusst werden, und ebenso zur Bildung von hyphal
tip swellings fithren (Ubersicht bei Cooper 1987). Damit scheinen hyphal tip swellings
vermehrt bei gestdrter Hyphenmorphogenese und Zellpolaritidt aufzutreten (Cooper 1987,
Srinivasam et al. 1996, Wendland & Philippsen 2001). In welcher Weise sich das Auftreten
von hyphal tip swellings in den Prakontakt-Interaktionsstudien erkldren ldsst, ist unklar. Da
keine der Substanzen verwendet wurde, die als Ausloser von Ayphal tip swellings bekannt
sind, kann davon ausgegangen werden, dass die in dieser Arbeit gefundenen Formen zwar
phinomenologisch dhnlich sind, aber auf eine andere Ursache zuriickgehen. Da sie auch in
den nicht durch Algen beeinflussten Kontrollexperimenten auftreten, ist eine Bedeutung von

hyphal tip swellings als Vorstufe von Appressorien unwahrscheinlich.

4.1.6.7 Tropismen

In den Prékontakt-Interaktionsstudien konnten keine Hinweise auf Tropismen des
Mycobionten von Fulgensia bracteata gegeniiber den drei dargebotenen potenziellen
Photobionten beobachtet werden. Obwohl positiver Autotropismus (aufeinander zuwachsende
Hyphen zwecks Anastomosenbildung) und negativer Autotropismus (einander ausweichende
Hyphen) in Kulturexperimenten mit dem Mycobionten von Physconia distorta beobachtet
wurde (Wombacher 2003), finden sich bei den hier vorgestellten Experimenten keinerlei
Hinweise darauf. Zum Vorkommen von Chemotropismus bei Flechtenpilzen gibt es
abweichende Befunde. Bei Xanthoria parietina, Physconia distorta und Anaptychia ciliaris
wurde positiver Chemotropismus von Mycelien auf glukose- und naphthalinessig-
sdurchaltigen Medien beobachtet, bei Physcia tenella nur auf Medien mit Naphthalin-
essigsdure (Etges, 2001). Die Hyphen dieser Arten wuchsen dabei verstirkt durch den
Membranfilter in Richtung des Mediums ein. Ahmadjian et al. (1978) kommen zu anderen
Ergebnissen. Bei ihren Untersuchungen an Lecidea albocaerulescens kamen sie zu dem
Schluss, dass es keine Beweise gibt, die die Annahme einer chemotropischen Reaktion
stiitzen. Auch in den hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen sich keine Hinweise auf
eine chemotropische Reaktion des Mycobionten von F. bracteata. Der spezielle
Versuchsaufbau der Prikontakt-Interaktionsstudien verhinderte einen direkten Kontakt
zwischen den Bionten. Daher konnen in dieser Arbeit keine verallgemeinernden Aussagen
iiber das Vorkommen von thigmotropischen Reaktionen getitigt werden. Friihere
Erkenntnisse sprechen dafiir, dass die Initialreaktion des Mycobionten thigmotropisch an
spezifischen Oberfldchenstrukturen des potenziellen Photobionten ausgelost wird (Ahmadjian
et al. 1978, Ahmadjian & Jacobs 1983). Die weiter gehende Reaktion, die den
Lichenisierungsprozess ausldst, wird als sekundéres Ereignis eingestuft und soll durch ein
zwischen Photobiont und Mycobiont iibertragenes Signal vermittelt werden (Ahmadjian
1992). Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen hingegen deutlich, dass schon im Prikontakt
ein Signal des Photobionten bzw. ein Signalaustausch zwischen den Bionten in der Lage ist,

die morphologische Reaktion des Mycobionten von F. bracteata zu beeinflussen.
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4.1.7 Alternative Wachstumsstrategien des Mycobionten

Uber die bisher diskutierten Aspekte hinaus, die direkt an die Beantwortung der eingangs
formulierten Hypothesen gekoppelt sind, zeigen sich in der Auswertung noch weitere
Ergebnisse. Diese zusétzlichen Beobachtungen lassen vermuten, dass es neben differenzierten
und adaptiven Prakontakt-Reaktionen auf unterschiedlich kompatible Algen (im Besonderen
auf Asterochloris sp und Trebouxia sp.) noch weitere Strategien gibt, mit denen der
Mycobiont von Fulgensia bracteata auf die unvorhersehbaren Bedingungen am Keimungsort

reagieren kann.

4.1.7.1 Growth Arrest

So zeigt sich, dass in den Kontrollexperimenten auf W-Agar zwischen dem 20. und 30.
Versuchstag kein Hyphenwachstum mehr stattfindet, wahrend es auf MYS1-Agar zwar bis
zum 30. Versuchtag voranschreitet, dafiir aber iiber den gegebenen Versuchszeitraum
langsamer erfolgt. Auf den beiden Medien betrdgt die durchschnittliche Hyphenldnge pro
Spore bei 62,5 £ 3,8 um (W-Agar) bzw. bei 67,0 = 2,0 um (MYS1-Agar). Beide Werte
unterscheiden sich nicht signifikant und bei keiner der untersuchten Sporen wird eine
Hyphenldngen von mehr als 200 pm ausgebildet.

Im Vergleich mit dem Hyphenwachstum unter Einfluss aller drei potenzieller Photobionten
sind die oben genannten Werte dullerst gering. In vorangegangenen axenischen Kultur-
experimenten zeigt sich ebenfalls nur ein geringes Wachstum des unbeeinflussten
Mycobionten (Meeflen 2005). Obwohl fiir die vorangegangenen Arbeiten keine gemessenen
Hyphenldngen bekannt sind, erscheint dieses Wachstum auch im Vergleich zu den axenisch
kultivierten Mycobionten von Xanthoria parietina, Physcia tenella, Anaptychia ciliaris
(Etges, 2001), Physconia distorta (Wombacher 2003), und Xanthoria elegans (Sill 2009)
gering. Da dieses Wachstum sowohl auf dem ndhrstoffarmen W-Agar, als auch auf dem
ndhrstoffreichen MYS1-Agar auftritt und der Versuchsaufbau eine Aufnahme geloster
Nabhrstoffe nicht verhindert, kann ein Erndhrungseffekt ausgeschlossen werden.

Die Auswertung dieser Ergebnisse flihrt zu dem Schluss, dass der Mycobiont unter
unbeeinflussten Kulturbedingungen nach der Auskeimphase in eine Phase des intern
induzierten Wachstumsstopps (engl. growth arrest) eintritt. Solch ein intern ausgeldster
growth arrest, der mit einer Phase relativer zelluldrer Inaktivitit einhergeht, ist bereits von
den Symbionten der vesikuldr-arbuskuldaren Mykorrhiza bekannt (VAM, Mosse 1959, Hepper
& Smith 1976, Giovanetti 2002). Bei diesen Symbionten handelt es sich um Arten aus der
Ordnung der Glomerales und dem Stamm der Glomeromycota (SchiiB3ler et al. 2001), die eine
Schwestergruppe der Dikarya (Asco- und Basidiomycota) darstellen. Die VAM-Symbionten
zeigen in Bezug auf den growth arrest eine gewisse Analogie zu den hier erzielten
Ergebnissen. Bei der Untersuchung von VAM-Symbionten kann gezeigt werden, dass die
Bereitstellung von Nihrstoffen keinen Einfluss auf den growth arrest hat (Daniels & Trappe
1980, Bécard & Fortin 1988). In ihrer weiteren Entwicklung sind VAM-Symbionten von der

160



4 Diskussion

Rezeption eines wirtsspezifischen Signals abhédngig, das den growth arrest beendet und
tiefgreifende Verdanderungen in der Morphologie des Pilzes hervorruft (Siqueira et al. 1991,
Giovanetti et al. 1993, 1994, 1996, Ishii et al. 1997). Neben den in dieser Arbeit erbrachten
Hinweisen auf einen Wachstumsstopp — und eine dhnlich geartete signalabhéngige Verén-
derung der Mycobiontenmorphologie — gibt es auch Freilanduntersuchungen, die belegen
konnen, dass ein derartiger growth arrest erstens kein Artefakt der Kulturbedingungen ist und
zweitens nicht nur beim Mycobionten von Fulgensia bracteata auftritt. Die Keimhyphen des
Mycobionten von Rhizocarpon lecanorinum bleiben auf ihrem natiirlichen Substrat und in
Abwesenheit von Algen kurz (bis ca. 15 um) und zeigen kein weitergehendes Wachstum bis
der spezifische Kontakt zur kompatiblen Trebouxia-Alge das Wachstum reaktiviert (Clayden
1998). Bei Sporen von Peltigera horizontalis und Peltigera praetextata ist es notig, wiassrige
Extrakte des Photobionten zuzusetzen, um ,,einen eindeutigen Beweis fiir die Keimung zu
erhalten (Scott 1959, 1964 nach Bailey 1976) und auch andere Photobionten-Extrakte wirken
sich stimulierend auf die Keimung und das frithe Mycelwachstum von Mycobionten von
Lobaria laetevirens und L. pulmonaria aus (Lallemant & Bernard 1977).

Der Vorteil eines solchen growth arrest liegt bei den VAM-Symbionten darin, dass sie an
einem einmal besiedelten Standort fiir ldngere Zeit {iiberdauern kénnen und so die
Wahrscheinlichkeit auf den Kontakt zum obligat notwendigen Wirt erhohen koénnen
(Giovanetti 2002). Auch fiir Flechten wird eine dhnliche Strategie diskutiert. So spekuliert
Smith (1921), dass am Keimungsort ,,reine Mycelstadien lange Perioden ohne grofle Verin-
derung iiberdauern konnten.* Fiir die hier prasentierten Ergebnisse bietet sich eine dhnliche
Deutung an: Ein programmierter Wachstumsstopp in Abwesenheit eines stimulierenden
Signals ist eine Anpassung an die unvorhersehbaren Standortbedingungen am Keimungsort,
hilft den einmal besiedelten Standort zu behaupten und kann dadurch den Relichenisierungs-
erfolg langfristig erhohen. Die Tatsache, dass sich ein &hnliches Verhalten bei VAM-
Symbionten und (einigen) Mycobionten entwickelt hat, kann als eine allgemeine Strategie
interpretiert werden, die sich aus dhnlichen Anforderungen im Lebenszyklus der Pilze heraus

konvergent entwickelt hat.

4.1.7.2 Keimung

Die Keimungsrate der Ascosporen von Fulgensia bracteata auf den Medien W-Agar und
MY S1-Agar unterscheidet sich nach 10 Versuchstagen nicht signifikant und liegt zwischen
65-80%. Abgesehen von der Keimungsrate unter Einfluss der nicht-lichenisierenden Alge
Myrmecia bisecta, die hoher liegt, sind auf MYSI-Agar die Keimungsraten in allen
Versuchsansétzen dhnlich und &ndern sich im Verlauf der Versuchsdauer nicht wesentlich.
Auf W-Agar steigt die Keimungsrate zwischen dem 10. und 20. und zwischen dem 20. und
30. Versuchstag hingegen stetig an. Zwischen den einzelnen Versuchsansitzen (Kontrolle,
Einfluss von Asterochloris sp., Trebouxia sp. und Myrmecia bisecta) unterscheiden sich die

Keimungsraten allerdings nicht. Auf W-Agar scheint eine Nachkeimung der Sporen zu
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erfolgen, die nach 30 Versuchstagen die Keimungsraten auf 82-95 % ansteigen ldsst. Die
anfangliche Keimungsrate von 65-80 % stimmt mit den ermittelten Keimungsraten anderer
Mycobionten iiberein, die zwischen 60-80 % liegen (Belandria et al. 1989). Die Nachkeimung
auf W-Agar konnte dabei durch den keimungsstimulierenden Effekt von niedrigen
Nahrstoffkonzentrationen ausgelost werden, wie es flir die frithe Ascosporenkeimung anderer
Mycobionten bereits untersucht wurde (Pyatt 1968). Die fehlende Nachkeimung auf MYS1-
Agar konnte hingegen durch die hohen Zuckerkonzentrationen oder einen abweichenden pH-
Wert bedingt sein. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Keimung (Ostrofsky & Denison
1980), aber auch der hemmende Effekt hoher Glukosekonzentrationen auf die Keimung von
Physconia distorta (Belandria et al. 1989) konnten bereits bewiesen werden. Wie bereits
erwahnt, hat die Art der angebotenen Alge keinen wesentlichen Einfluss auf die Keimung.
Dies stimmt mit anderen Untersuchungen iiberein, die zeigen konnten, dass wirtsspezifische
Signale von Mykorrhiza-Wirten nur selten einen Einfluss auf die Keimung der Symbionten-
sporen haben (Ubersicht bei Deacon 1994). Die hier erzielten Ergebnisse sprechen ebenfalls
dafiir, dass der Einfluss potenzieller Algenpartner erst nach der Keimung wirksam wird, zum
Beispiel bei der Authebung des growth arrest und der Beeinflussung der Wachstumsstrategie

des Mycobionten (siehe vorangegangene Aspekte der Diskussion).

4.1.7.3 Unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten

Aus der statistischen Auswertung der Hyphenldngenverteilung im Quantil-Quantil-Plot
(Kapitel 3.1.4.6, Abb. 3.22) geht ferner hervor, dass in allen ausgewerteten Ansdtzen unter
Einfluss der drei Algenarten kleine Hyphenldngen und sehr groe Hyphenlidngen
iiberreprasentiert sind. Es zeigt sich eine bimodale Verteilung der Hyphenldngen. Diese
Ergebnisse konnten als Indiz dafiir gewertet werden, dass die auskeimenden Sporen auf
Grund von nicht ndher zu bestimmenden internen (z. B. genetischen) oder externen (z. B.
gegenseitige Beeinflussung) Faktoren verschiedene Wachstumsgeschwindigkeiten aufweisen.
Dieses Verhalten konnte darauf hinweisen, dass selbst unter gleichen Standortbedingungen
nicht alle auskeimenden Sporen von Fulgensia bracteata die gleiche Wachstumsstrategie
verfolgen. Auch hier konnte es sich vorteilhaft auf den Relichenisierungs- und damit den
Reproduktionserfolg auswirken, wenn die Sporen unterschiedliche Wachstumsstrategien
verfolgen. Scheitert die eine Strategie (z. B. die des schnellen Auswachsens), so mag die
andere Strategie (z. B. die des langsamen Auswachsens) an einem bestimmten Standort
erfolgreicher sein. Da die im vorherigen Abschnitt (Kapitel 4.1.7.2) beschriebene
Nachkeimung kontinuierlich und nur auf W-Agar erfolgt, erscheint es als wenig
wahrscheinlich, dass sie der Grund fiir die bimodale Verteilung der Hyphenldngen in allen

von Algen beeinflussten Versuchsansétzen ist.
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4.1.7.4 Verbreitung der Ascosporen

Die vorherigen Kapitel der Diskussion erdrtern die Wachstumsstrategien und Reaktionen,
die der auskeimende Mycobiont am neu erschlossenen Standort anwenden kann, um aktiv
seinen Relichenisierungserfolg zu erhdhen. Dariiber hinaus kann auch der Vorgang des
Ausstreuens einen Einfluss auf den Lichenisierungserfolg ausiiben. Obwohl die Bedeutung
von Ascosporen als Verbreitungseinheit nicht vollstindig verstanden ist, da sie nur einen
Partner der Symbiose verbreitet, ist sie eine hidufige Verbreitungseinheit bei Flechten.

Viele Flechtenarten, besonders Krustenflechten produzieren keine Soredien, Isidien oder
andere vegetative Diasporen, dafiir aber hdufig Ascosporen. Dies trifft auch auf Fulgensia
bracteata zu. Die Resynthese von Flechten aus auskeimenden Ascosporen und frei
vorkommenden Algen sollte daher in der Natur hdufig vorkommen (Bailey 1976). Die
Verbreitungsdistanz von Ascosporen ist eng an ihre Grofle und die Anzahl von Ascosporen
gekoppelt, die aus einem Ascus ausgeschleudert werden. Ascosporen von Mycobionten
besitzen dabei Durchmesser zwischen 1 um in der Gattung Acarospora und 510 pm in
Bacidia marginalis (Bailey 1976). Mit Hilfe von Wind koénnen Sporen iiber grofle
Entfernungen hinweg transportiert werden. Unter experimentellen Bedingungen betrdgt die
maximale Distanz, die Ascosporen horizontal ausgestreut werden 4,5 cm bei Rhizocarpon
umbilicatum (Bailey & Garrett 1968).

Diese geringen Distanzen konnen bei Windstille dazu fithren, dass die Ascosporen in
relativer Ndhe zum Thallus auskeimen. Die Ndhe zu einem etablierten Flechtenstandort, dem
der Ursprungsflechte, konnte mehrere Konsequenzen haben. Man kann annehmen, dass in
einem solchen Umfeld die Wahrscheinlichkeit erhoht ist, kompatible Photobionten aus z. B.
degenerierenden Thalli, Thallusfragmenten oder vegetativen Verbreitungseinheiten vorzu-
finden. Fiir Fulgensia bracteata ergeben sich in dieser Hinsicht mehrere Moglichkeiten auf
kompatible oder inkompatible Photobionten zu treffen. Die Flechte kommt am natiirlichen
Standort in enger Assoziation mit einer Anzahl weiterer Flechtenarten vor, der ,,Bunten
Erdflechtengesellschaft (Schaper 2003, Schaper & Ott 2003, de Vera 2000). In dieser
Assoziation finden sich zahlreiche Thalli von Fulgensia bracteata und Thalli von Toninia
sedifolia, die den identischen Photobionten besitzen (Schaper & Ott 2003). Auswachsende
Mycelien von F. bracteata konnen in Toninia sedifolia einwachsen, und mit deren
Photobionten lichenisieren (algal stealing, Ott et al. 1995). In der ,Bunten
Erdflechtengesellschaft (Toninio-Psoretum nach Poelt 1969) finden sich zudem weitere
Flechten, auf deren Photobionten der Mycobiont von F. bracteata in Resynthese-
Experimenten eine méfBige bis geringe Kompatibilitdt aufweist und eine graduelle, teils
parasitisch geprédgte Interaktionen zeigt (Schaper 2003, Schaper & Ott 2003). Darunter
befindet sich auch die Flechte Lecidea lurida, auf deren Photobionten der Mycobiont von F.
bracteata in den durchgefiihrten Experimenten mit einem netzartigen Mycelwachstum
reagiert (siche Kapitel 4.1.2). Auch auf diese potenziellen Interaktionspartner kann der

Mycobiont an solch ,,ursprungsnahen Standorten® mit erhdhter Wahrscheinlichkeit treffen.
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Desweiteren sollte ein auswachsender Mycobiont von F. bracteata an einem solchen Standort
mit einer stirker ausgepragten Konkurrenz konfrontiert sein. An diesem Standort werden
bereits liberproportional hiufig etablierte Flechtengemeinschaften anzutreffen sein, die genau
jene Nische besetzen, die der Mycobiont erobern muss, um seinen eigenen Reproduktions-
erfolg sicherzustellen.

Aus diesen Griinden sollten Erkennungsmechanismen, die bereits wéhrend des Prikontaktes
wirksam sind und eine Unterscheidung zwischen kompatiblen und inkompatiblen Algen
erlauben, dem Mycobionten von Fulgensia bracteata einen adaptiven und evolutiven Vorteil

gewihren.

4.1.8 Einfluss der Kulturmedien auf die Reaktion des Mycobionten

Im Folgenden sollen die Unterschiede diskutiert werden, die die Verwendung von zwei
unterschiedlichen Medien hervorruft. Generell sind die Unterschiede zwischen
ndhrstoffarmem Wasser-Agar und nahrstoffreichem MY S1-Agar gering. Der Mycobiont zeigt
auf beiden Medien &dhnliche Reaktionen auf die drei angebotenen Algen. Obwohl die
Mycelien in ihrer Grofe variabel sind (vgl. Abb. 3.1a bis Abb. 3.16c) zeigen die
Wachstumsmuster auf W-Agar ein homogeneres und auf MY S1-Agar ein heterogeneres aber
dennoch charakteristisches Wachstumsmuster. Ein Vergleich der durchschnittlichen
Hyphenldangen nach 30 Versuchstagen bestitigt diesen Eindruck. Die Hyphenlédngen sind auf
MYS1-Agar kiirzer und ihre Variabilitit ist hoher, ein durch die Nahrstoffkonzentration
bedingter weitreichender Einfluss auf das Wachstumsmuster des Mycobionten zeigt sich
jedoch nicht. Die Unterschiede der Wachstumsstiarke und das heterogenere Wachstumsmuster
konnten sich durch einen dhnlichen Effekt erkldren lassen, wie bereits fiir die Keimung
beschrieben: Nahrstoffarme Medien scheinen sich positiv auf die Keimung auszuwirken
(Pyatt 1974), wihrend glukosereiche Medien die Keimung hemmen (Belandria et al. 1989).
Ein dhnlicher Effekt konnte auch auf das sich anschlieBende Hyphenwachstum wirken.
Flechten sind in der Lage, extreme Habitate und unwirtliche Standorte wie Felsen zu
besiedeln (Brodo et al. 2001). Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass auskeimende
Flechtenmycobionten an hohe und leicht zugingliche Néhrstoffkonzentrationen adaptiert
sind, wie sie im experimentellen Aufbau auf MYSI1-Agar vorherrschen. Die Reaktionen des
Mycobionten auf beiden Medien &hneln sich auf néhrstoffarmem W-Agar und auf
ndhrstoffreichem MYSI1-Agar, daher scheint ein néhrstoffbedingter Effekt auf die
morphologischen Reaktionen des Mycobionten unwahrscheinlich. Die Reaktionen scheinen
durch den angebotenen Photobionten bzw. Alge bedingt zu sein. Das starke Hyphenwachstum
unter Einfluss der drei eingesetzten Algen wére in diesem Falle nicht von der umgebenden
Nahrstoffverfiigbarkeit abhidngig, sondern von jenen Naihrstoffen, die spezifisch von den
Photobionten bzw. Alge exudiert und vom Mycobionten verwertet wiirden.

Die von der Nahrstoffverfiigbarkeit abhidngigen Strategien von Guerilla und Phalanx werden

in der Literatur (Carlile 1995) diskutiert: Auf nihrstoffarmen Medien sollten lange und wenig
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verzweigte Hyphen auswachsen, um ndhrstoffarme Bereiche zu {iiberbriicken und neue
Nahrstoffquellen zu erschlieBen (Guerilla-Strategie). Auf nédhrstoffreichen Medien sollte der
Pilz eine kompakte, stark verzweigte, stationdre Form annehmen, um die lokalen Néhrstofte
optimal auszuschopfen (Phalanx-Strategie). Im Falle des Mycobionten von Fulgensia
bracteata, zeigt sich auf keinem der beiden Medien ein vergleichbares Wachstumsmuster. Die
Ausbildung des netzartigen, des planar-kompakten und des sphérisch-kompakten
Wachstumsmusters unter Einfluss von Asterochloris sp., Trebouxia sp. und Myrmecia bisecta
verlduft unabhingig vom Medium, aber spezifisch fiir die jeweils angebotene Alge. Die
Wachstumsmuster des Mycobionten werden folglich nicht von der Verfiigbarkeit an

Nahrstoffen, sondern von der Verfiigbarkeit potenzieller Photobionten determiniert.

4.1.9 Modelle zur Interaktion im Prakontakt

Regulationsmechanismen zwischen den beiden Flechtenbionten werden als essenzielle
Voraussetzung fiir Erkennung, Wachstum, Entwicklung und Differenzierung in der Flechten-
symbiose angesehen (Honegger 1984, 1987, 1998, Hill 1985, 1989, 1992, Ott et al. 2000). Fiir
die initiale und die andauernde Erkennung werden Erkennungsmechanismen zwischen den
potenziellen Bionten als notwendig erachtet (Bubrick & Galun 1980, Galun 1988, Ahmadjian
et al. 1987, Ahmadjian 1992, 1993, Honegger 1987, 1992, Ott 1987b, Vicente 1985). Die
Aufgaben solcher Mechanismen und Signale sind einerseits, dass der Mycobiont die
Entwicklung und Zellteilungsaktivitit des Photobionten kontrolliert (Henssen & Jahns 1974,
Hill 1989, 1992), und andererseits, dass der (potenzielle) Photobiont einen morpho-
genetischen Einfluss auf den Mycobionten ausiibt und damit den entscheidenden Impuls fiir
die Entwicklung eines Thallus gibt (Jahns 1988). Wenn die Bionten einzeln verbreitet
werden, zum Beispiel durch sexuell produzierte Ascosporen, so miissen die
Erkennungsmechanismen zusédtzlich den Mycobionten in die Lage versetzen, einen obligat
notwendigen und kompatiblen Photobionten zu finden, zu erkennen, an sich zu binden und
mit ihm einen erfolgreichen Relichenisierungsprozess einzuleiten.

In dieser Arbeit wird der Prakontakt zwischen potenziellen Symbiosepartnern am
Modellsystem Fulgensia bracteata detailliert untersucht und ein deutlicher Prikontakteinfluss
auf den Mycobionten belegt. Ein solcher Prikontakt wird zwar als erste Stufe eines
flinfstufigen Lichenisierungsschemas postuliert, aber bisher nicht experimentell bestétigt
(Galun 1988). Nach diesem Schema sind die fiinf Stufen: 1. Prékontakt, 2. Kontakt, 3.
Umhiillung der Algenzellen durch Hyphen, 4. Bildung einer gemeinsamen Gelmatrix, 5.
mophologische, physiologische und biochemische Anpassungen. Der Mycobiont zeigt unter
standardisierten Kulturbedingen differenzielle Prikontakt-Reaktionen auf den kompatiblen
eigenen Photobionten (7rebouxia sp.), den als inkompatibel erkannten Photobionten aus
Lecidea lurida (Asterochloris sp.) und auf die nicht-lichenisierende Alge Myrmecia bisecta.
Die Reaktionen des Mycobionten auf Trebouxia sp. und Asterochloris sp. werden, im Kontext
zu bereits geleisteten Arbeiten (Ott 1987b, Schaper & Ott 2003), als unterschiedliche
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Wachstumsstrategien interpretiert. Die Reaktion auf Myrmecia bisecta wird als ein starkes
aber ungerichtetes Wachstum interpretiert, da zwar ein morphogenetischer Reiz auf den
Mycobionten ausgeiibt wird, dieser aber unkontrolliert und nicht in der Art bereits bekannter
Wachstumsreaktionen umgesetzt werden kann. Diese Erkenntnisse, die in den voran-
gegangenen Kapiteln intensiv diskutiert werden, ermoglichen es, die am Modellsystem
Fulgensia bracteata bereits erarbeitete Kaskade des Erkennungsprozesses (Schaper 2003) zu
erweitern. Vor den Erkennungsreaktionen und Interaktionsformen, die im direkten Kontakt
stattfinden, ereignen sich die Interaktionen des Prikontaktes, in dem differenzierte

Wachstumsmuster ausgebildet werden kénnen.

Erweiterte Kaskade des Lichenisierungsprozesses

Erkennung Etablierung Differenzierung
Priakontakt Kontakt Umhiillung Matrixbildung Anpassung
hoch o . .
kompatibel |MB (:) > MB » MB » Mg | === MB | === | Thallusdiffe-
t renzierung
B, PB, | PB, PB,
3 3
PB,
miRig _@)_> > > .
kompatibel | MB MB > |MB > |mB | =% M8 Initiale Diffe-
t renzierung
PBg
PBg
wenig .
kompatibel |MB MB MB MB MB _I Keine
.ﬁ Assoziation
=) ===l Prikontakt-, Entwicklungstyp 1
nicht f f i
kompatibel | MB _I Kalna Lichenislarung @ m=p Priikontakt-, Entwicklungstyp 2
Keine Thallusdifferenzierung . .
Priakontakt & Entwicklung verzégert
o8 - —I Prakontakt & Entwicklung bleibt aus
D

Abb. 4.1: Erweiterte Kaskade des Lichenisierungsprozesses am Modellsystem Fulgensia bracteata, modifiziert
nach Ergebnissen von Schaper (2003) und den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen. @ und @: algenspezi-
fische Entwicklungsstrategien, ®: Wechsel des Partners hin zum spezifischen Photobionten. Ausfiihrliche
Erlduterungen im Text.

Die Abbildung 4.1 zeigt die erweiterte Kaskade des Lichenisierungsprozesses, wie es fiir die
modellhafte Flechte Fulgensia bracteata erarbeitet wurde. Die Einteilung des Licheni-
sierungsprozesses erfolgt nach dem fiinfstufigen Schema von Galun (1988), wobei
angenommen wird, das die initiale Biontenerkennung der potenziellen Symbiosepartner in der
ersten Stufe (,,Prikontakt™) beginnt und nach der zweiten Stufe (,,Kontakt®) erfolgt ist. Dies
berticksichtigt sowohl die Ergebnisse aus dieser Arbeit, die eine differenzielle Reaktion des

Mycobionten und die Ausbildung verschiedener Wachstumsmuster im Priakontakt zeigen, als
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auch die Ergebnisse anderer Arbeiten, die die Bedeutung des direkten Biontenkontaktes fiir
eine erfolgreiche Erkennungsreaktionen hervorheben (unter anderem Ahmadjian & Jacobs
1981, Ott 1987b, Schaper & Ott 2003). In den drei folgenden Stufen (,,Umhiillung* bis
»Anpassung®) erfolgt eine Etablierung des Biontenkontaktes. Die morphologischen
Reaktionen bestehen aus der Umhiillung der Algenzellen durch Pilzhyphen und der Bildung
einer gemeinsamen Matrix. In dieser Etablierungsphase kommt es zur Ausbildung von
physiologischen und biochemischen Wechselbeziehungen und zum Aufbau entsprechender
Regulationsmechanismen (nach Galun 1988). Daran schliefit sich die Differenzierungphase
an, in der je nach Kompatibilitdt der beteiligten Partner ausdifferenzierte Thalli, Priathallus-
Strukturen oder keine differenzierten Strukturen gebildet werden kdnnen.

Die Interaktion hoch kompatibler Bionten beginnt mit der Aufhebung des growth arrest
durch exudierte Substanzen der Alge und einer frilhen morphologischen Reaktion des
Mycobionten auf die hoch kompatible Alge. Nach den hier priasentierten Ergebnissen eines in
vitro-Interaktionsassays, kann diese Reaktion die Regulation des Hyphenwachstums, die
Bildung von Gallerte, die auch in den folgenden Stufen von groBer Bedeutung ist, und die
Ausbildung eines speziellen Wachstumsmusters umfassen. Dieses angepasste Wachstums-
muster, das die eine differenzielle Interaktion mit dem kompatiblen Photobionten darstellt,
wird als Entwicklungstyp @ gekennzeichnet.

Bei Kontakt mit miBig kompatiblen Algen wird der growth arrest aufgehoben, danach aber
eine andere morphologische Reaktion des Mycobionten gezeigt und ein anderes
Wachstumsmuster ausgebildet (vgl. Kapitel 4.1.2). Dieses Wachstumsmuster dhnelt bereits
im Prékontakt dem losen netzartigen Wachstumsmuster, dass bei unspezifischen Kontakten
zwischen Mycobionten von Xanthoria parietina und Pleurococcus-Algen beobachtet wurde
(Ott 1987b). Dieses angepasste Wachstumsmuster von Entwicklungstyp @ nutzt den Kontakt
zu einer unspezifischen Alge, um das Substrat zu kolonisieren, den Standort zu behaupten und
die Wahrscheinlichkeit auf Kontakt zum spezifischen Photobionten zu erh6hen. Nach dem
Kontakt zwischen Mycobiont und miBig kompatiblen Photobiont bildet sich eine
Kontaktform aus, die durch geringere Intensitit der Gallertbildung und geringere Stabilitdt der
entstechenden Aggregate gekennzeichnet ist (Schaper & Ott 2003). Die Entwicklung von
(groBflachigen) Préthallus-Strukturen erscheint moglich (Ahmadjian & Jacobs 1981,
Honegger 1992). Wie in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte (Ott 1987b), ist der
Mycobiont in der Lage bei Kontakt mit der spezifischen Alge aus Entwicklungstyp @ in
Entwicklungstyp @ zu wechseln (,algal switching®, dargestellt durch ®). Es ist
anzunehmen, dass dieser Wechsel in unterschiedlichen Stadien von Entwicklungstyp @
stattfinden kann. Wahrscheinlich auch zu einem spéteren Zeitpunkt als den angegebenen, da
der Mycobiont zu jedem Zeitpunkt einen Vorteil von einer Symbiose mit dem spezifischen
Photobionten hat. Nur mit dem spezifischen Photobionten kénnen ein differenzierter Thallus
und eigene Fortpflanzungsstrukturen (Apothecien) gebildet werden, die die Fortpflanzung des

Mycobionten ermoglichen.
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Mit wenig kompatiblen Algen kann es zur Aufhebung des growth arrests und einer
morphologischen Reaktion des Mycobionten kommen, wie die Reaktion auf die nicht-
lichenisierende Alge Myrmecia bisecta zeigt. Dabei konnen die weiteren Entwicklungsschritte
einerseits von fehlender Koordination und unkontrolliertem Wachstum gepragt sein,
andererseits im direkten Kontakt stark verzogert, weniger intensiv und von teilweise
parasitischen Interaktionen geprigt sein (Schaper 2003, Schaper & Ott 2003).

Desweiteren soll ein Schema zum Signalaustausch zwischen den potenziellen Symbiose-
partnern im Prikontakt vorgestellt werden, dass die erzielten Ergebnisse aufgreift und diese in
einem umfassenden Ansatz erkldaren konnte. Es kann dabei behilflich sein, die differenzielle
Reaktion des Mycobionten von Fulgensia bracteata als Ergebnis einer bidirektionalen
Biontenkommunikation zu erklidren. Der Signalaustausch ist Teil der Biontenerkennung und
die Art des Signalaustausches kann starken Einfluss auf ihren Verlauf ausiiben. Diese
Kommunikation setzt sich aus verschiedenen Signalen zusammen. Die meisten der
postulierten Signale sollten von der Alge ausgehen und eine der dokumentierten Reaktionen
des Mycobionten auslésen. Andererseits sollten nach diesem vorldufigen Modell auch Signale
vom Mycobionten auf die Alge wirken. Im Folgenden werden die angenommenen Signale
vorgestellt und die Ergebnisse benannt, die es notig erscheinen lassen, das entsprechende
Signal zu postulieren. Da diese Modellvorstellung auf der Beobachtung der morphologischen
Reaktion des Mycobionten beruhen, kdnnen keine Aussagen iiber die chemische Natur der
einzelnen Signale getroffen werden. Es ist durchaus denkbar, dass nicht jedes postulierte
Signal durch eine eigene Substanz vermittelt wird, sondern dass eine Substanz mehrere
Reaktionen in Abhéngigkeit von der Stirke oder dem zeitlichem Muster ihrer Freisetzung

auszulOsen vermag.
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Maogliche Prakontakt-Kommunikation der Biontenerkennung

starkes radial-kompaktes schwaches netzartiges sehr starkes radial-
Wachstum mit Gallerte Wachstum sphdrisches Wachstum

Pilzmycel

spezifischer Photobiont unspezifischer Photobiont nicht-lichenisierende Alge
Trebouxia sp. Asterochloris sp. Myrmecia bisecta

Abb. 4.2: Postulierte Prakontakt-Kommunikation der Biontenerkennung am Modellsystem Fulgensia bracteata.
Beruhend auf Ergebnissen der Prakontakt-Interaktionsassay. Ausfiihrliche Erlduterungen im Text.

Die Abbildung 4.2 illustriert diese Signale und ihre Abhéngigkeit vom potenziellen
Photobionten. Da alle drei angebotenen Algenarten in der Lage sind, den in der Kontrolle
auftretenden growth arrest aufzuheben, sollte es ein von allen Algen freigesetztes Signal
geben, dass diese Aufhebung bewirkt (1). Dieses Signal sollte in allen Algen gleich oder
zumindest dhnlich sein.

In Folge dessen wird im Mycobionten der growth arrest aufgehoben und der Mycobiont
setzt seinerseits ein Signal frei, dass auf die Alge zuriickwirkt (2). Dieses Signal bewirkt die
Freisetzung von Néhrstoffen (3). Eine solche Freisetzung muss gefordert werden, da das
starke Hyphenwachstum weder durch die Reservestoffe der Spore noch durch die im Medium
enthaltenen Néhrstoffen erkldrt werden kann. Wie in Kapitel 4.1.6.1 bereits beschrieben,
konnte es sich bei dem freigesetzten Néhrstoff bei allen drei Algen um Ribitol handeln.
Ribitol ist das Transfer-Kohlenhydrat der Gattungen Trebouxia, Asterochloris und Myrmecia
(Feige 1978, Richardson et al. 1967, Richardson et al. 1968), wird aber auBlerhalb der
Flechtensymbiose nicht oder nur in sehr geringen Mengen ausgeschiedenen (Richardson &
Smith 1966, Smith 1980, Smith & Douglas 1987). Dies bestitigt sich auch in den
nachfolgenden diskutierten Exudationsstudien, die keine Exudation von Ribitol in axenisch
kultivierten Algenkulturen nachweisen kdnnen. Dass alle drei Algengattungen das den growth
arrest aufhebende Signal senden und auf das Signal des Mycobionten mit der Freisetzung von
Ribitol antworten, konnte ein Hinweis auf eine urspriingliche und stark konservierte initiale
Biontenerkennung sein. Dies wiirde auch erkldren, dass die nicht-lichenisierende Myrmecia
bisecta — als Mitglied einer Gattung mit mehreren lichenisierenden Arten — sowohl das den
growth arrest aufhebende Signal aussendet, als auch auf das Signal des Mycobionten mit der

Freisetzung von Néhrstoffen reagiert.
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Sollte Ribitol transferiert werden, kann es allerdings kein spezifisches Erkennungssignal
sein, wie von Ahmadjian (1993) gefordert. Ribitol kdnnte potenziell von allen drei Algen
ausgeschieden werden, wohingegen der Mycobiont differenziell auf die Algen reagiert. Dies
setzt ein weiteres Signal voraus (4), das in unterschiedlicher Auspridgung und/oder Menge von
den Algen ausgesandt wird und so die beobachtete differenzielle Reaktion des Mycobionten
auslost. Dieses Signal konnte die einzelnen Wachstumsmuster des Mycobionten bewirken.
Dartiber hinaus kann auch die Existenz eines Signals postuliert werden, welches die Reaktion
des Mycobionten regelt beziehungsweise kontrolliert (5). Unter dem Einfluss der nicht-
lichenisierenden Alge kommt es zu einem sehr starken Hyphenwachstum und extrem starker
Lufthyphenbildung, die Bildung von Gallerte ist weniger stark ausgeprigt. Diese starken
Unterschiede zum Mycobiontenwachstum unter dem Einfluss des spezifischen Photobionten
lassen vermuten, dass ein Signal ausbleibt oder nicht erkannt werden konnte, welches das
Hyphenwachstum méBigt und das Wachstum kontrolliert.

Uber die Zeitspanne, die fiir die Ausbildung und Etablierung der anscheinend komplexen
Bionteninteraktion benétigt wird, lassen sich keine eindeutigen Angaben machen. Allerdings
fallt auf, dass unter dem Einfluss von Asterochloris sp. und Trebouxia sp. auf Wasser-Agar
die Hyphenldnge bis zum 20. Versuchstag deutlich langsamer steigt, als zwischen dem 20.
und 30. Versuchstag (vgl. Abb. 3.19a). Es ist moglich, dass diese Zunahme des Hyphen-
wachstums den ungefidhren Zeitpunkt widerspiegelt, an dem eine adédquate Bionten-
kommunikation etabliert ist.

Obwohl die Ergebnisse dieser Arbeit und die zitierten Befunde aus anderen Arbeiten starke
Hinweise und Belege fiir einzelne Aspekte der hier vorgestellten Modelle darstellen, bleiben
viele Aspekte dieser Modellvorstellungen spekulativ. Die hier prasentierten Modell-
vorstellungen finden allerdings Parallelen in den Untersuchungen anderer Symbiosen, zum
Beispiel von Mykorrhizapilzen mit pflanzlichen Wirten. Dass die Biontenerkennung bereits in
der Prikontaktphase beginnen bzw. stattfinden kann und dass der Wirt einen
morphogenetischen Einfluss auf die Wachstumsmuster des pilzlichen Symbionten ausiiben
kann, ist fiir andere Pilz-Pflanze-Symbiosen bestétigt worden: Die Wurzel der zukiinftigen
Wirtspflanze exudiert in diesem Fall Flavonoide und Cytokinine in die Rhizosphire, die die
Morphologie spezifischer Ektomykorrhiza-Pilze im ndheren Umfeld der Wurzel verdndern
und eine extrem starke Verzweigung induzieren konnen. Im Gegenzug setzen die Hyphen des
Symbionten Auxine und Alkaloide frei, die wiederum die Morphologie der Wirtswurzel
verdndern konnen. Auf diese Weise wird der symbiotische Kontakt zwischen Pilz und Wirt in
einer als Prédinfektionsphase bezeichneten bidirektionalen Kommunikationsphase eingeleitet
(Duplessis et al. 2003).

Eine &hnliche Préakontakt-Interaktion findet sich auch in der vesikuldr-arbuskulidren
Mykorrhiza (VAM). Diese Symbiose ist wie die Flechtensymbiose, eine obligate Symbiose
von einem biotrophen Glomerocmyceten (Schiiller et al. 2001) mit einer groen Vielzahl an

Landpflanzen. Detaillierte Untersuchungen iiber die Interaktion zwischen VAM-Pilzen und
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verschiedenen Wirtspflanzen sowie Wurzelexudaten wahrend der Prainfektionsphase der
Symbiogenese belegen, dass Wurzelexudate die Wirtserkennung steuern und die
Wirtsspezifitit sicherstellen konnen, bevor es zum direkten Kontakt der Symbionten kommt
(Giovanetti et al. 1993, Giovanetti et al. 1994). Diese Wurzelexudate heben auch den bereits
diskutierten growth arrest des Pilzmycels auf (vgl. Kapitel 4.1.7.1). Als Signalstoffe werden
phenolische Bestandteile und Flavonoide diskutiert (Siqueira et al. 1991, Ishii 1997), aber
auch fliichtige Substanzen (Carr et al. 1985). Der Einfluss solcher Substanzen fiihrt im VAM-
Pilz ebenfalls zu morphologischen Verdanderungen (Giovanetti et al. 1994, Giovanetti 2002).
Auch in der Rhizobium-Fabaceae-Symbiose scheidet der Wirt Flavonoide ins Medium aus
und erdéffnet damit einen ,,molekularen Dialog* (Skorpil & Broughton 2006). Wéhrend die
Wirtswurzeln Flavonoide ausscheiden, die Rhizobien chemotaktisch anlocken und an
spezifische Lektine binden, aktivieren diese Flavonoide zusitzlich die Expression der nod-
Gene. Die so gebildeten nod-Faktoren wiederum beeinflussen die Wurzelhaarzellen und die
Teilung der Zellen im Wurzelrindenparenchym (Long 1996). In Mykorrhiza-bildenden
Fabaceae, wie zum Beispiel in Medicago truncatula, scheinen sich die Signalwege zur
erfolgreichen Etablierung der Mykorrhiza und der Rhizobium-Symbiose teilweise zu
iiberschneiden (Saarschmidt et al. 2009).
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4.2 Exudationsstudien

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zur Untersuchung der Photobiontenexudate und
deren Wirkung auf die Keimung des Mycobionten von Fulgensia bracteata diskutiert. Diese
Ergebnisse werden in Kapitel 3.2 dargestellt und sollen dazu dienen, verschiedene
Hypothesen beziiglich der Identitit eines moglichen Erkennungssignals zu testen. Wie die
Ergebnisse aus Kapitel 3.1 und deren Diskussion im vorangegangenen Kapitel 4.1 nahelegen,
konnen solche Erkennungssignale fiir die initiale Biontenerkennung von Bedeutung sein. Die

vier eingangs dazu aufgestellten Fragestellungen sind:

1) Ist der Einfluss der potenziellen Photobionten auf den Mycobionten von Fulgensia
bracteata chemischer Natur?

2) Welche chemischen Substanzen werden von den Bionten ausgeschieden, die als
Erkennungssignal dienen konnten und somit den initialen Biontenkontakt zwischen
Photobiont und Mycobiont vermitteln konnten?

3) Scheiden verschiedene potenzielle Photobionten unterschiedliche Substanzen aus,
die als mogliche Signalstoffe dienen konnten?

4) Rufen solche Substanzen unterschiedliche Reaktionen des Mycobionten hervor und
lasst sich ein etwaiger Einfluss der identifizierten Substanzen auf die Entwicklung
und Morphologie des Mycobionten in in vitro Experimenten nachweisen?

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen ermoglichen es, die ersten drei
Fragestellungen positiv zu beantworten. Es konnte eine Vielzahl von chemischen Substanzen
gefunden werden, die von den untersuchten Photobionten ausgeschieden werden. Damit ist
prinzipiell die Mdglichkeit gegeben — auch wenn andere Faktoren nicht vollstindig
auszuschlieBen sind — dass ein solcher Einfluss chemischer Natur ist. Aus der Vielzahl der
entdeckten Substanzen konnten vier sicher identifiziert werden, darunter ein Indolderivat,
zwei zyklische Dipeptide und ein Monosaccharid. Die ausgeschiedenen Substanzen sind
sowohl abhingig von der Identitit des Photobionten, als auch von der Art des
Kulturmediums. Diese differenzielle Exudation kdnnte damit prinzipiell auch die Basis der
Biontenerkennung darstellen. Die vierte Fragestellung kann aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse nicht eindeutig beantwortet werden. Einige der identifizierten Substanzen
beeinflussen zwar die Keimung und die Ausbildung der Keimhyphe, eine weitergehende
morphologische Reaktion kann allerdings nur in sehr geringer Ausprigung beobachtet
werden. Der zuvor beschriebene growth arrest wird durch keine der applizierten Substanzen

aufgehoben.
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4.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Exudatstudien

In dieser Arbeit werden zum ersten Mal einige der von fiinf Photobionten und einer nicht-
lichenisierenden Alge in vitro ausgeschiedenen Substanzen identifiziert und in ihrer Wirkung
auf den Mycobionten von Fulgensia bracteata untersucht. Die Wirkungen, die die Substanzen
auf die Mycobionten ausiiben, sind unterschiedlich und lassen sich nur teilweise in bereits
erarbeitete Schemata der Biontenerkennung einfiigen. Sowohl die Ethylacetat- als auch die
Wasser-Extrakte der Photobionten aus Fulgensia bracteata, Fulgensia fulgens, Toninia
sedifolia, Lecidea lurida, Xanthoria parietina und der nicht-lichenisierenden Alge Myrmecia
bisecta zeigen eine Vielzahl von unterschiedlichen Signalen in der HPLC- und der LCMS-
Analyse. Fast alle dieser Signale werden differenziell exudiert, in Abhingigkeit von der Art
der untersuchten Algen und der Art des Kulturmediums. Die Spezifitit im Prikontakt kann
sich prinzipiell durch diese differenzielle Exudation erkldren lassen.

Viele der Signale konnen im Rahmen dieser Arbeit keiner Substanz zugeordnet werden.
Dies liegt an unspezifischen UV/VIS-Spektren in der HPLC, als auch an der unzureichenden
Ionisation in der LCMS. Andere Substanzen hingegen kénnen nur mit der HPLC identifiziert,
nicht aber mit der LCMS verifiziert werden. Wahrend sich einige Substanzen in allen
Extrakten finden, treten andere nur in einem oder wenigen Algenextrakten auf. In unpolaren
Ethylacetat-Extrakten finden sich im Durchschnitt mehr Substanzen, als in Wasser-Extrakten.
Mit HPLC/LCMS koénnen zwei Substanzen identifiziert werden, mit HPLC/LCMS/EIMS und
TLC jeweils eine Substanz. Die Substanzen sind das Indolderivat Indol-3-carbaldehyd, die
zyklischen Dipeptide Cyclo-(trp-trp) und Cyclo-(leu-tyr), sowie der Desoxy-Zucker
Rhamnose. Andere Substanzen kdnnen nur mit gewisser Unsicherheit identifiziert werden, da
deren Identifikation nur iber HPLC, nicht aber iiber LCMS moglich ist. Diese Substanzen
sind zwei weitere zyklische Dipeptide (Cyclo-(ala-trp) und Cyclo-(pro-tyr)), sowie zwei
Desoxynucleoside (2'-Desoxyadenosin und 2'-Desoxythymidin). Obwohl die Identitét der vier
letztgenannten Substanzen unsicher ist, fallt auf, dass die Stoffklasse der zyklischen Dipeptide
stark vertreten ist. Jede der vier sicher identifizierten Substanzen wird zum ersten Mal als
Exudat von Photobionten der Flechtensymbiose beschrieben. Nur Cyclo-(trp-trp) wird auch
von der Alge M. bisecta exudiert.

Der Zusatz der vier sicher identifizierten Substanzen zu W-Agar zeigt, dass zwei Substanzen
(Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose) die Keimungsrate des Mycobionten von Fulgensia
bracteata herabsetzen konnen, wihrend Cyclo-(trp-trp) die Keimungsrate heraufsetzt und
Cyclo-(leu-tyr) keinen Einfluss auf die Keimungsrate zeigt. Die beiden keimungshemmenden
Substanzen konnen ebenfalls auf das frithe Hyphenwachstum wirken. Sie fiihren in vielen
Féllen zu nur kurz auswachsenden gekriimmten Hyphen. Keine der vier identifizierten
Substanzen ist in den durchgefiihrten Experimenten in der Lage, den bereits diskutierten
growth arrest aufzuheben. Weitere Ergebnisse, die diskutiert werden konnen, ist die von Alge
zu Alge stark unterschiedlich ausgeprigte Interphase, sowie die Ergebnisse der Untersuchung

der Mycobionten-Exudate.
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4.2.2 Chemotropischer Prakontakt versus thigmotropischer Kontakt

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Vielzahl von ausgeschiedenen Substanzen der
Photobionten generell als Signalstoff in der Prikontaktphase dienen konnte, wiahrend der
Einfluss dieser Substanzen auf den Mycobionten als Hinweis auf ihre Bedeutung in der
initialen Biontenerkennung aufgefasst werden kann. Untersuchungen an der Flechte Lecidea
albocaerulescens filhren zu der Annahme, dass die primdre Erkennungsreaktion
thigmotropisch an Oberflachenstrukturen der Alge erfolgt und die sekundédre, spezifische
Reaktion chemotropisch nach dem Biontenkontakt erfolgt (Ahmadjian et al. 1978). Die
differenzielle Exudation von Substanzen aus Photobionten und die Reaktion eines
auskeimenden Mycobionten auf diese eréffnet hingegen die Moglichkeit, dass der initiale
Prikontakt statt dessen iiber chemische Signalstoffe erfolgt. Auch die Ergebnisse der
Prakontaktstudien (Kapitel 3.1) sprechen fiir diese Interpretation.

4.2.3 ldentifizierte Substanzen

4.2.3.1 Indol-3-carbaldehyd

Indol-3-carbaldehyd (ICA) ist eine Substanz, die in einer Vielzahl von unterschiedlichen
Organismen gefunden wird. Darunter befinden sich Bakterien (Wu et al. 2007), aber auch
marine Schwiamme (Mc Kay et al. 2002). Bromierte Indol-3-carbaldehyde konnen auch in
marinen Moostierchen (Bryozoa) gefunden werden (Ortega et al. 1993). Indol-3-carbaldehyd
kann auch in Zellwand-Extrakten der Wurzeln von Arabidopsis thaliana nachgewiesen
werden (Tan et al. 2004). Dort steigt seine Konzentration bei Infektion mit dem pflanzen-
pathogenen Pilz Pythium sylvaticum und bei Infektionen des Blattes mit dem pathogenen
Bakterium Pseudomonas syringae pv tomato. Die apoplastische Lokalisation der Substanz
konnte in diesen Fillen darauf hinweisen, dass ICA eine bisher unbekannte Rolle bei Wirt-
Parasit-Interaktionen zukommt (Tan et al. 2004). Indol-3-carbaldehyd kann zudem das fiir die
Melanin-Synthese essenzielle Enzym Tyrosinase (EC 1.14.18.1) und somit die Oxidation von
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) zu Dopachinon in Pilzen hemmen (Shimizu et al.
2003).

Dariiber hinaus kann ICA in Pflanzen sowohl ein Zwischenprodukt der Synthese des
Phytohormons Indol-3-essigsdure sein (IAA, Bandurski et al. 1995), als auch eines seiner
Abbauprodukte (Gazarin et al. 1998). Diese Doppelfunktion konnte in der Tatsache begriindet
liegen, dass Pflanzen Indol-3-essigsdure iiber eine Vielzahl von Biosynthesewegen
herzustellen vermdgen, wobei verschiedene Synthesewege in unterschiedlichen Geweben
oder in unterschiedlichen Entwicklungsstadien aktiv sind (Glawischnig et al. 2000). Diese
Synthese vermag sowohl von der Aminosdure Tryptophan auszugehen, als auch von
Vorlaufern des Tryptophans, wie zum Beispiel Indol oder Indol-3-glycerolphosphat (fiir eine
Ubersicht siehe Bartel 1997 oder Normanly & Bartel 1999).
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Indol-3-essigsdure kann in einer grolen Anzahl von Pro- und Eukaryoten nachgewiesen
werden. In Pflanzen ist es der héufigste Vertreter der Auxine, einer multifunktionalen
Phytohormongruppe. Auxine dienen in Pflanzen als Regulatoren des Entwicklungsprozesses
und als interzellulares Signal zur Verschaltung von Umwelteinfliissen mit Wachstums-
reaktionen wie Photo- und Gravitropismus (Review u. a. bei Cooke et al. 2002).

Weder ICA noch IAA sind als Exudate von Algenzellen bekannt, jedoch kann IAA aus der
marinen Griinalge Caulerpa paspaloides isoliert werden (Jacobs et al. 1985). IAA kann auch
in der strauchformigen Flechte Ramalina duriaei in Konzentrationen von ca. 2,9 pg/g FG
(Epstein et al. 1986) nachgewiesen werden. Dabei ist unbekannt, ob die IAA-Synthese durch
den Mycobionten oder den Photobionten geschieht, aber IAA ist in der Lage, in bestimmmten
Konzentrationen das Wachstum des Photobionten Trebouxia erici zu fordern (Remmer et al
1986). Indol-3-essigsdure wurde ebenfalls in den Flechten Peltigera hymenina, Cladonia
rangiferina, Cladonia arbuscular und Cetraria islandica nachgewiesen (Ott et al. 2000). Die
Konzentration von TAA zeigt in diesen Flechten Unterschiede in Abhédngigkeit von der Art,
dem Standort und in Hinblick auf die Menge an frei und konjugiert vorliegendem IAA. Die
gemessene Gesamt-Konzentration an IAA liegen zwischen 0,041 und 0,074 nmol*g™ FG.

In den hier durchgefiihrten Keimungsexperimenten mit den Sporen von Fulgensia bracteata
zeigt sich ein hemmender Effekt von 10 und 10°® M ICA auf die Keimung und das frithe
Hyphenwachstum. Der spezifische Photobiont scheidet also u. a. eine Substanz aus, die in
vitro einen hemmenden Einfluss auf den Mycobionten ausiibt. Im Hinblick auf diese
Ergebnisse ist besonders der Befund von Tan et al. (2004) interessant. Auch in diesem Fall
scheint apoplastisches, also sich auferhalb der lebenden Zelle befindendes ICA mit der
Interaktion von Wirt (Pflanze) und Parasit (Pilz bzw. Bakterium) in Verbindung zu stehen. Ob
ICA eventuell von der freilebenden Alge exudiert werden konnte, um parasitische Pilze
abzuwehren, ist eine Hypothese, die weiterer Untersuchungen bedarf.

Eine alternative Deutung wire die Ausscheidung von ICA als Abbauprodukt des
Phytohormons IAA, dass in Flechten nachgewiesen werden konnte (Epstein et al. 1986, Ott et
al. 2000) und das Wachstum von Trebouxia erici zu beeinflussen vermag (Remmer et al.
1986). Diese Hypothese wiirde eine noch unverstandene Funktion von IAA fiir das Wachstum
der Photobionten postulieren und die keimungs- sowie wachstumshemmende Wirkung von
ICA wire wahrscheinlich ein sekundarer Effekt. Ob diese Hemmung in natura eine Funktion
erfiillt, also ob der Mycobiont im Laufe seiner Evolution eine Reaktion auf das per se
ausgeschiedene ICA entwickelt hat und es damit eine wie auch immer geartete
Steuerungsfunktion im Erkennungs- und Lichenisierungsprozess erfiillen kann, ist mit den
hier prasentierten Ergebnissen nicht zu beantworten. In Anbetracht des hemmenden
Einflusses von ICA konnte es eine wachstumsregulierende bzw. -kontrollierende Funktion

erfiillen, wie bereits in Kapitel 4.3 postuliert.
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4.2.3.2 L-Rhamnose

Das Desoxy-Monosaccharid L-Rhamnose, auch 6-Desoxy-L-Mannose genannt, wird nach
den hier durchgefiihrten TLC-Experimenten nur vom Photobionten von Fulgensia bracteata
in einer Konzentration von ungefiahr 0.01 mg/ml ausgeschieden.

Rhamnose, die in der Natur nur in ihrer L-Form vorkommt, kann in einer Vielzahl von
Algen und Landpflanzen als Bestandteil der Polysaccharide der Zellwand bzw. als Monomer
der verzweigten Rhamnogalacturonsdure nachgewiesen werden (Pektin, Darvill et al. 1978,
Richter 1996). Rhamnose ist, wie andere Desoxy-Zucker, Bestandteil von Sekundar-
metaboliten und auch ein essenzieller Bestandteil bakterieller Zellwénde (Saigi et al. 1999).
Es kommt in Lipopolysacchariden, Glykoproteinen und Glykolipiden vor und als Monomer
solcher Oberfldchenstrukturen spielt Rhamnose eine wichtige Rolle bei Erkennungs- und
Infektionsprozessen zwischen pathogenen Bakterien und ihren Wirten (Naismith 2004).
Solche erkennungsrelevanten Funktionen von Rhamnose zeigen sich auch in anderen
Organismengruppen als Bakterien: Verschiedene Lektine, die aus Knochenfischen (Tateno et
al. 2002, Okamoto et al. 2005, Jimbo et al. 2007) und Nesseltieren (Schwarz et al. 2007)
isoliert werden konnen und eine Bedeutung in der Pathogenabwehr besitzen, binden
Rhamnose. Auch in menschlichen Pathogenen ist Rhamnose teil eines “co-aggregation
receptor polysaccharides” (Yoshida et al. 2006) und exudierte Rhamnolipide scheinen eine
Rolle im Pathogenitét steuernden quorum sensing von verschiedenen Bakterien zu spielen
(Olvera et al. 1999, Bredenbruch 2006). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass
Rhamnose oder die Substanzen in denen sie gebunden ist, bei der Wirt-Pathogen-Erkennung
bzw. der Pathogenabwehr von Bedeutung ist.

Im Kontext der Flechtensymbiose zeigt sich, dass Xylorhamnogalaktofuranan, eine Rham-
nose enthaltende Substanz, aus dem Photobionten Asterochloris sp. von Cladonia confusa
spezifisch isoliert werden kann (Cordeiro et al. 2007). Es wird als moglicher Ansatzpunkt fiir
die Biontenerkennung diskutiert. Wahrend diese Literaturstelle also eine Bedeutung intra-
zelluldarer Rhamnose-enthaltender Xylorhamnogalaktofuranan in Asterochloris sp. fiir die
Biontenerkennung postuliert, zeigt sich in der hier diskutierten Arbeit, dass flir differenziell
exudierte Rhamnose aus Trebouxia sp. eine dhnliche Funktion vorgeschlagen werden kann.

Die Biosynthese von Rhamnose und Rhamnolipiden erfolgt durch den dTDP-Rhamnose-
Stoffwechselweg. Rhamnose wird dabei iiber vier enzymkatalysierte Reaktionen aus Glukose-
1-phosphat und Desoxythymidintriphosphat (dTTP) synthetisiert, deren Bedeutung zu einem
spateren Zeitpunkt ausfiihrlicher diskutiert werden soll (Naismith 2004). Es scheint aber an
diesem Punkt bemerkenswert, dass auch das Nucleosid von dTTP, 2’-Desoxythymidin in den
Wasser-Extrakten der Algen nachgewiesen werden kann. Diese Identifikation ist allerdings
unsicher, da sie nur in der HPLC-UV/VIS-Analyse, nicht aber in der LCMS-Analyse
nachgewiesen werden kann. Warum der Zucker nur vom spezifischen Photobionten
Trebouxia sp. ausgeschieden wird, andererseits aber einen keimungs- und

wachstumshemmenden Effekt auf eben diesen Mycobionten zeigt, kann mit den hier
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vorgestellten Experimenten nicht erkldrt werden. Wie schon fiir Indol-3-carbaldehyd
diskutiert, erscheint es moglich, dass der Ausscheidung von Rhamnose eher eine Funktion bei
der Abwehr potenzieller Pathogene bzw. Parasiten zukommt, als eine Erkennungsfunktion in
der Flechtensymbiose. Da die Algen in axenischer Fliissigkultur angezogen wurden, ist es
nicht zwingend vorrauszusetzen, dass die exudierten Substanzen eine Funktion in der
Biontenerkennung erfiillen miissen.

Zuckeralkohole werden von Photobionten aullerhalb des symbiotischen Zustandes nicht
ausgeschieden (Richardson & Smith 1966, Smith 1980, Smith & Douglas 1987). Mit den
Methoden der Diinnschichtchromatographie konnen in Ubereinstimmung dazu keine
Hinweise auf Zuckeralkohole gefunden werden, die in axenischen Algenkulturen exudiert
werden konnten. Ohne einen wie auch immer gearteten symbiotischen Kontakt werden
folglich auch von den in dieser Arbeit untersuchten Photobionten keine Zuckeralkohole

ausgeschieden.

4.2.3.3 Cyclo-(L-leucyl-L-tyrosyl) and Cyclo-(L-tryptophanyl-L-tryptophanyl)

Cyclo-(L-leucyl-L-tyrosyl) [abgekiirzt Cyclo-(leu-tyr)] ist ein zyklisch gebundenes Dipeptid
aus einer Aminosdure L-Leucin und einer Aminosdure L-Tyrosin. Es wird nur in Kultur-
medien von Asterochloris sp. gefunden, nicht aber in den Kulturmedien der vier Trebouxia-
Photobionten oder der Alge Myrmecia bisecta. Cyclo-(L-tryptophanyl-L-tryptophanyl)
[abgekiirzt Cyclo-(trp-trp)] ist ebenfalls ein zyklisch gebundenes Dipeptid aus zwei
Aminosduren Tryptophan. Es wird in den Wasser-Extrakten aller fiinf untersuchten
Photobionten und in denen der Alge M. bisecta gefunden. Beide Substanzen gehoéren zur
Klasse der zyklischen Dipeptide oder auch der Diketopiperazine (DKPs), die in der Regel in
vielen Organismen durch den Ringschluss aus zwei Peptidbindungen gebildet werden. DKPs
werden als eine vielfdltige und allgemein verbreitete Klasse von biogenen Substanzen
aufgefasst, die erst in jiingerer Zeit vermehrt erforscht werden (Martins & Carvalho 2007).

In Gram-negativen Bakterien sind DKPs eine erst kiirzlich entdeckte Familie von
Signalsubstanzen, denen eine bedeutende Rolle im N-Acyl-Homoserinlacton (AHL) quorum
sensing System zuzukommen scheint (Klose 2006). So aktivieren Cyclo-(Aala-val), Cyclo-
(pro-tyr) und Cyclo-(phe-pro) den AHL-Biosensor vieler Gram-negativer Bakterien und das
durch N-Butanoyl-Homoserinlacton vermittelte Schwarmverhalten in Serratia liquefaciens in
Abhingigkeit von ihrer Konzentration (Holden et al. 1999). In Kulturen von verschiedenen
Spezies der Gattung Vibrio wird Cyclo-(phe-pro) exudiert. Dieses scheint indirekt die
Expression des Choleratoxins in Vibrio cholerae zu beeinflussen (Klose 2006). Generell
ermoglichen exudierte DKPs, wie auch die besser erforschten AHLs, die inter- und
intraspezifische Kommunikation und erlauben die koordinierte Genexpression im quorum
sensing von Bakterien (Holden et al. 1999). Dariiber hinaus werden bei DKPs (u. a. auch bei
Cyclo-(trp-trp)) eine Vielzahl von verschiedenen Funktionen beobachtet, wie zum Beispiel

antivirale, antibakterielle, antifungizide und cytostatischer Wirkungen (Milne et al. 1998).
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Viele dieser Funktionen sind von biologischem oder medizinischem Interesse (Martins &
Carvalho 2007).

Wenigstens ein DKP wurde bereits in Flechten identifiziert. Dabei handelt es sich um
Picroroccellin, einem kristallinen sekundiren Flechteninhaltsstoff aus Roccella fuciformis (L.)
DC. (Marcuccio & Elix 1983, Huneck & Yoshimura 1996). Diese Substanz scheint in der
Flechte durch die direkte Kondensation von zwei Phenylalaninen und ihre anschlieende
Modifikation gebildet zu werden (Mosbach 1973). Ein zyklisches Tetrapeptid, Roccain,
wurde aus den Flechten R. fuciformis (L) DC., R. canarensis Darb., und R. vicentina Vain
isoliert (Bohman-Lindgren & Ragnarsson 1972, Huneck & Yoshimura 1996). Es kann also
angenommen werden, dass zumindest einige Flechten die Féhigkeit besitzen, zyklische
Peptide und Diketopiperazine zu bilden.

Die Bildung von sekundiren Flechteninhaltsstoffen wird durch die Lichenisierung der
beiden Bionten ermdglicht, und obwohl der Photobiont daran offensichtlich Anteil zu haben
scheint, ist der genaue Mechanismus unbekannt (Lawrey 1984). Die Beobachtung, dass einige
Photobionten (zumindest die Algen der Gattungen Trebouxia und Asterochloris aus dieser
Arbeit) zyklische Dipeptide synthetisieren und exudieren, wihrend einige Flechten
(zumindest aus der Gattung Roccella) Diketopiperazine und zyklische Tetrapeptide als
sekundire Flechteninhaltstoffe anreichern, kdnnte ein neues Licht auf unser Verstidndnis von
der Bildung sekundirer Flechteninhaltsstoffe werfen und auf den Anteil des Photobionten an
dieser Bildung. In Experimenten von Arakawa-Kobayashi & Kanaseki (2004) kann die
Zugabe von filtriertem Photobionten-Medium die Bildung extrazellularer Atranorin-Kristalle
durch den isolierten Mycobionten von Myelochroa leucotyliza auslosen. Es wird davon
ausgegangen, dass ein von der Alge ausgeschiedenes Signal diese Reaktion auslost. Die
Ergebnisse aus dieser Arbeit erdffnen hingegen auch die Moglichkeit, dass der Photobiont die
Substanzen selbst oder die Edukte einer solchen Synthese bildet und an den Mycobionten
iiberfiihrt. Erst danach konnten die Modifikationen und Nutzung dieser Substanzen durch den
Mycobionten stattfinden. Die Hinweise auf weitere zyklische Dipeptide wie Cyclo-(ala-trp)
und Cyclo-(pro-tyr) unterstreichen die Bedeutung dieser Stoffklasse fiir die Biologie der
untersuchten Algen und auch fiir die Mdglichkeiten der Biontenkommunikation in der

Flechtensymbiose.

Obwohl Cyclo-(trp-trp) ein von jeder untersuchten Alge exudiertes DKP ist und daher nicht
auf einen differenziellen Einfluss hinweisen kann, so ist es doch die einzige der vier
untersuchten Substanzen, die einen zeit- und konzentrationsabhéngigen positiven Einfluss auf
die Keimung und auf das Hyphenwachstum des Mycobionten von Fulgensia bracteata
ausiibt. Bemerkenswert ist dabei, dass der keimungsfordernde Effekt sich erst nach 30 Tagen
Versuchsdauer zeigt, nicht aber nach 10 Tagen. Dies konnte darauf hinweisen, das Cyclo-(trp-
trp) eine Rolle in der Dormanz der Sporen des Mycobionten von Fulgensia bracteata spielt

und fiir die auf Wasser-Agar stattfindende Nachkeimung verantwortlich sein koénnte. Dafiir
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spricht sowohl, dass es von den Algen Trebouxia sp., Asterochloris sp. und Myrmecia bisecta
exudiert wird, als auch dass es vermehrt im nahrstoffirmeren TOM ohne Glukose
ausgeschieden wird (vgl. Tab. 3.11). Dies stimmt mit dem Befund {iberein, dass auch im
Prakontakt-Interaktionsassay die Nachkeimung der Sporen von F. bracteata auf nahrstoftf-
armem Wasser-Agar stattfindet, nicht aber auf néhrstoffreichem MY S1-Agar (vgl. Abb. 3.19¢
mit Abb. 3.20c). Da Cyclo-(trp-trp) zusitzlich das Hyphenwachstum leicht fordert, ist es
ebenfalls denkbar, dass Cyclo-(trp-trp) eines der Signale ist, dass im Pridkontakt-
Interaktionsassay unter dem Einfluss aller drei Algen das Wachstum fordert. Allerdings kann
auch Cyclo-(trp-trp) nicht den growth arrest autheben. Daher kann der wachstumsférdernde
Einfluss der Algen nicht allein auf diese Substanz zuriickgefiihrt werden.

Der keimungs- und wachstumsfordernde Effekt von Cyclo-(trp-trp) stiitzt die Annahme,
dass potenzielle Photobionten in der Ndhe befindliche Ascosporen beeinflussen konnen und
Einfluss auf den Zeitpunkt ihrer Keimung ausiiben konnen. Ein dhnliches Verhalten, bei dem
Exudate der Wirtswurzel die Keimung und das friihe Mycelwachstum des Symbionten
beeinflussen konnen, ist aus der Ektomykorrhiza-Symbiose (Duplessis et al. 2002) und der
vesikular-arbuskuldren Mykorrhizasymbiose (Giovanetti 2002) bekannt. Dass Photobionten-
extrakte und auch dass Kulturmedium von Photobionten prinzipiell in der Lage sind, die friihe
Mycelienentwicklung von Mycobionten zu beeinflussen konnte bereits frither gezeigt werden
(Scott 1959, 1964 nach Bailey 1976, Lallemant & Bernard 1977) obgleich in diesen Féllen
die Identitét der betreffenden Substanzen nicht aufgeklért wurde.

Die von allen untersuchten Algen ausgeschiedene Substanz Cyclo-(trp-trp) scheint in
ndhrstoffarmen Medien verstirkt ausgeschieden zu werden und ermoglicht die Nachkeimung
der Ascosporen. Diese Ergebnisse zeigen Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen des
Prakontakt-Interaktionsassays. Es kann daher vermutet werden, dass Cyclo-(trp-trp) ein Teil
des in Abb. 4.2 postulierten initialen Signals ist, dass von den untersuchten potenziellen

Photobionten ausgeschieden wird (D).

Die Substanz Cyclo-(leu-tyr) wird nur von Asterochloris sp., dem Photobionten aus Lecidea
lurida ausgeschieden. Diese Substanz erdffnet damit prinzipiell die Moglichkeit einer
differenziellen Biontenerkennung. Dennoch zeigt sie keinen Einfluss (10 M) oder nur einen
sehr schwach hemmenden Einfluss (10° M) auf die Keimung des Mycobionten von F.
bracteata. Das Hyphenwachstum wird nicht beeinflusst. Da diese Substanz nur als Exudat der
unspezifischen Asterochloris-Photobionten nachgewiesen werden kann, ergibt sich in diesem
Fall die Mdoglichkeit, Exudat-vermittelte Biontenspezifitdt genauer zu untersuchen. Dazu
sollte die Wirkung von Cyclo-(leu-tyr) im Kontext einer differenziellen Biontenerkennung
und -reaktion am Mycobionten von Lecidea lurida getestet werden. Der fehlende bzw.
schwache und sich mit zunehmender Kulturdauer auswachsende Effekt auf den Mycobionten

von F. bracteata konnte ein erstes Indiz fiir eine artspezifische Wirkung darstellen.
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4.2.4 Hemmwirkung von Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose

Zwei der vier identifizierten Substanzen (Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose) zeigen in
vitro einen deutlich hemmenden Effekt auf die Keimung und das friithe Hyphenwachstum des
Mycobionten Das Hyphenwachstum ist bei beiden Konzentrationen (10 M und 10° M) sehr
begrenzt - ca. 5-20 um nach 30 Tagen Versuchsdauer — und die Hyphen sind meist
bogenformig gekriimmt (vgl. Abb. 3.35).

Der hemmende Effekt von Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose kénnte darauf hindeuten,
dass die Algen fihig sind, Stoffe zu exudieren, die eine Art Abwehrstrategie gegen
parasitische Pilze darstellen. Es ist davon auszugehen, dass sich Algen generell und damit
auch nicht-lichenisierte Photobionten am natiirlichen Standort gegen parasitische Pilze und
inkompatible Mycobionten behaupten miissen. Dass andererseits auch Mycobionten
parasitisches Verhalten zeigen, wurde bereits beschrieben (Ahmadjian & Jacobs 1981, 1983,
Meyer et al. 1995, GaBmann & Ott 2000, Schaper 2003, Schaper & Ott 2003). In diesem
Kontext werden fiir nicht-lichenisierende Pilze verschiedene Ansétze diskutiert. So sollen
einerseits fliichtige Stoffe der umgebenden microbiotischen Flora die Sporen parasitischer
Pilze in eine exogen induzierte Dormanz versetzen konnen (Deacon 1997, 164). Andererseits
sollen hohe Konzentrationen an phenolischen Pflanzeninhaltsstoffen (Phytoanticipine) die
Keimung phytopathogener Pilzsporen verhindern konnen (Deacon 1997, 236).

Geht man davon aus, dass die Flechtensymbiose mutualistisch, also zum Nutzen beider
Bionten ist, so wire es fiir den Photobionten nachteilig, einen potenziellen Partner in
Keimung und Wachstum zu hemmen. Geht man allerdings davon aus, dass die
Flechtensymbiose eine Form des kontrollierten Parasitismus ist (Ahmadjian & Jacobs 1983,
Ahamdjian 2002), so konnte es sich bei diesem Verhalten um das Relikt eines urspriinglichen
Abwehrmechanismus handeln. Tréfe dies zu, dann konnte die Spezifitidt der Symbiose nicht
durch hochgradig adaptierte Biontenkommunikation erfolgen, sondern von der spezifisch
ausgepragten Fiahigkeit des Mycobionten, die Abwehrmechanismen einer Alge zu
iiberwinden. Trotz der beobachteten Hemmwirkung von Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose
sprechen die Ergebnisse aus den Prikontaktstudien (Kapitel 3.1) und den Exudationsstudien
(Kapitel 3.2) jedoch eher fiir eine vielschichtige Biontenkommunikation (vgl. Kapitel 4.3).
Fiir letztere Hypothese spricht, dass Rhamnose nur vom kompatiblen Photobionten 7rebouxia
sp. ausgeschieden wird, aber dennoch einen hemmenden Effekt zeigt. In Anbetracht der
wenigen bisher verfiigbaren Ergebnisse erscheint es allerdings wahrscheinlicher, dass die
Konzentrationen an Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose im Experiment zwar eine
Hemmwirkung entfalten, diese Konzentrationen aber nicht zwangsldaufig den in natura
vorgefundenen &dhneln missen. So konnte es stark von der natiirlich vorgefundenen
Konzentration der beiden Substanzen abhidngen, ob sie eine Hemmwirkung gegeniiber
parasitischen Pilzen entfalten oder einen potenziellen Bionten in einer wie auch immer
gearteten Weise beeinflussen. Eine weitere Deutungsmoglichkeit besteht darin, in den beiden

Substanzen jene Signale zu sehen, die durch ihre hemmende Wirkung fiir die notwendige,
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zumindest teilweise, Kontrolle des Mycobiontenwachstums bei erfolgreicher Erkennung
verantwortlich zeichnen. Um weitergehende Aussagen zu diesen Aspekten treffen zu konnen,
sind vergleichende und detailliertere Untersuchungen zur Wirkung der identifizierten

Substanzen auf lichenisierende und nicht-lichenisierende Pilze notwendig.

4.2.5 Weitere Aspekte der Exudationsstudien

Die Konzentration der vier identifizierten Substanzen in den Kulturmedien konnte nicht
erfasst werden. Daher kénnen die im Bioassay eingesetzten Konzentrationen von 10™* M und
10° M die Reaktion des Mycobionten in einer Weise beeinflusst haben, wie sie in natura
nicht vorkommt. Die in verschiedenen Flechten nachgewiesenen Werte von ca. 0,07 nmol
IAA pro g FG (Ott et al. 2000) weisen darauf hin. Es muss bedacht werden, dass auf Grund
technisch gegebener Bedingungen nur einige der in der HPLC- und LCMS detektierten
Substanzen identifiziert werden konnten. Die nicht identifizierten Substanzen kdnnen ebenso
einen bedeutenden Einfluss auf die Prikontakt-Interaktion entfalten, wie die identifizierten.
Ferner ist es moglich, dass nicht eine einzige Substanz eine Erkennungsreaktion ausldst,
sondern ein Gemisch von Substanzen, wobei die Zusammensetzung, die Konzentration und
die zeitliche Abfolge einen wichtigen Einfluss besitzen konnen. Diese Bedingungen kdnnen
im hier durchgefiihrten Biosassay nicht hinreichend simuliert werden. Dariiber hinaus wurden
bei der Praparation der Medienextrakte unterschiedliche Mengen an Interphase beobachtet, in
der sich die im Medium enthaltenen Proteine sammeln. Obwohl diese Proteine nicht
bearbeitet werden konnten, muss in Betracht gezogen werden, dass exudierte Proteine fiir eine
Biontenerkennung im Pridkontakt von Bedeutung sein konnen. Die Tatsache, dass keine der
vier Substanzen in der Lage ist, den growth arrest des Mycobionten aufzuheben, bestétigt die
Annahme, dass entweder mehrere bzw. bisher unbekannte Substanzen an dessen Beendigung
beteiligt sind, oder dass andere Konzentrationen als die verwendeten notwendig sind.

Es bleibt weiterhin zu bedenken, dass die Ergebnisse der Prikontakt-Interaktionsstudien
leichter interpretiert werden konnen, wenn man statt einer einseitigen, vom Photobionten
ausgehenden Kommunikation, von einer wechselseitigen Kommunikation ausgeht. Das
Ergebnis, dass auch der Mycobiont eine Anzahl von Substanzen in das Kulturmedium
ausscheidet (vgl. Kapitel 3.2.5), kann diese Hypothese unterstiitzen. Geht man von einer
wechselseitigen Beeinflussung der Exudation aus, so ist es nicht sicher, dass die exudierten
Substanzen in axenischen Photobiontenkulturen identisch mit jenen sind, die der potenzielle
Photobiont in der Néhe eines Pilzes (Parasit oder Symbiosepartner) ausscheidet.

Die Keimungsraten sind in den Exudationsstudien niedriger als in den Prikontaktstudien.
Lediglich unter Einfluss von 10*M Cyclo-(trp-trp) auf W-Agar gleichen sich die niedrigeren
Werte im Verlauf von 30 Versuchtagen an die Werte der Prakontaktstudien an. Der Wert der
Kontrollexperimente (ca. 49 % nach 10 d, Kapitel 3.2.4.1) ist zwar niedriger, als der Wert der
vergleichbaren Kontrollprobe (ca. 63 % nach 10 d, Kapitel 3.1.6), allerdings wurden die hier

verwendeten Apothecien zu einem anderen Zeitpunkt gesammelt (2004 anstatt 20006).
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jahrgangs- und jahreszeitabhingige Unterschiede der Sporenzahlen und Keimungsraten sind
bei Flechtenarten, insbesondere bei Fulgensia bracteata, nicht ungewohnlich (vgl. Schaper
2003, MeeBen 2005).

Die Abhingigkeit des Exudationsmusters von der Art des verwendeten Mediums (TOM mit
oder ohne Glukose), mag darauf hindeuten, dass die Exudation bestimmter Stoffe auch durch
physiologische oder umwelt- bzw. substratspezifische Faktoren gesteuert werden kénnte. Eine
hinreichende Beantwortung dieser Fragestellung kann allerdings nur durch weitere

Experimente erreicht werden.
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4.3 Suppressive Subtraktive Hybridisierung

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der SSH und die identifizierten, differenziell
exprimierten Gene des initialen Biontenkontaktes diskutiert. Eine detaillierte Darstellung
findet sich in Kapitel 3.3. Die dort beschriebenen Experimente sollen dazu dienen,
verschiedene Hypothesen beziiglich der differenziellen Genexpression bei Biontenkontakt am
Beispiel des Modellsystems Fulgensia bracteata zu iiberpriifen. Die eingangs aufgestellten

Fragestellungen sind:

1) Verdndert sich die Genexpression bzw. die Genregulation wéhrend des initialen

Biontenkontaktes und der Biontenerkennung?

2) Welche Gene werden im Zuge der Erkennung der Symbionten und des initialen

Biontenkontaktes hochreguliert bzw. herunterreguliert?

3) Welche Bedeutung konnen diese Gene fiir die Mechanismen der Biontenerkennung

besitzen?

Die erste Fragestellung kann mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen eindeutig
bejaht werden. Der Kontakt zwischen Mycobiont und Photobiont der Flechte Fulgensia
bracteata verédndert die Genexpression zumindest des Mycobionten. Die beiden folgenden
Fragestellungen nach der Art der differenziell exprimierten Gene und ihrer mdoglichen
Funktion im Erkennungsprozess der Lichenisierung werden in den folgenden Kapiteln

aufgegriffen und mithilfe der zu diesem Thema vorhandenen Literatur diskutiert.

4.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsstudien

Die Ergebnisse der SSH, das heiit die anschlieBende Auswertung und Identifikation
kontaktspezifisch differenziell exprimierter Gene belegen eindeutig, dass der Biontenkontakt
zwischen dem Mycobionten und dem Photobionten der Flechte Fulgensia bracteata die
Genexpression zumindest des Mycobionten verdndert. Dieses Ergebnis bestitigt die
Erkenntnisse aus der Erforschung anderer Symbiosen, wie der Ektomykorrhiza (Duplessis et
al. 2002), der vesikuldr-arbuskuldren Mykorrhiza (Saarschmidt et al. 2009) oder der
Leguminosen-Rhizobium-Symbiose (Skorpil & Broughton 2006), in denen der
Biontenkontakt, teilweise sogar der Biontenpridkontakt, die Genexpression wechselseitig
verdandern kann. Mithilfe der durchgefiihrten und in Kapitel 3.3 beschriebenen Experimente
sind 35 kontaktspezifisch hochregulierte cDNA-Fragmente und 17 kontaktspezifisch
herrunterregulierte cDNA-Fragmente identifiziert worden. Von den 35 hochregulierten
cDNA-Fragmenten konnen 25 Fragmente einmal und 10 Fragmente zwischen zwei- und

elfmal identifiziert werden. Die jeweiligen Faktoren des Expressionsunterschiedes liegen
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zwischen 2,0 und 15,6 und die Langen der cDNA-Fragmente sind mit 41 bis 196 bp
durchweg kurz. Von den 17 herrunterregulierten Fragmenten werden neun einmal, fiinf
zweimal und drei dreimal identifiziert. Die Faktoren des Expressionsunterschiedes konnen
Werte zwischen 2,0 und 39,9 annehmen und die Léingen der cDNA-Fragmente liegen
zwischen 41 und 137 bp. Von den 35 kontaktspezifisch hochregulierten cDNAs kénnen sechs
Fragmente sechs verschiedenen Genen zuordnet werden, die alle aus dem Mycobionten zu
stammen scheinen. Von den 17 kontaktspezifisch herrunterregulierten Genen zeigt keines
hinreichende Ubereinstimmungen zu den in den Datenbanken vorgehaltenen Genen. Die
sechs identifizierten Gene kodieren fiir ein GTP-bindendes EsdC, das fiir die frithe
Sexualentwicklung von Pilzen verantwortlich ist, eine dTDP-bindende 4,6-Glucose-
Dehydratase, die essenziell fiir die Synthese des Desoxy-Zuckers Rhamnose ist, und eine
ATP-Sulfurylase. Die drei weiteren Gene sind eine Peptidyl-Prolyl-Isomerase vom FKBP-C-
Typ, ein 60S Ribosomales Protein L29 und ein Protein aus der Doméanenfamilie Aha 1. Diese
drei Gene spielen eine wesentliche Rolle in der Proteinbiosynthese und der anschlieBenden
Proteinprozessierung. Sie sind entweder Bestandteil des Ribosoms selber, oder dienen als
Chaperon bzw. Cochaperon bei der korrekten Faltung neu synthetisierter Proteine.

Die in diesen Kapitel diskutierten Ergebnisse zeichnen noch kein konsistentes Bild fiir den
Erkennungsmechanismus, welcher die Spezifitit der beiden Bionten von Fulgensia bracteata
bestimmt. Mit der Methode der SSH wurden durchgehend kurze cDNA-Fragmente generiert,
die eine anschlieende Identifizierung erschweren. Obwohl die differenzielle Expression der
cDNA-Fragmente mit den Hybridisierungsexperimenten verifiziert und auch quantifiziert
werden konnte, ist eine weitere Bearbeitung dieses Themas wiinschenswert. Dennoch zeigen
sich interessante Ergebnisse, die in nachfolgenden Arbeiten aufgegriffen werden konnen.
Sowohl die friithe Induzierung der mycobiontischen Sexualentwicklung, als auch die sehr
wahrscheinliche Bedeutung des Desoxy-Zuckers Rhamnose fiir die hier untersuchte
Flechtensymbiose stellen vielversprechende Ansétze fiir weitere Arbeiten dar. Diese sollten
dazu dienen, die bestehenden Ergebnisse zu unterstiitzen und die vollstindigen Sequenzen der
identifizierten Gene aus Fulgensia bracteata zu gewinnen. Derartige Studien konnen
zusdtzlich gPCR-Techniken nutzen, um ein detaillierteres rdumliches und zeitliches Expres-
sionsprofil der betreffenden Gene zu erarbeiten. Auch die Bearbeitung der cDNA-
Bibliotheken der SSH-Experimente von Festkultur kann dazu beitragen, die initiale
Bionteninteraktion besser zu verstehen, bzw. die Abhédngigkeit einer solchen Interaktion vom

Kulturmedium detaillierter zu untersuchen.

4.3.2 Generelle Aspekte zur genetischen Konstitution von Flechten

Das Wissen iiber Flechten und ihre Bionten ist in den Bereichen von Molekularbiologie und
Genetik sehr begrenzt, daher fehlt ein tieferes Verstindnis der Flechtensymbiose auf
molekularer Ebene bis heute (Armaleo & May 2009). So sind bereits viele Genome von

pathogenen oder parasitischen Pilzen und von Modellorganismen der Mykologie sequenziert.
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Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit sind 19 Pilz-Genome sequenziert und
vollstdndig assembliert, 121 Pilz-Genome befinden sich in der Assemblierungsphase und
weitere 108 Pilz-Genome befinden sich in der Sequenzierungsphase (www.ncbi.nlm.nih.gov/
genomes/leuks.cgi). Keines dieser Genome ist das eines Mycobionten, obwohl lichenisierte
Pilze ungefdhr 20% aller bekannten Taxa der Pilze ausmachen (Smith & Douglas 1987). Fiir
die Griinalgen zeigt sich ein dhnliches Bild: drei Genome sind komplett sequenziert und
assembliert, drei weitere in der Assemblierungsphase und acht befinden sich in der
Sequenzierungsphase. Darunter ist auch Coccomyxa sp. C-169, eine freilebende einzellige
Alge, die nahe mit lichenisierenden Vertretern der Gattung Coccomyxa verwandt ist. Kein
Genom eines Flechtensymbionten, also eines Mycobionten oder eines Photobionten steht
somit bis dato sequenziert, assembliert und annotiert zur Verfligung. Einzig fiir den
Mycobionten der Flechte Cladonia grayi und deren Photobionten Asterochloris sp. (Armaleo,
miindl. Mitteilung) und fiir den Mycobionten von Xanthoria elegans (Dyer, miindl.
Mitteilung) ist ein solches Vorhaben fiir die ndhere Zukunft projektiert. Die Genome der
Bionten von Cladonia grayi sind als einzige bis jetzt genauer charakterisiert (Armaleo & May
2009). Mit Hilfe einer quantitativen PCR-Methodik (qPCR) konnten die Genomgréfen und
die Anzahl der darin enthaltenen Gene abgeschitzt werden. Die GroBle des Mycobionten-
genoms liegt bei ungefahr 28,6 Mb und die des Photobionten Asterochloris sp. bei ca. 106,7
Mb. Damit liegt die Genomgrofle des Mycobionten im mittleren Bereich dessen, was fiir
verwandte nicht-lichenisierende Pilze aus der Unterabteilung der Pezizomycotina (Echte
Schlauchpilze) beobachtet werden kann. Die Genomgrof3e des Photobionten hingegen bewegt
sich im unteren Bereich der Genomgrdofle verwandter Algenarten (Armaleo & May 2009).

Dariiber hinaus scheint auch die Art und der Grad der DNA-Methylierung fiir die
Flechtensymbiose von Bedeutung zu sein (Armaleo & Miao 1999). Der Grad der DNA-
Methylierung ist bedeutsam fiir die Entwicklung von und die Genexpression in Pilzen. Im
isolierten Mycobionten von Cladonia grayi ist die DNA-Methylierung durchgehend gering, in
der Flechte hingegen hoch. Der Einfluss der Alge auf den Grad der DNA-Methylierung zeigt
sich auch in den verschiedenen Thallusteilen. In algenfreien Thallusteilen, wie dem Ascocarp,
ist der Grad der Methylierung wiederum gering, in algenhaltigen Thallusteilen, wie Podetien
und Soredien, ist der Grad der Methylierung jedoch hoch. Die Bedeutung der DNA-
Methylierung konnte in jiingeren Arbeiten (Manoharan et al., unpublizierte Daten) auch in der
Flechte Peltigera membranacea nachgewiesen werden. Auch dort ist das Mycel der Thalli
starker methyliert als dass der Apothecien. Zusitzlich kann gezeigt werden, dass in den
beiden Gewebetypen Gene differenziell exprimiert werden.

Sequenzinformationen iiber Myco- und Photobionten von Flechten sind bis dato
hauptsdchlich fiir solche Gene verfiigbar, die fiir molekularbiologisch-phylogenetische
Untersuchungen von Bedeutung sind. Dies sind vor allem die Gene ITS1 und ITS2 nrDNA
(internal transcribed spacer nuclear ribosomal DNA), RPB1 und RPB2 (DNA-directed RNA
polymerase Il subunit) mtSSU rDNA (mitochondrial small subunit of ribosomal DNA), sowie
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LSU nrDNA und SSU nrDNA (large/small subunit of nuclear ribosomal DNA) (Helms et al.
2001, Romeike et al. 2002, Wedin et al. 2002, Gaya et al. 2008, Gueidan et al. 2008, Ertz et
al. 2009, Arnold et al. 2009). Diese Gene bzw. Spacer-Regionen sind jedoch nach heutigem
Wissensstand nicht am Erkennungsprozess beteiligt, sie konnten auch in den hier diskutierten
Ergebnissen nicht als differenziell exprimiert nachgewiesen werden.

Genetische Informationen iiber die Physiologie der beiden Bionten, aber auch Gene der
gegenseitigen Erkennung und Regulation, sind bisher fiir keine Flechtenart bekannt. Die
Regulation einiger Gene des Kohlenhydratstoffwechsels im frithen Biontenkontakt konnte in
jingerer Zeit zwischen den Bionten von Cladonia grayi aufgeklart werden (Joneson et al.,
unpublizierte Daten). Dabei zeigt sich, dass die Gene, die fiir den Kohlenhydrattransfer vom
Photo- zum Mycobionten verantwortlich sind, bereits wenige Tage nach Biontenkontakt
differenziell reguliert werden. Gene, die den eigentlichen Erkennungsmechanismus steuern,
scheinen nicht nachgewiesen zu werden. Der Ansatz der hier prasentierten Arbeit fokussiert
hingegen nicht auf den Nachweis der differenziellen Expression bereits bekannter Gene,
sondern auf die nicht-selektive und damit ergebnisoffene Identifikation von kontaktspezifisch
differenziell exprimierten Genen.

Ein weiteres Feld, das fiir das Verstdndnis von Bionteninteraktionen auf genetischer Ebene
interessant ist, ist die Moglichkeit eines horizontalen Gentransfers zwischen den Bionten
einer Flechtensymbiose. Da die Bionteninteraktionen der Flechtensymbiose als
erdgeschichtlich sehr alt und hochgradig koevolutiv angesehen werden, sind Flechten gute
Modellorganismen zur Untersuchung von horizontalem Gentransfer (Ahmadjian 1993).
Horizontaler Gentransfer konnte bereits in einer Vielzahl von Organismen nachgewiesen
werden und kann als Ausgangspunkt neuer evolutiondrer Entwicklungen angesehen werden
(Syvanen 1985, Jain et al. 1999). Besonders in Verlauf der sehr alten Endosymbiosen von a-
Proteobakterien (zu Mitochondrien) und Cyanobakterien (zu Plastiden) mit frithen
Eukaryoten ist es zu einem anhaltenden Transfer genetischen Materials vom Symbionten zum
Wirt gekommen (Blanchard & Lynch 2000). Dieses Phdnomen zeigt sich auch bei sekundéren
Endosymbiosen, bei dem der Zellkern des aufgenommen eukaryotischen Symbionten zu
einem reduzierten Nukleomorph umgewandelt ist. Horizontaler Gentransfer kann ebenso von
Prokaryoten auf Hefen (Hall et al. 2005) und in Wirt-Parasit-Beziehungen (Davies &
Wurdack 2004) nachgewiesen werden, wie in der Symbiose der Seeschnecke Elysia
chlorotica mit der Griinalge Vaucheria litorea (Rumpho et al. 2008).

In der Flechtensymbiose sind ebenfalls Hinweise auf die Existenz eines solchen
horizontalen Gentransfers bekannt. Mycobionten von Cladonia rangiferina und Cetraria
islandica (beide Lecanorales) besitzen die Fahigkeit, das Phytohormon Ethylen iiber seine
Vorstufe 1-Aminocyclopropan-1-carbonsidure (ACC) zu synthetisieren. Dieser Syntheseweg
ist bisher nur aus Griinalgen und hoéheren Pflanzen bekannt, nicht aber aus nicht-
lichenisierenden Ascomyceten. Dies kann als Indiz fiir einen Gentransfer vom Photobionten

auf den Mycobionten angesehen werden (Schieleit 1997). Auch die in lichenisierten und
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nicht-lichenisierten Pilzen vorkommende Methylammoniumpermease zeichnet sich durch
eine Phylogenie mehrfacher horizontaler Gentransfers aus (McDonald, miindl. Mitteilung).
Die Ergebnisse der hier prédsentierten Arbeit zeigen keine Hinweise auf horizontalen
Gentransfer. Dies wiére aufgrund des Versuchsaufbaus auch schwierig zu zeigen. Im tester-
Ansatz ist cDNA aus beiden Bionten enthalten und die differenziell exprimierten Gene beider
Bionten koénnen nur durch die anschlieBende BLAST-Suche identifiziert werden. Ein Gen,
dass von einem Bionten auf den anderen {ibertragen wiirde, ohne sich dabei in seiner Sequenz
zu dndern, wiirde mit der BLAST-Suche als Gen des Ursprungsbionten identifiziert werden.

Gemeinsam kultivierte Bionten von Baeomyces rufus zeigen mit Hilfe von cDNA-AFLP-
Analysen, dass nur wenige Gene durch Biontenkontakt differenziell induziert werden,
wiéhrend viele Gene aus Myco- und Photobiont in den frithen Lichenisierungsstadien
unterdriickt werden (Trembley et al. 2002). In den hier durchgefiihrten Arbeiten knnen keine
absoluten Aussagen 1iiber die Anzahl an Genen gemacht werden, die durch den
Biontenkontakt induziert oder reprimiert werden. Dennoch fdllt auf, dass sich im
hochregulierten Versuchsansatz von 576 blau/weil3 selektionierten Klonen 67 Kandidaten
(11,6 %) als differenziell hochreguliert erwiesen haben und dies letztendlich zur Identifikation
von 35 verschiedenen differenziell hochregulierten Sequenzen (6,1 %) fiihrte. Im Gegensatz
dazu wurden von 480 blau/weill selektierten Klonen 28 Fragmente (5,8 %) und 17
verschiedene differenziell herunterregulierte Sequenzen (3,5 %) identifiziert. Da die Menge
an erhaltenen Klonen nach der Klonierung von vielen Faktoren abhédngig ist, besitzen diese
Werte nur eine geringe Aussagekraft. Daher zeigen sich keine konkreten Hinweise darauf,
dass durch den Biontenkontakt mehr Gene herunter- als hochreguliert wiirden. Tendenziell
scheinen die Methodik der SSH und die nachfolgende Klonierung beim Kontakt der Bionten
von Fulgensia bracteata allerdings einen grofleren Anteil an differenziell hochregulierten
cDNA-Fragmenten zu detektieren.

In diesem Zusammenhang ist es auch von Bedeutung, dass ein Grofteil der hochregulierten
Fragmente (29 von 35) und alle herunterregulierten Fragmente (17) nicht mit den
verwendeten Algorithmen der BLAST-Suche identifiziert werden konnen. Dies konnte
bedeuten, dass eine Anzahl von kontaktspezifisch regulierten Genen fiir Flechtenbionten
spezifisch sind und daher nicht mit Hilfe von Datenbanken identifiziert werde konnen, die so
gut wie keine genetischen Informationen aus Flechtenpilzen und ihren Photobionten
enthalten. Zum einen wird davon ausgegangen, dass Flechten evolutionsgeschichtlich sehr alt
sind. Sie sollen sich bereits vor den ersten Landpflanzen entwickelt haben (Heckman et al.
2001, Eriksson 2005) und bis zu 600 Millionen Jahre alt sein (Yuan et al. 2005). Zum anderen
wird fiir Flechten, die sich eher durch eine spezialisierte biotrophe Erndhrungsweise
auszeichnen, als durch nahe Verwandtschaft von einem polyphyletischen Ursprung
ausgegangen (Liu & Hall 2004, Schoch et al. 2009). Damit eréffnet sich zumindest die
prinzipielle Moglichkeit, dass auf Grund der langen koevolutiven Zeitrdume seit dem

Erscheinen der ersten Flechtensymbiosen und ihrer mehrfachen Entstehung Erkennungs-
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mechanismen und die damit verbundenen Gene entwickelt worden sind, die nicht in anderen,
nicht-lichenisierenden Organismen gefunden werden kdnnen.

Ein weiterer Aspekt ist die Tatsache, dass lediglich Gene des Mycobionten identifiziert
werden konnen. Dies trifft nicht nur auf die sechs identifizierten Gene zu, sondern auch auf
die restlichen 52 Sequenzen. Deren Ergebnisse in der BLAST-Suche lassen zwar keine
eindeutige Identifizierung zu, weisen aber in fast allen Fillen groBere Ahnlichkeit mit Genen
aus Pilzen auf, als mit Genen aus Pflanzen. Diese Ergebnisse konnen einen ersten Hinweis
darauf geben, dass eine Anderung der Genexpression den Mycobionten stirker betrifft als den
Photobionten.

In diesem Kontext ist es bemerkenswert, dass Hill (2009) das Konzept einer gemeinsamen
Koevolution in Frage stellt. Dies wird aus mehreren Beobachtungen abgeleitet: Zum einen
vermehren sich viele Mycobionten durch sexuelle Reproduktion und erreichen damit eine
genetische Rekombination ihrer Erbanlagen. Im Gegensatz dazu vermehren sich Photobionten
in einer Flechtensymbiose nicht sexuell; eine Rekombination der Anlagen zwischen den
Algenzellen einer Population bleibt (groftenteils) aus. Desweiteren findet keine fortlaufende
Weitergabe des Photobionten auf die nachfolgenden Flechtengenerationen statt. Die beiden
letzen Punkte werden als Vorbedingungen fiir eine Selektion im Darwin’schen Sinne
angesehen, da genetische Anpassungen der Photobionten an den symbiotischen Zustandes nur
dann evolvieren sollen, wenn die Kontinuitit dieses Zustandes iiber eine Zeitraum
gewihrleistet ist, der Anpassungsreaktionen des Photobionten an seinen spezifischen
Mycobionten auch ohne sexuelle Fortpflanzung erlaubt. Daraus schlie8t Hill (2009), dass
Evolution in Darwin’schen Sinne fiir den Photobionten erschwert wird und dass die
Entwicklung von Adaptionen, die der Symbiose forderlich sind, beim Mycobionten stark
ausgepragt sein sollte, wihrend sie beim Photobionten signifikant geringer bleibt.

Sollten sich die hier erzielten Ergebnisse bestéitigen, dass durch den Biontenkontakt
hauptsdchlich im Mycobionten differenziell exprimierte Gene reguliert werden, so konnten

sie als erster Hinweis auf die Richtigkeit der beschriebenen Hypothese gewertet werden.

4.3.3 Die sechs identifizierten Gene

Im folgenden Kapitel werden die sechs identifizierten differenziell hochregulierten Gene in
ihrer bekannten Funktion beschrieben und ihre mégliche Bedeutung fiir die Flechtensymbiose
bzw. die einzelnen Bionten diskutiert. Mit den identifizierten Genen ldsst sich weder der
Erkennungsmechanismus der Flechtenbionten vollstindig aufkldren noch alle daran
beteiligten Elemente am Modellsystem Fulgensia bracteata identifizieren. Die identifizierten
Gene konnen jedoch als Startpunkt fiir weitere Forschungen dienen und wichtige Hinweise
auf den Mechanismus der Biontenerkennung liefern. Zudem koénnen sie einen Einblick in die
mit dem spezifischen Biontenkontakt einsetzende Umorientierung bzw. Anpassung des
Mycobionten geben. Keines der sechs identifizierten Gene wurde bisher in seiner Art und

Funktion fiir die Flechtensymbionten bzw. fiir die Flechtensymbiose beschrieben.
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4.3.3.1 GTP-bindendes EsdC

In der Literatur wird esdC als notwendiges Gen fiir die friihe Sexualentwicklung von Asco-
myceten beschrieben. In Aspergillus nidulans wurde es detailliert charakterisiert und in
Aspergillus fumigatus, Neurospora crassa, Gibberella zeae und Magnaporthe grisea ist es
stark konserviert (Han et al. 2008). Homologe von esdC finden sich ebenfalls in Aspergillus
oryzae, A. niger und A. terreus (Chang et al. 2007). In filamentdsen Pilzen scheint es in der
ersten der drei ESD-Phasen (early sexual development) exprimiert zu werden, in der
vegetatives Mycel aggregiert und teilweise zu Hiillzellen sowie Kleistothecienprimordien
differenziert (Kim et al. 2002). EsdC wird in starkem Male iiber das velvet-Gen veAd
kontrolliert, das als zentrales Element in der Sexualsteuerung von Ascomyceten gilt (Calvo
2008, Jeong et al 2000, Han et al. 2008). VeA fordert einerseits die sexuelle Entwicklung des
Pilzes und aktiviert andererseits esdC (Han et al. 2008), das wiederum die Bildung von
Konidiophoren unterdriickt und so zugunsten der meiotischen, also generativen Verbreitung,
die mitotische, also vegetative Vermehrung hemmt (Champe et al. 1981, Yager 1992). In
ved " /esdC’-Mutanten bilden sich keine sexuellen Strukturen aus, in veA’-Mutanten kann auch
eine esdC-Uberexpression keine sexuelle Entwicklung induzieren. Daraus ldsst sich folgern,
dass esdC zwar essenziell flir die sexuelle Entwicklung der Ascomyceten ist, nicht aber
alleinig ausreichend (Calvo 2008). Dariiber hinaus wird esdC durch den mating-type
Transkriptionsfaktor MAT1-2-1 in Fusarium verticillioides hochreguliert, der als wichtiges
Element der sexuellen Kommunikation und der Paarung bei Pilzen angesehen wird
(Keszthelvi et al. 2007). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression von esdC
durch fadA in A. nidulans (in Morphogenese und Konidienbildung involviertes Element im G-
Protein Signalweg, Han et al. 2008, Shimizu & Keller 2000), sec in Aspergillus parasiticus
und afl in Aspergillus flavus (Gene der Aflatoxinsynthese, Chang et al. 2007) hochreguliert
wird. Dies legt weitere Funktionen des Gens esdC nahe.

Die Tatsache, dass ein Gen fiir die Sexualentwicklung des Mycobionten bereits vier Wochen
nach dem initialen Biontenkontakt und ohne die Ausbildung eines Thallus oder
thallusédhnlicher Strukturen erfolgt, erscheint einerseits ungewohnlich. Auf der anderen Seite
zeichnet sich die Flechte Fulgensia bracteata dadurch aus, dass sie keine vegetativen
Fortpflanzungsorgane wie Soredien oder Isidien ausbildet und statt dessen bereits in frithen
Entwicklungsstadien Apothecien in grofler Zahl bildet (vgl. auch Abb. 2.1). Schizidien
werden von F. bracteata ebenfalls nicht gebildet, obwohl sie bei anderen Arten der Gattung
anzutreffen sind (Brodo et al. 2001). Fiir die Flechte Fulgensia bracteata kann eine moglichst
frithe sexuelle Reproduktion durchaus von Vorteil sein. Zum einen ist der Mycobiont obligat
auf die Flechtensymbiose mit dem Photobionten angewiesen, um dauerhaft zu iiberleben und
seinen eigenen Generationenzyklus abschlieen zu kénnen. Zum anderen muss die Flechte
Fulgensia bracteata ihren Standort in einer besonders komplexen und dynamischen
Flechtengesellschaft (Osenberg 1993, Schaper 2003), der ,,Bunten Erdflechtengesellschaft*
(Toninio-Psoretum, Poelt 1969) behaupten. Die starke und friihe Bildung von Apothecien
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kann dazu einen wichtigen Beitrag leisten. Die Hochregulation eines Gens der
Fortpflanzungskontrolle scheint nicht viel mit den eigentlichen Mechanismen von
Biontenerkennung und initialem Biontenkontakt zu tun zu haben. Die vermehrte Expression
von esdC scheint daher eher eine nachgeschaltete Reaktion auf eine bereits erfolgte positive
Erkennung zu sein, da andererseits bei einer nicht erfolgten Erkennung keine
Sexualentwicklung induziert wiirde. In dieser Hinsicht wire die erhohte Expression von esdC
eher der Anpassungsphase zuzurechnen (Phase 5, Aufbau gemeinsamer Regulationsmecha-
nismen auf phsiologischer, biochemischer und molekularbiologischer Ebene, Galun 1988).
Die Identifikation von esdC erdffnet nicht nur die Moglichkeit seine Wirkung und seine
raumlichen sowie zeitlichen Expressionsmuster genauer zu studieren. Sollte esdC auch in der
Flechte F. bracteata liber das Gen ved aktiviert werden, dann wiren ved selbst und auch jene
Gene die ihrerseits veAd aktivieren, gute Kandidaten fiir eine weitere Erforschung der
Mechanismen der Biontenerkennung. Zusétzlich besteht die Moglichkeit, wie bereits von
Chang et al. (2007) fiir Aspergillus flavus untersucht, dass die esdC-Expression kausal mit der
Expression anderer Gene verkniipft ist und sich auf diese Weise wichtige Erkenntnisse iiber

die initiale Biontenerkennung gewinnen lassen.

4.3.3.2 dTDP-bindende 4,6-Glucose-Dehydratase
Das Enzym dTDP-Glukose-4,6-Dehydratase ist Teil der Biosynthese des 6-Desoxy-Zuckers

L-Rhamnose. Dieser Biosyntheseweg nutzt zur Herstellung des Produktes dTDP-L-Rhamnose
aus den Edukten Glukose-1-phosphat und Desoxythymidintriphosphat (dTTP) die
katalytischen Eigenschaften von vier nacheinander wirkenden Enzymen (Naismith 2004).
Diese Enzyme sind die a-D-Glukose-1-Thymidylyltransferase (RmlA, 2.7.7.24), die dTDP-
Glukose-4,6-Dehydratase (RmIB, 4.2.1.46), die dTDP-6-Desoxy-D-Xylo-4-Hexulose-3,5-
Epimerase (RmIC, 5.1.3.13) und die dTDP-6-Desoxy-L-Lyxo-4-Hexulose-4-Reduktase
(RmID, 1.1.1.113). Wie fiir das gram-negative Escherichia coli gezeigt wurde, katalysiert die
dTDP-Glukose-4,6-Dehydratase den Reaktionsschritt von dTDP-Glukose zu dTDP-4-Keto-6-
Desoxyglukose in den drei Schritten Dehydrierung, Dehydratisierung und Rereduktion (Gross
et al. 2001). Die C6-Desoxygenierung der dTDP-Glukose-4,6-Dehydratase und anderer NDP-
Hexose-4,6-Dehydratasen stellt den ersten Reaktionsschritt in allen Desoxyhexose-
Synthesewegen dar (Hegemann et al. 2002). Der Desoxy-Zucker Rhamnose, auch 6-Desoxy-
Mannose genannt, wird nach den in dieser Arbeit durchgefiihrten TLC-Experimenten auch
vom Photobionten von Fulgensia bracteata in das Kulturmedium exudiert (vgl. Kapitel
4.2.4.2). Ebenso gibt es Hinweise darauf, dass auch 2’-Desoxythymidin, das Nucleosid von
dTDP, von Photobionten exudiert wird. Wie in Kapitel 4.2.4.2. bereits ausfiihrlich diskutiert
spielt Rhamnose eine besondere Bedeutung als Baustein der Zellwinde von Algen (Richter
1996) und Bakterien (Saigi et al. 1999). In Pflanzen ist Rhamnogalacturonan I aus
alternierend verkniipften Rhamnose- und Galakturonsduremonomeren mit verschiedenen

Seitenketten gewohnlich das hdufigste und das strukturgebende Pektin in Pflanzen, wéhrend
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Rhamnogalacturonan II seltener auftritt (Vincken et al. 2003, Vorwerk et al. 2004). L-
Rhamnose ist, wie andere Desoxy-Zucker, ebenso Bestandteil von Sekundidrmetaboliten und
eine essenzielle Komponente bakterieller Zellwdnde. Es kommt dort in Lipopolysacchariden,
Glycoproteinen und -lipiden vor, wobei erstere ein struktureller und immunorelevanter
Bestandteil der &ulleren Membran gram-negativer Bakterien sind (Saigi et al. 1999).
Lipopolysaccharide bestehen aus drei funktionellen Teilen: dem Lipid, dem Kern-
Oligosaccharid und dem O-spezifischen Antigen, welches sich durch hohe strukturelle
Variabilitdt auszeichnet und z. B. beim O4-Antigen von Serratia marcescens aus L-
Rhamnose besteht, das a-1,4-glykosidisch an D-Glukose gebunden ist. Auch die Gene rmiA -
rmlD sind an der Synthese des O4-Antigens beteiligt (Saigi et al. 1999). Als Monomer
solcher Oberflachenstrukturen spielt L-Rhamnose eine wichtige Rolle bei Erkennungs- und
Infektionsprozessen zwischen pathogenen Bakterien und ihren Wirten (Naismith 2004): Die
Unterbindung des dTDP-L-Rhamnose-Syntheseweges wirkt lethal auf Pseudomonas
aeruginosa, 16st Kolonisierungsdefekte in Vibrio cholerae aus, mildert die Pathogenitéit von
Enterococcus faecalis ab und verhindert die Virulenz von Streptococcus mutans durch die
unterbleibende Zellwandsynthese. In Mycobacterium tuberculosis fiithrt das Fehlen von L-
Rhamnose zu einer sinkenden Lebensfahigkeit, da L-Rhamnose eine wichtige Ankerfunktion
an der Peptidoglycanschicht erfiillt. Dariiber hinaus scheint die Hochregulation von rmlB in
Griasern der Gattung Agrostis eine unbekannte Rolle bei der Stressantwort darzustellen (Xu &
Huang 2008, Xu et al 2010).

Dartiber hinaus ist Rhamnose ein Bestandteil von pilzlichen Polysacchariden (Griffin 1994)
bzw. ein gelegentlich auftretender Bestandteil der pilzlichen Zellwand, mit bisher
unzureichend erforschter Funktion (Bartnicki-Garcia, 1968). In der Wechselwirkung des
humanen Pathogens Sporothrix schenckii mit seinem Wirt spielt das, in der Pilz-Zellwand
eingelagerte, Peptidorhamnomannan (Lloyd & Bitoon 1971, San-Blas 1982, Lima et al. 2001)
eine wesentliche Rolle. Aus serologischen Untersuchungen geht hervor, dass Patienten mit
Sporothricose Antikorper gegen dieses Peptidorhamomannan bilden, Patienten mit anderen
Pilzinfekten nicht (San-Blas, 1982), daraus wird geschlossen, dass das in Pilz-Zellwénden
eher selten auftretende Rhamnosemannan als spezifisches Antigen dienen kann. Damit wéren
Rhamnomannane in der Lage, eine immunologische Erkennungsreaktion auszuldsen.

Die wesentliche Rolle, die Rhamnose bei der Bildung von erkennungsrelevanten
Stoffklassen wie Lipopolysacchariden, Glykoproteinen und Glykolipiden spielt, impliziert,
dass bei der Biontenerkennung von Fulgensia bracteata auch Rhamnose oder die mit
Rhamnose gebildeten Stoffklassen eine Funktion im Erkennungsprozess erfiillen.
Verschiedene antipathogene Lektine aus verschiedenen Organismengruppen (Tateno et al.
2002, Okamoto et al. 2005, Jimbo et al. 2007, Schwarz et al. 2007, Shirai et al. 2009) binden
Rhamnose. Die Moglichkeit, dass Rhamnose auch in Lektin-artigen Erkennungsreaktionen
eine Rolle spielen konnte ist insofern interessant, da in einer Vielzahl von Flechten bereits

Lektine entdeckt worden sind, die eine Bindung zwischen den beiden Bionten in einem
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Thallus vermitteln konnen (Berheimer & Farkas 1953, Howe & Barrett 1970, Lockhart et al.
1978, Kardish et al. 1991, Andrews et al. 1992, Lehr et al. 1995, Lehr et al. 2000). Ebenso
kann Rhamnose auch Bestandteil von extrazelluliren Polysacchariden (EPS) sein. In 8 von 25
Stammen des Bakteriums Rhizobium japonicum, das ein Symbiont in der Leguminosen-
Rhizobium-Symbiose ist, wurde Rhamnose als EPS-Bestandteil identifiziert. Interessanter-
weise zeigen jene Stimme eine hohe Nitrogenase-Aktivitit ex planta und es wird vermutet,
dass die Art des gebildeten EPS einen Einfluss auf die Erkennung durch die Leguminose
ausiiben konnte (Huber et al. 1984). Auch in diesem Fall scheint eine Verbindung zwischen
dem Vorkommen von Rhamnose und einer erfolgreichen Symbionten-Interaktion zu
bestehen.

Diese vielféiltigen Funktionen, die Rhamnose oder Rhamnose-enthaltende Substanzen bei
den Interaktionen zwischen verschiedenen Lebewesen erfiillen konnen, beweisen nicht, dass
dies auch in der hier untersuchten Biontenerkennung zwischen den Bionten von Fulgensia
bracteata der Fall sein muss. Allerdings weisen die hier pradsentierten Ergebnisse —
Hochregulation eines Gens der Rhamnose-Synthese im Mycobionten nach Biontenkontakt,
sowie Rhamnose als Exudat des Photobionten (Kapitel 4.2.4.2) und die erkennungs-
spezifische Bildung von Gallerte, also EPS, bei spezifischem Biontenkontakt (Kapitel 4.1.3) —
darauf hin, dass diesem Zucker eine wesentliche Bedeutung in der Biontenerkennung
zukommen konnte. Es bedarf weiterer Untersuchungen, um herauszufinden, ob Rhamnose ein
Ligand oder Bestandteil von Lektinen sein konnte, oder ob sie als Bestandteil von
extrazelluldren Polysacchariden eine erkennungsrelevante Funktion in der durch spezifischen
Biontenkontakt sekretierten Gallerte erfiillen konnte. Sollte Rhamnose eine derartige
Funktion bei der Biontenerkennung erfiillen, dann wiirde das hier identifizierte Gen einen
Beitrag zur Aufklarung dieses Erkennungsmechanimus leisten. Ferner erscheint es mdoglich,
dass die Rhamnose-Exudation des Photobionten und die kontaktspezifische Bildung von
dTDP-Glukose-4,6-Dehydratase durch den Mycobionten auch ein erster Hinweis auf eine
Verzahnung bzw. Verkniipfung des Stoffwechsels beider Bionten sein konnte. Damit konnten
diese Resultate ein Beispiel fiir die starke gegenseitige Anpassung der Bionten von Fulgensia

bracteata auf stoffwechsel-physiologischer Ebene sein.

4.3.3.3 ATP-Sulfurylase

ATP-Sulfurylasen spielen im Schwefel-Stoffwechsel eine zentrale Rolle bei der
assimilatorischen Sulfatreduktion. Die ATP-Sulfurylase (ATPS, 2.7.7.4) ist ein ubiquitéres
Enzym. Es bewirkt die intrazelluldre Sulfataktivierung und katalysiert die Reaktion von Sulfat
mit ATP zu Adenosin-5’-phosphosulfat (APS) und Pyrophosphat (Marzluf 1997, Beynon et
al. 2001) als erstes in einer Kaskade von Enzymen, die Sulfat zu einer Vielzahl teilweise
essenzieller Schwefelverbindungen umsetzen. In filamentdsen Pilzen sind Sulfataufnahme
und -assimilation hochgradig reguliert. Das Produkt der Umsetzung durch ATP-Sulfurylase,
APS, dient wiederum zur Synthese von 3’-Phosphoadenosin-5’-Phosphosulfat (PAPS) durch
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die APS-Kinase. PAPS kann einerseits mit O-Acetylserin zu Cystein kondensiert werden,
welches wiederum zur Synthese von Methionin und S-Adenosylmethionin dient und
andererseits zur Bildung von Cholin-O-Sulfat. Letzteres ist ein spezifischer Schwefelspeicher
filamentoser Pilze, nicht aber von Hefen und anderen Organismen. Cholin-O-Sulfat kann
auch in Flechten gefunden werden (Lindberg 1955, aus Bellenger et al. 1968). Die Verwen-
dung von PAPS in zwei so unterschiedlichen Stoffwechselwegen vermag teilweise die
allosterische Hemmung der ATPS durch PAPS in filamentdsen Pilzen erklaren (Renosto et al.
1990, Marzluf 1997). In anaeroben, chemolithotrophen Bakterien kann APS allerdings auch
als terminaler Elektronenakzeptor dienen. Diese Umsetzung von APS und Pyrophosphat zu
ATP und Sulfat stellt den letzten Schritt in der Oxidation von H,, H,S und (schwefelhaltigen)
organischen Substanzen dar (Beynon et al. 2001). Uber den Schwefelstoffwechsel in
Flechtenbionten und besonders iiber die wechselseitige Abhidngigkeit, den Austausch
schwefelhaltiger Verbindungen und dessen Regulation ist bisher wenig bekannt. Aus den
vorliegenden Ergebnissen kann allerdings geschlossen werden, dass auch der
Schwefelstoffwechsel zumindest des Mycobionten durch den Biontenkontakt beeinflusst
wird. Ob die erhohte Expression von ATP-Sulfurylase und damit die erhohte Sulfat-
Aktivierung mit einer verstirkten Stoffwechselaktivitit seitens des Pilzes oder einer
Verdanderung bzw. Anpassung des gemeinsamen Schwefelstoffwechsels bewirkt wird, bedarf
weiterer Untersuchungen. Eine verdnderte Regulation des Schwefelstoffwechsels nach
erfolgtem und erfolgreichem Biontenkontakt zu Beginn der Flechtensymbiose erscheint

jedoch moglich.

4.3.3.4 60S Ribosomales Protein L29

Das Gen rpl29 ist ein single copy gene, dass fiir das ca. 6,6 kDa grof3e ribosomale Protein L29
(Rpl29) codiert (De Labre et al. 2002). Ein eukaryotisches Ribosom besteht aus vier rRNA-
Spezies und ca. 80 Proteinen, die teilweise bereits im Nukleolus zu préaribosomalen
Vorldufern der beiden Untereinheiten 60S und 40S zusammengefiigt werden. Die Unter-
einheit 60S besteht im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae aus 46 Proteinen und
den drei rRNA-Spezies 5S, 5,8S und 25S, wihrend die Untereinheit 40S aus 32 Proteinen und
der 18S-rRNA besteht (Planta & Mager 1998, Kruiswijk et al. 1978). In S. cerevisiae stellt
Rpl29 ein nicht-essenzielles Protein der ribosomalen Untereinheit 60S dar, das an der
Kopplung der beiden Untereinheiten beteiligt ist (De Labre et al. 2002). Experimentelle
Befunde zeigen, dass die 60S-40S-Ankopplung bei Mutanten mit nicht-funktionellem Rpl29
verzogert ablduft. Rpl29 interagiert zudem mit dem Protein Rsal, das ebenfalls an der
Bildung von Ribosomen beteiligt ist, und mit Rpl10, wobei die Uberexpression von Rpl10
nicht den durch Rpl29-Mangel verursachten Wachstumsdefekt auszugleichen vermag (De
Labre et al. 2002). Die Bedeutung von ribosomalen Proteinen scheint allerdings iiber die
direkten Aufgaben in der Proteinbiosynthese hinauszugehen. IThre Bedeutung fiir die Regula-

tion von Wachstumsprozessen zeigt sich auch an Untersuchungen mit dem Schleimpilz
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Dictyostelium discoideum, der polymorphen Hefe Candida albicans und dem filamentdsen
Schlauchpilz Aspergillus nidulans. In D. discoideum unterliegt die Expression ribosomaler
Proteine im Verlauf des Zellzyklus und der Entwicklung gewissen Schwankungen
(Ramagopal & Ennis 1984, Steel & Jacobson 1987, Tapparo et al. 1998), wihrend bei C.
albicans die Bildung von Rp10 wihrend des Wachstums und wihrend des Ubergangs vom
Hefemorphotyp zum Hyphenmorphotyp differenziell reguliert wird (Swoboda et al. 1995). In
A. nidulans hingegen wird auch das Gen rpll6a, das fiir das ribosomale Protein Rpl16A

kodiert, wiahrend der Sexualentwicklung differenziell exprimiert (Jeong et al. 2000).

4.3.3.5 Peptidyl-Prolyl-lsomerase vom FKBP-C-Typ

Die Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPI) sind eine Superfamilie von Proteinen, die in
allen bisher untersuchten Eukaryoten, Prokaryoten und Archaeen vorkommen (Pemperton
2006). Diese Superfamilie besteht aus drei Klassen, den Cyclophilinen, den FK506-bindenden
Proteinen (FKBP) und den Parvulinen (Gothel & Marahiel 1999). Allen Klassen ist
gemeinsam, das sie die cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindung am Prolin katalysieren
(Pemperton 2006). Diese Isomerisierung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Proteinfaltung und damit konnen PPI zu den Chaperonen gezéhlt werden (Gothel & Marahiel
1999). In Bakterien sind PPI essenziell und kénnen eine Rolle bei Pathogenitit und Virulenz
spielen, wéahrend sie unter normalen Umweltbedingungen in Hefen meist nicht essenziell
sind. Eine Beteiligung an pathogenen und virulenten Prozessen ist bislang unklar (Review bei
Pemperton 2006). Allerdings kann ihr Fehlen in Kombination mit dem Fehlen anderer
zelluldrer Faktoren lethale Auswirkungen haben. In 16 Pilzen wurde das Repertoire an PPI
untersucht und eine Korrelation zwischen Proteomgréf3e und Anzahl an PPI erkannt; diese
Pilze besitzen 2-16 Cyclophiline, 0-5 FKBPs und 1-2 Parvuline (Pemperton 2006). Die in
dieser Arbeit gefundene PPI gehort zur Klasse der FKBPs, die einzelne oder mehrfache
Domaénen enthalten kénnen. Im Gegensatz zu den anderen Klassen, die hochgradig konser-
viert sind, konnen FKBPs verschiedene Rollen im Stoffwechsel von Pilzen tibernehmen
(Pemperton 2006). Hauptsidchlich umfasst dies die Proteinfaltung, aber auch die frithe Sexual-
entwicklung von Schizosaccharomyces pombe (Weisman et al. 2001), die Homoserin-
synthese (Arevalo-Rodriguez et al. 2004), die Wachstumssteuerung (Magherini et al. 2004)
oder die Chromatinverdnderungen als potenzielles Histon-Chaperon (Kuzuhara & Horikoshi
2004).

4.3.3.6 Protein aus der Domanenfamilie Aha 1

Proteine der Ahal-Doménenfamilie werden in der Literatur unter anderem als Hsp-bindende
Cochaperone beschrieben. Das heat shock protein 90 (Hsp90) ist als essenzielles Chaperon
fiir die korrekte Faltung und damit fiir die Stabilitdit und Aktivitdt seiner Klientenproteine
nach deren Synthese zustindig (Zuehlke & Johnson 2009). Es wird geschitzt, dass ca. 10 %
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aller Proteine fiir ihr bestimmungsgeméfles Funktionieren direkt oder indirekt von Hsp90
abhéngig sind. Es kommt in allen bisher untersuchten Eu- und Prokaryoten in verschiedenen
Isoformen vor, konnte bisher allerdings nicht in Archaeen nachgewiesen werden (Zuehlke &
Johnson 2009). Hsp90 weist einen komplexen Mechanismus von Konformationsidnderungen
auf, die an die Hsp90-eigene ATPase-Aktivitit gekoppelt sind und die Interaktion mit
Klientenproteinen und Cochaperonen beeinflussen (Pearl & Prodromou 2006). Das hier
identifizierte Gen aus der Ahal-Domidnenfamilie ist ein solches Hsp90-Cochaperon, das
dessen ATPase-Aktivitdt stimuliert und somit zur schnelleren Aktivierung, aber auch zur
schnelleren Dissoziation des Klientenproteins fiihrt (Zuehlke & Johnson 2009). Ferner ist es
an der Kontrolle prozessierter und am Abbau falsch gefalteter Klientenproteine beteiligt.
Ahal zeigt keine Homologie zu anderen bekannten Proteinfamilien (Pearl & Prodromou
2006). Pathogene Pilze, die bei einem Wechsel auf ihren Wirt oft starken Verdanderungen der
Umweltbedingungen unterworfen sind, zeigen mit der Verdnderung solcher Parameter auch
die verdnderte Genexpression bestimmter Gene. In Aspergillus fumigatus wird ein Gen aus
der Ahal-Domainenfamilie, interessanterweise zusammen mit einer Peptidyl-prolyl-cis/trans-
Isomerase, ca. 30 min nach einem Stressorenreiz verstiarkt exprimiert (Guthke et al. 2007).
Die Expression von hsp90, wie auch der meisten Hsp und der Chaperone, erhoht sich

ebenfalls unter dem Einfluss von einer Vielzahl von Stressoren (Zuehlke & Johnson 2009).

Wihrend die Bedeutung des Genes fiir die dTDP-Glukose-4,6-Dehydratase im Rhamose-
Syntheseweg und damit auch in der Synthese von potenziell erkennungsrelevanten,
extrazelluldren Glykoproteiden liegt und die des Genes fiir esdC in der Steuerung der frithen
Sexualentwicklung des Pilzes liegt, ist die Bedeutung der letzten drei identifizierten Gene
schwieriger einzuschétzen. Die Produkte der drei Gene sind als Teil des Ribosoms und als
Teil der auf die Proteinbiosynthese folgenden Faltungsmaschinerie fiir die Herstellung und
die korrekte Funktion neu synthetisierter Genprodukte (z. B. Proteine, Enzyme)
verantwortlich. Dariiber hinaus ist von zwei Produkten der identifizierten Gene (Rpl29 und
PPI) bekannt, dass sie in Pilzen weitere Funktionen iibernehmen oder daran beteiligt sind.
Diese Funktionen umfassen sowohl die Regulation von Wachstums- als auch von
Differenzierungsprozessen. Zusétzlich konnen zumindest ein ribosomales Proteine als auch
einige PPI eine Funktion in der Sexualentwicklung von Pilzen haben. Welche dieser
potenziellen Aufgaben durch die erh6hte Expression im Mycobionten erfiillt wird, geht aus
den hier erarbeiteten Ergebnissen nicht hervor. Mehrere Moglichkeiten kommen allerdings in
Betracht: Zum einen kénnte der Biontenkontakt ein verstdarktes Wachstum des Mycobionten
hervorrufen, welches eine verstirkte Proteinbiosynthese erfordert. Dieses Wachstum konnte
nur indirekt durch den Biontenkontakt ausgeldst werden, also durch eine Reaktion des Pilzes
auf eine erfolgte Erkennung, nicht als Reaktion auf die Erkennung selber. Dennoch konnte
dies zur verstirkten Expression von Genen der Proteinbiosynthese und der Proteinfaltung
fiihren.
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Zum anderen konnte auch die beginnende Sexualentwicklung, die bereits durch die
Identifikation von differenziell hochregulierten esdC belegt wird (Kapitel 4.3.3.1), die
Induzierung der Genexpression von Rpl29 und PPI bewirken. Wiirde sich eine solche
Funktion in nachfolgenden Experimenten bestdtigen, dann wiirde dies die Bedeutung des
Biontenkontaktes, neben allen anderen damit einhergehenden Differenzierungsreaktionen, fiir
die frithe Sexualentwicklung des Mycobionten von Fulgensia bracteata unterstreichen.

Bedenkt man allerdings genau jene vielfédltigen und fiir den Erfolg der Flechtensymbiose
notwendigen Differenzierungsprozesse, die auf den erfolgreichen Biontenkontakt folgen
miissen, dann erscheint eine dritte Deutung wahrscheinlicher. Mit dem erfolgreichen Kontakt
zwischen Myco- und Photobiont beginnt fiir den Pilz eine Phase intensiver Anpassung und
Umorientierung. Diese Anpassung an den symbiotischen Status konnte zum einen einen
Stressor darstellen und zum anderen weitreichender Verdnderung hinsichtlich der
Genexpression, der Proteinbiosynthese und der damit verbundenen Stoffwechselleistungen
bediirfen. Im Verlauf dieser Verdnderungen éndert sich auch die Genexpression der drei
erwahnten Gene, die zwar erkennungsunspezifisch sind, aber eine bedeutende Rolle bei den
zentralen Prozessen von Proteinbiosynthese und Proteinfaltung spielen. Somit kdnnten mit
dem Biontenkontakt einsetzende Wachstums- und Differenzierungsprozesse fiir die erhohte

Expression dieser Gene verantwortlich sein.

196



5 Zusammenfassung / Summary

5 Zusammenfassung / Summary

5.1 Zusammenfassung

5.1.1 Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus den Prakontaktstudien

Die Ergebnisse von in vitro Prikontakt-Interaktionsassays mit dem Mycobionten von
Fulgensia bracteata und verschiedenen Algen bestitigen mehrere Annahmen: a) Die initiale
Bionteninteraktion beginnt mit einer fiir Flechten postulierten und fiir andere Symbiosen
bereits nachgewiesenen Prikontaktphase. b) Sie ist durch signifikante morphologische Verén-
derungen des Mycobionten charakterisiert, die von der Art der im Prikontakt angebotenen
Algen abhdngen. ¢) Diese Verdnderungen des Mycobionten von F. bracteata lassen sich im
Kontext mit anderen Forschungsergebnissen als das Ergebnis unterschiedlich stark ausge-
pragter Erkennungsreaktionen interpretieren und zeigen, dass die Mechanismen von Spezifitét
und Selektivitdt fiir die Lichenisierung bereits im Prakontakt wirken.

Unter Kontrollbedingungen zeigt sich ein geringes, stagnierendes und undifferenziertes
Wachstum der Mycelien. Dies wird als growth arrest-Strategie interpretiert, die die Persistenz
des Pilzes am Keimungsort sichert und so die Wahrscheinlichkeit auf den spezifischen
Biontenkontakt erhoht. In allen Proben unter Einfluss von Algen ist dieser growth arrest
aufgehoben. Unterschiedliche Keimungs- und Wachstumsraten scheinen weitere Strategien zu
sein, die die Uberlebenschancen unlichenisierter Mycelien erhohen.

Die drei experimentell angebotenen Algen beeinflussen sehr stark die Entwicklung des
Mycobionten nach der Keimung. Alle Einfliisse sind unabhingig von der Nahrstoffverfiig-
barkeit des Mediums. Unter dem Einfluss des unspezifischen Photobionten Asterochloris sp.
(aus Lecidea lurida) zeigt sich das signifikant schwichste Hyphenwachstum. Die Mycelien
zeigen ein loses, netzartig verbundenes Wachstumsmuster mit wenig Gallertbildung. Unter
dem Einfluss des spezifischen arteigenen Photobionten (7rebouxia sp.) zeigt sich ein weit
dariiber hinausgehendes Hyphenwachstum mit einer verstirkten Gallertbildung und einem
radialen, kompakt-flachen Wachstumsmuster. Der Prakontakt mit der nicht-lichenisierenden
Alge Myrmecia bisecta fordert das Hyphenwachstum am stirksten. Die Gallertbildung bleibt
hinter der mit dem arteigenen Photobionten zuriick. Die grole Anzahl auswachsender Luft-
hyphen, die unter allen anderen Bedingungen nur vereinzelt gebildet werden, fiihrt zu einem
radialen, aber sphirisch-kompakten Wachstumsmuster. Hyphenldnge, Gallertisierung und
Wuchsform, aber auch Lufthyphenbildung und hyphal tip swellings werden von der Identitit
der experimentell angebotenen Alge beeinflusst. Wéhrend der Gallertbildung eine erken-
nungsspezifische Bedeutung zuzukommen scheint, ist das Hyphenldngenwachstum der am
starksten beeinflusste Faktor. Die Verzweigungshiufigkeit hangt direkt von der Hyphenldange

ab; sie wird im Priakontakt durch keine der angebotenen Algen beeinflusst.
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Daraus lésst sich schlussfolgern, dass der Mycobiont von F. bracteata auf den arteigenen
Photobionten mit spezifischen, koordinierten Prikontaktreaktionen antwortet, auf den unspe-
zifischen Photobionten hingegen mit anderen, angepassten, aber anders ausdifferenzierten
Prakontaktreaktionen. Dies deutet auf eine ,,situationsabhingige adaptive Selektivitdt™ hin,
die es dem Mycobionten erlaubt, mit unspezifischen Photobionten mittelfristige Assozia-
tionen einzugehen und sich an die am Keimungsort vorhandene Algenpopulation anzupassen.
Dies sichert sein Uberleben und erhdht die Wahrscheinlichkeit auf den spezifischen Bionten-
kontakt. Die Reaktion des Mycobionten auf die nicht-lichenisierende Alge lésst sich als eine
starke, aber unkoordinierte Reaktion auf eine unspezifische und inkompatible Alge deuten.

Die unterschiedlichen Prikontaktreaktionen des Mycobionten auf die drei Algen deuten
darauf hin, dass zur erfolgreichen Erkennung wechselseitige, sorgsam koordinierte Signale
zwischen den Bionten ausgetauscht werden miissen. Dies umfasst Signale zur Aufthebung des
growth arrest, zur Freisetzung von Néhrstoffen durch die Alge, die transferierten Nahrstoffe
selbst, sowie Signale, die die entsprechende Erkennungsreaktion bewirken und die darauf
folgende Reaktion kontrollieren. Neben den eindeutigen Beweisen fiir differenzielle
Reaktionen des Mycobionten von F. bracteata im Prikontakt, geben die Ergebnisse zusitz-
lich klare Hinweise auf einen komplexen, mehrstufigen und von der Art der Interaktions-
partner abhidngigen Erkennungsmechanismus. Solche Mechanismen sind bereits detailliert aus

anderen Symbiosen bekannt, nicht aber fiir die Flechtensymbiose.

5.1.2 Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus den Exudationsstudien

Die Analyse der Algen-Exudate bringt weitere Ergebnisse, die helfen konnen, die initiale
Biontenerkennung aufzukldren: a) Unter Versuchsbedingungen werden von dem Photo-
bionten von F. bracteata, weiteren Photobionten und der Alge M. bisecta eine Vielzahl von
chemischen Substanzen in das Kulturmedium ausgeschieden. b) Einige dieser Substanzen
werden differenziell in Abhdngigkeit von der Art der Alge und des Kulturmediums exudiert,
womit sie als potenzielle Signalsubstanzen fungieren kénnen. c¢) Mit den verwendeten
chromatographischen Methoden koénnen vier Exudate identifiziert werden: Indol-3-carb-
aldehyd, die zyklischen Dipeptide Cyclo-(trp-trp) und Cyclo-(leu-tyr), sowie der Zucker
Rhamnose. Andere Substanzen konnen zwar mit HPLC identifiziert, nicht aber iiber LCMS
etc. verifiziert werden. Dies sind zwei weitere zyklische Dipeptide, Cyclo-(ala-trp) und
Cyclo-(pro-tyr), sowie die Desoxynucleoside 2'-Desoxyadenosin und 2'-Desoxythymidin.
Jede dieser Substanzen wird zum ersten Mal als Exudat der untersuchten Algen beschrieben.

Ob diese Substanzen einen erkennungsrelevanten Einfluss auf den Mycobionten von F.
bracteata ausliben, kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig beantwortet
werden. Einige der identifizierten und in weiteren Versuchen dem Medium zugesetzten
Substanzen beeinflussen Keimung und Keimhyphenbildung. Eine weitere, morphologische
Reaktion wird jedoch nicht beobachtet, da keine Substanz in den gewidhlten Konzentrationen

den growth arrest authebt. Keine der vier Substanzen kann allein fiir die im Pridkontakt-
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Interaktionsassay beobachteten Reaktionen verantwortlich sein. Einige Befunde erdffnen
jedoch die Moglichkeit, dass Cyclo-(trp-trp) Teil des oben beschriebenen Signalaustausches
sein konnte, wihrend der hemmende Effekt von Indol-3-carbaldehyd und Rhamnose auf eine
regulierende Funktion im Biontenkontakt hindeuten konnte. Eine abschlieBende Bewertung
der Bedeutung dieser Substanzen fiir die Biontenerkennung ist nicht moglich. Es zeigt sich
jedoch, dass die Erkennungsmechanismen durch eine hohe Komplexitit gekennzeichnet sind.

Zyklische Peptide wurden bereits als sekundére Inhaltsstoffe in anderen Flechten nachge-
wiesen. Die Tatsache, dass solche Substanzen auch durch den Photobionten alleine gebildet
werden konnen, zeigt, dass der jeweilige Beitrag der Flechtenbionten zur Synthese

bestimmter Inhaltsstoffe detaillierter erforscht werden sollte.

5.1.3 Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus den Expressionsstudien

Die Ergebnisse der SSH-basierten Expressionsstudien zeigen eindeutig, dass sich mit dem
spezifischen Biontenkontakt auch die Genexpression — zumindest — des Mycobionten von
Fulgensia bracteata dndert. Es konnen 35 kontaktspezifisch hochregulierte cDNA-Fragmente
und 17 herunterregulierte cDNA-Fragmente identifiziert werden. Von den 35 hochregulierten
cDNA-Fragmenten konnen 25 Fragmente einmal und 10 Fragmente zwei- bis elfmal
identifiziert werden. Die Faktoren des Expressionsunterschiedes liegen zwischen 2,0 und 15,6
und die Langen der cDNA-Fragmente sind mit 41 bis 196 bp durchweg kurz. Von 17
herunterregulierten Fragmenten werden neun einmal, fiinf zweimal und drei dreimal
identifiziert. Die Faktoren des Expressionsunterschiedes liegen zwischen 2,0 und 39,9 und die
Langen der cDNA-Fragmente zwischen 41 und 137 bp. Von den 35 kontaktspezifisch
hochregulierten cDNAs konnen sechs Fragmente mittels BLAST-Suche sechs verschiedenen
Genen zuordnet werden, die alle aus dem Mycobionten stammen. 29 der kontaktspezifisch
hoch- und alle 17 herunterregulierten Gene zeigen keine hinreichenden Ubereinstimmungen
zu den, in den Datenbanken eingetragenen, Genen. Somit kdnnten viele der kontaktspezifisch
regulierten Gene fiir Flechtenbionten spezifisch sein. Da kaum genetische Informationen aus
Flechtenbionten in den Datenbanken enthalten sind, konnen solche Gene damit nicht
identifiziert werden. Dies erdffnet die prinzipielle Moglichkeit, dass sich in der Flechten-
symbiose Erkennungsmechanismen und damit verbunden Gene entwickelt haben, die nicht in
nicht-lichenisierenden Organismen vorkommen.

Keine Sequenz zeigt eine hohere Ahnlichkeit zu Pflanzen-Genen als zu Pilz-Genen. Dies
impliziert, dass die kontaktspezifische Anderung der Genexpression den Mycobionten stirker
betrifft als den Photobionten. Manche Autoren vertreten die Hypothese einer asymme-
trischen Evolution beider Bionten, wobei der sich sexuell reproduzierende Mycobiont zu einer
weitergehenden Anpassung fahig sein soll, als der sich nur asexuell reproduzierende
Photobiont (Hill 2009). Sollte sich bestétigen, dass durch den Biontenkontakt hauptsidchlich
im Mycobionten differenziell exprimierte Gene reguliert werden, so konnte dies als erster

Hinweis auf die Richtigkeit der Hypothese gelten.

199



5 Zusammenfassung / Summary

Drei der sechs identifizierten Gene kodieren fiir ein GTP-bindendes EsdC, das die friihe
Sexualentwicklung von Pilzen steuert, fiir eine dTDP-bindende 4,6-Glucose-Dehydratase und
fiir eine ATP-Sulfurylase. Das EsdC unterdriickt die vegetative zugunsten der generativen
Vermehrung. Auch wenn das Einleiten der Sexualentwicklung ein der Erkennung nachge-
schalteter Prozess sein sollte, ist die Entdeckung dieses Gens fiir F. bracteata aufschlussreich,
da diese Flechte sehr friih in ihrer Entwicklung Apothecien bildet, aber keine vegetativen
Vermehrungseinheiten. Die Glucose-Dehydratase ist ein Enzym zur Synthese von Rhamnose,
welche wiederum in vielen Organismen erkennungsrelevant ist. Die Funktion von Rhamnose
in der Erkennungsfunktion von EPS, also Gallerte, und Lektinen erscheint fiir die Biontener-
kennung in Flechten besonders interessant. Besonders, da Rhamnose auch als Exudate des
Photobionten detektiert werden konnte. Die ATP-Sulfurylase aktiviert Sulfat zu Adenosin-5’-
phosphosulfat. Damit erscheint es wahrscheinlich, dass mit dem erfolgten und erfolgreichen
Biontenkontakt der Schwefelstoffwechsel im Mycobionten oder auch zwischen beiden
Bionten eine Reorganisation erféhrt.

Die drei weiteren Gene sind eine Peptidyl-Prolyl-Isomerase, das 60S Ribosomale Protein
L29 und ein Protein aus der Doménenfamilie Aha 1. Diese drei Gene spielen entweder als
Bestandteil des Ribosoms selber oder als Chaperon bzw. Cochaperon eine Rolle in der
Proteinbiosynthese und bei der korrekten Faltung neu synthetisierter Proteine. Das
Ribosomale Protein L29 ist ein nicht-essenzieller Bestandteil des Ribosoms und scheint in
Pilzen auch eine Bedeutung fiir die Regulation von Wachstumsprozessen und in einzelnen
Entwicklungsstadien zu besitzen. Die Peptidyl-Prolyl-Isomerase ist ein wichtiges Chaperon,
das in Pilzen ebenfalls eine Rolle in der Wachstumssteuerung und auch in der Sexual-
entwicklung spielen kann. Das Protein aus der Doménenfamilie Aha 1 ist als Cochaperon des
heat shock protein 90 bekannt. Bedenkt man die vielfdltigen Differenzierungsprozesse, die
mit der Lichenisierung einhergehen, dann ldsst sich die erhohte Expression dieser Gene mit
der Notwendigkeit fiir intensive Anpassungs- und Reorganisationsprozesse des Mycobionten
bei erfolgtem Biontenkontakt erkldren. Diese Anpassung an den symbiotischen Status bedarf
wahrscheinlich weitreichender Verdnderungen hinsichtlich der Proteinbiosynthese und der
damit verbundenen Stoffwechselleistungen, die auch auf die Genexpression der drei Gene
zuriickwirken. Diese Gene sind zwar erkennungsunspezifisch, spielen aber eine bedeutende
Rolle bei den zentralen Prozessen der Proteinbiosynthese und Proteinfaltung. Somit kdnnen
mit dem Biontenkontakt einsetzende Differenzierungs- und Wachstumsprozesse fiir ihre
erhohte Expression verantwortlich sein.

Die hier vorgestellten Ergebnisse, die durch Untersuchungen der Flechte Fulgensia
bracteata und ihrer Bionten erarbeitet wurden, reprdsentieren einen guten Ausgangspunkt fiir
weitere Forschungen beziiglich der molekularbiologischen Basis der initialen Erkennungs-
mechanismen in Flechten, der iibertragenen Signalmolekiile und der morphogenetischen

Reaktionen des Mycobionten.
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5.2 Summary

5.2.1 Results and Conclusions of the Pre-Contact Studies

The results of in vitro pre-contact interaction assays with the mycobiont of Fulgensia
bracteata and different algae confirm several assumptions: a) The initial biont interaction
starts with a pre-contact phase, that was yet postulated for lichens and verified for other sym-
bioses. b) It is characterized by substantial changes of the mycobiont’s morphology which
depend on the identity of the subjected algae. c) In context with other studies, these variations
could be interpreted as differential recognition reactions and show that the lichenization-
relevant mechanisms of specificity and selectivity are already initialized during pre-contact.

The mycelia show low, stagnant, and undifferentiated growth under control conditions when
not exposed to any alga. This is interpreted as a strategy for growth arrest to insure the myco-
biont’s persistence at the germination site, and to increase the probability of specific contact
with the photobiont. The growth arrest is omitted in all samples influenced by algae. Different
germination and growth rates seem to be additional general strategies to increase the chances
of survival of unlichenized mycelia.

The three algae to which the mycobiont is experimentally subjected strongly influence its
development after germination independent of the nutrient composition in the respective
culture medium. The significantly weakest hyphal growth is observed under the influence of
the unspecific photobiont Asterochloris sp. (of Lecidea lurida). The mycelia show a loose,
reticulate and interconnected growth pattern with low mucilage production. The influence of
the specific photobiont (7rebouxia sp.) leads to strongly enhanced hyphal growth, increased
mucilage production, and a radial, plain, and dense growth pattern. The strongest increase in
hyphal growth is shown in pre-contact with the non-lichenizing alga Myrmecia bisecta.
Compared to the influence of Trebouxia sp., mucilage production is decreased, while the
number of aerial hyphae is much higher leading to a radial and dense but spheric growth
pattern. Hence, hyphal length, mucilage production, growth pattern, aerial hyphae formation
and number of hyphal tip swellings are influenced by the algal species subjected to the
mycobiont. Mucilage production seems to be specific for recognition whereas hyphal length
is most strongly affected by the algal identity. The branching rate is not influenced by the
algae but directly depending on hyphal length.

In conclusion, the response of the mycobiont of F. bracteata to Trebouxia sp. is
characterized by a specific co-ordinated pre-contact reaction. Its response to the unspecific
Asterochloris sp. resembles an adapted but less intense and differentiated pre-contact reaction.
This points to an “situation-triggered adaptive selectivity” which enables the mycobiont to
temporarily associate with unspecific photobionts and adjust to local algal populations at the
germination site. This ensures its survival and enlarges the probability of specific photobiont
contact. The mycobiont’s response to the non-lichenized alga suggests a strong but non co-

ordinated reaction to an unspecific and incompatible alga.
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5 Zusammenfassung / Summary

Differential pre-contact reactions of the mycobiont in response to the three algal species
indicate that interspecific, well co-ordinated signals are transmitted between potential bionts
for successful recognition. That includes signals for omission of growth arrest, for algal
nutrient release, nutrient transfer, as well as recognition-specific and -controlling signals.
Besides the clear evidence for differential reactions of the mycobiont in the pre-contact phase,
the results also stress the existence of a complex, multi-stepped recognition mechanism which
1s modified by the respective interaction partner. Although such mechanisms are not known

for lichens, they are already reported in detail for various symbiont-plant-symbioses.

5.2.2 Results and Conclusions of the Exudation Studies

The analysis of algal exudates provides further results to shed light on initial biont
recognition. a) Multiple and various chemical substances are exuded by the photobiont of F.
bracteata, other photobionts, and the non-lichenizing alga M. bisecta under -culture
conditions. b) Some of these substances are differentially exuded depending on algal identity
and the type of medium. Hence, it might be possible that such exudates act as signaling
substances. c¢) By different chromatographic methods it is possible to identify four exudates:
Indol-3-carbaldehyde, the cyclic dipeptides cyclo-(trp-trp) and cyclo-(leu-tyr), and the sugar
rhamnose. Other substances are only identified by HPLC but not verified by LCMS. These
substances represent the two additional cyclic dipeptides cyclo-(ala-trp) and cyclo-(pro-tyr) as
well as the two deoxynucleosides 2'-deoxyadenosine and 2'-deoxythymidine. Each of these
substances is reported as photobiont/algal exudate for the first time.

According to the obtained results it cannot be clearly concluded if these substances have an
influence on the recognition mechanisms of the F. bracteata mycobiont in the lichenization
process. In additional culture experiments with the application of the identified substances
some of them influence mycobiont germination and germ tube formation. Due to the fact that
none of the substances is able to omit the growth arrest in the applied concentrations, no
further morphological response can be observed. Therefore, none of the four substances can
cause the morphological reactions on its own, which are observed in the pre-contact
interaction assays. However, some findings indicate that cyclo-(trp-trp) plays a role in the
signal transmission scheme mentioned above, while the inhibitory effect of indol-3-
carbaldehyde and rhamnose points to a regulatory function in symbiotic contact. Considering
the relevance of these substances for biont recognition no conclusions can be drawn yet.
Never-theless it becomes clear that recognition mechanisms are characterized by a high
degree of complexity.

It is already published that cyclic peptides are secondary metabolites in other lichen species.
The fact that such components can be formed by the photobiont on its own suggests that the
contribution of each lichen biont to the synthesis of secondary metabolites needs to be

examined to more detail.
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5.2.3 Results and Conclusions of the Expression Studies

The results of the expression studies by SSH demonstrate that gene expression changes
during specific biont contact — at least in the mycobiont of F. bracteata. Thirty-five contact-
specific up-regulated and 17 down-regulated cDNA-fragments can be identified. Out of 35 25
fragments are found one times while 10 fragments are found two to eleven times. The factors
of expressional up-regulation at biont contact range from 2.0 to 15.6 while the size of the
cDNA-fragments is between 41 and 196 bp. Nine out of 17 fragments are covered once five
fragments twice and three thrice. The factors of expressional down-regulation at biont contact
range from 2.0 to 39.9 while the size of the cDNA-fragments is between 41 and 137 bp. From
the 35 contact-specifically up-regulated cDNA-fragments only six fungal genes can be
identified by BLAST search whereas 29 up-regulated and none of the 17 down-regulated
cDNA-fragments shows any similarity to known database entries. Consequently, some
contact-specifically regulated genes could be unique in lichen bionts. Since there is only few
genetic database information available on lichen bionts, such genes have to remain
unidentified yet. This implies the possibility, that in the course of evolution lichen recognition
mechanisms and their constituting genes have evolved, but are not found in non-lichenizing
organisms.

None of the obtained sequences exhibits a higher similarity to plant-genes than to fungal
genes. This might indicate that the mycobiont is stronger affected by contact-triggered
changes in gene expression than the photobiont. Some authors hypothesize asymmetrical
evolution of both bionts in which the sexually reproducing mycobiont has greater capabilities
to adapt to the symbiotic state than the vegetatively reproducing photobiont (Hill 2009). If it
could be verified that the mycobiont’s genes are more submitted to differential expression,
these results could be regarded as a first hint on the correctness of this hypothesis.

Three out of the six identified genes code for a GTP-binding EsdC which regulates the early
sexual development of fungi, for a dTDP-binding 4,6-glucose-dehydratase and for an ATP-
sulfurylase. EsdC suppresses vegetative in favor of sexual reproduction. Since the lichen F.
bracteata forms apothecia early in its development but no vegetative propagules the
identification of this gene is very instructive even if the sexual development initiation is a
subsequent process to biont recognition. The enzyme glucose-dehydratase is essential for the
synthesis of rhamnose, which in turn plays an important role in recognition mechanisms of
many organisms. Rhamnose contributes to extracellular polysaccharide (i. e. mucilage)
mediated recognition as well as to lectins. This might also indicate a crucial role of rhamnose
in lichen recognition processes. Especially because it is also detected as a photobiont exudate.
Since ATP-sulfurylase activates sulfate to adenosine-5’-phosphosulfate can be concluded that
sulfur metabolism must be re-organized after successful biont contact in one or both partners.

The three remaining genes encode a FKBP-C-type peptidyl-prolyl-isomerase, the 60S
ribosomal protein L29 and an Ahal domain family protein. These three genes are important

for protein biosynthesis and protein folding as part of the ribosome as well as a chaperone or a
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co-chaperone. The ribosomal protein represents a non-essential part of ribosomes but also
seems to be involved in the regulation of fungal growth and developmental processes. The
peptidyl-prolyl-isomerase is a key chaperone and can be part of fungal growth regulation and
sexual development. The Ahal domain family protein is known as a co-chaperone of heat
shock protein 90. Considering the manifold differentiation processes during lichenization, the
up-regulation of these three genes can be explained by the need for intensive adaptation and
re-orientation of the mycobiont after specific contact. The adaptation to the symbiotic state
might require intense changes in protein biosynthesis and metabolic processes affecting the
respective gene expression. Although the three identified genes do not seem to be connected
to biont recognition they play vital roles in protein biosynthesis and folding. Hence, the
differentiation and growth processes initiated by biont contact could cause their elevated
expression.

The results presented in this study and obtained by investigations of the lichen Fulgensia
bracteata and its bionts provide a crucial starting point for further research on the molecular
basis of initial lichen recognition mechanisms as well as on transmitted signal molecules and

mycobiont morphogenesis.
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10 Anhang

10.1 Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien

Trebouxia Organic Medium ohne Glucose

NaCl 25,00 mg
CaCl; x 2H,0 25,00 mg
MgS0, x 7 H,0 75,00 mg
KNO; 500,00 mg
(NH,);HPO, 250,00 mg
H;BO; 11,42 mg
MnCl; x 4 H,0 1,44 mg
ZnS0, x 7 H,0 8,82 mg
NaMoO, x 2 H,0 0,84 mg
CuS0, x5 H,0 1,57 mg
Co(NO;), x H,0 0,49 mg
FeSO, x H,0 4,98 mg
Na,EDTA x 2 H,0 6,66 mg
Thiamin 10,00 mg
Biotin 1,00 mg
Cobalamin 0,20 mg
Nikotinsdure 0,10 mg
HEPES 715,00 mg
Proteosepepton 10,00 g

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen
auf pH 5,5 einstellen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Wasser-Agar

Agar 20,00 g

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.4: Wasser-Agar

Malt-Yeast-Extract-Agar mit 1% Sucrose

Malz-Extract 20,00 g
Hefe-Extract 2,009
Sucrose 10,00 g
Agar 20,00 g

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen
auf pH 5,6 einstellen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.1: Trebouxia Organic Medium ohne Glucose

Tab. A.5: Malt-Yeast-Extract-Agar mit 1% Sucrose

Trebouxia Organic Medium

TOM ohne Glucose, wie in Tabelle A.1
Glucose 10,00

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen
auf pH 5,5 einstellen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Malt-Yeast-Extract-Medium

Malz-Extract 20,00 g
Hefe-Extract 2,009

mit Aqua bidest. auf 1000 mi auffiillen
auf pH 5,6 einstellen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.2: Trebouxia Organic Medium

Tab. A.6: Malt-Yeast-Extract-Medium

Trebouxia Organic Medium-Agar

TOM ohne Glucose, wie in Tabelle A.1
Glucose 10,00 g
Agar 20,00

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen
auf pH 5,5 einstellen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Malt-Yeast-Extract-Medium mit 1% Sucrose

Malz-Extract 20,00 g
Hefe-Extract 2,009
Sucrose 10,00 g

mit Aqua bidest. auf 1000 mi auffiillen
auf pH 5,6 einstellen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.3: Trebouxia Organic Medium-Agar

Tab. A.7: Malt-Yeast-Extract-Medium mit 1%
Sucrose
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Luria-Broth-Medium mit Ampicillin

Soja-Trypton 10,00 g
Hefe-Extract 5,00
NaCl 500g

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen

auf pH 7,0 mit NaOH einstellen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

auf ca. 60 °C abkihlen lassen

2 ml Ampicillin-Lsg (50 mg/ml, sterilfiltriert) zugeben

Tab. A.8: Luria-Broth-Medium mit Ampicillin

Luria-Broth-Agar mit Ampicillin

Soja-Trypton 10,00
Hefe-Extract 5009
NaCl 5,00
Agar 15,00 g

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen

auf pH 7,0 mit NaOH einstellen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

auf ca. 60 °C abkiihlen lassen

2 ml Ampicillin-Lsg (50 mg/ml, sterilfiltriert) zugeben

SOC-Medium
Soja-Trypton 2,00g
Hefe-Extract 0,50g
NaCl (1M) 1,00 ml
KCI (1M) 0,25 mi

mit Aqua bidest. auf 100 ml auffillen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren
auf RT abkiihlen lassen

1 ml Mg**-Lésung* (2M, sterilfiltriert) zugeben

1 ml Glucose-Lésung (2M, sterilfiltriert) zugeben

Mg*-Lésung:

MgCI2 x 6 H20 20,33 g
MgS04 x 7 H20 24,65g
mit Aqua bidest. auf 100 ml auffillen
Tab. A.11: SOC-Medium

dYT / HMNF-Medium
Soja-Trypton 16,00 g
Hefe-Extract 10,00 g
NaCl 5,00g

Tab. A.9: Luria-Broth-Medium mit Ampicillin

Luria-Broth-Agar mit Amp, IPTG, X-Gal

Soja-Trypton 10,00 g
Hefe-Extract 5,009
NaCl 5009
Agar 15,00

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen

auf pH 7,0 mit NaOH einstellen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

auf ca. 60 °C abkiihlen lassen

2 ml Ampicillin-Lsg (50 mg/ml, sterilfiltriert) zugeben
0,5 mM IPTG zugeben

80 pg/ml X-Gal zugeben

Tab. A.10: Luria-Broth-Medium mit Ampicillin

mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen

auf pH 7,5 einstellen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

auf RT abkiihlen lassen

2 ml Ampicillin-Lsg (50 mg/ml, sterilfiltriert) zugeben
HMNF-Einfrierpuffer* (Endkonz. 1x) zugeben

HMNF-Einfrierpuffer (10x):
Teil 1:

MgSO, x 7 H,0 0,76 g
tri-Natriumcitrat 450g
(NH,).S0, 9,009
Glycerin 440,00 g
mit Aqua bidest. auf 800 ml auffiillen
Teil 2:

KH;PO, 18,00 g
K:HPO, 47,00 g

mit Aqua bidest. auf 200 ml auffiillen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren
danach zusammengeben

Tab. A.12: dYT / HMNF-Medium
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10.2 Zusammensetzung der verwendeten Losungen

DEPC-ddH,0

Aqua bidest.
Diethylpyrocarbonalt (DEPC)

1000,00 ml
0,01 ml

schitteln und liber Nacht bei RT inkubieren
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.13: DEPC-ddH,0

Ethanol-Lésung (80 %)

Ethanol, p. a. 80,00 ml
mit DEPC-ddH,0 auf 100 ml auffiillen
Tab. A.14: Ethanol-Losung
Na,EDTA-Losung (100 mM)
Na;EDTA 9,305g

mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 250 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.15: EDTA-L6sung (100 mM)

Tris-HCI-Lésung (1 M, pH 7,6)

Tris 30,30 g

mit HCI auf pH 7,6 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 250 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.16: Tris-HCI-Losung (pH 7,6)

MgCl,-Losung (100 mM)

MgCl, x 6 H,0 2,033 g

mit DEPC-ddH,0 auf 100 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.17: Magnesiumdichlorid-Losung

Natriumacetat-Lésung (3 M)

Natriumacetat 61,525

mit Essigsédure auf pH 5,0 einstellen
mit DEPC-ddH,O auf 500 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.18: Natriumacetat-Losung

H,0,-Losung (3 %)

H;0;, 30 % in H,0, konzentriert 100,00 ml

mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen

Tab. A.19: Wasserstoffperoxid-Losung

Na,EDTA-L6sung (500 mM)

Na,EDTA 9,305g

mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 50 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.20: EDTA-L6sung (500 mM)

Tris-HCI-Losung (1 M, pH 8,3)

Tris 12,120 g

mit HCI auf pH 8,3 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 100 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.21: Tris-HCI-Losung (pH 8,3)
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KCI-Losung (1 M)

KCI 7,455¢g

mit DEPC-ddH,0O auf 100 mi auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.22: Kaliumchlorid-Lésung

Formamid (deionisiert)

Formamid, p. a., 37 % 100,00 ml

mit 2 g Amberlite lonenaustauscher-Harz versetzen
fiir 1 h riihren und abfiltrieren

Tab. A.23: Deionisiertes Formamid

Na;HPO,-Losung (2 M)

NaHPO, 248,00

mit warmen DEPC-ddH,0 auf 900 ml auffiillen
bei RT mit 85 % H;PO, auf pH 7,2 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen

fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.24: di-Natriumhydrogenphosphat-Ldsung

Phenol/Chloroform-Losung
Phenol/TE-L6sung 250,00 ml
Chloroform 250,00 mi
zu gleichen Volumenteilen mischen

Tab. A.25: Phenol/Chloroform-Lsung
Phenol/TE-Lésung
Phenol, p. a., krist., 299,5 % 1000,00 g

durch Zugabe von TE-Puffer sittigen

Tab. A.26: Phenol/TE-Losung
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10.3 Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Natriumacetat-SDS-Puffer

Natriumacetat-Lsg, 3 M, pH 5,0 8,33 ml
Na,EDTA-Lsg, 100 mM 50,00 ml
SDs 5,00

mit DEPC-ddH,0 auf 500 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.27: Natriumacetat-SDS-Puffer

TBE-Gelektrophoresepuffer (10x)

Tris 108,00
Borséaure (H,BO;) 55,009
Na,EDTA 9,30 g

mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.28: TBE-Gelelektrophoresepuffer

Denaturierungspuffer

NaOH (0,5 M)
NaCl (1,5 M)

20,00 g
87,66 g

mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.29: Denaturierungspuffer

Waschpuffer 1

SSC-Puffer, 20x
SDS (wiv)

25,00 ml
10,00 g

mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen
filtrieren
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.30: Waschpuffer 1

TE-Puffer
Tris-HCI-Lsg, 1 M, pH 7,6 5,00 ml
Na,EDTA-Lsg, 100 mM 5,00 ml

mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
mit DEPC-ddH,O auf 500 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.31: Tris/EDTA-Puffer

MOPS-Puffer (10x)

MOPS 41,80
Natriumacetat 4109
Na,EDTA 3,72g

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen
mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.32: MOPS-Puffer

Neutralisierungsspuffer

Tris-HCI (0,5 M)
NaCl (1,5 M)

60,57 g
87,66 g

mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.33: Neutralisierungspuffer

Waschpuffer 2

SSC-Puffer, 20x
SDS (wiv)

25,00 ml
5,00 g

mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen
filtrieren
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren

Tab. A.34: Waschpuffer 2
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RNA-Gelladepuffer Hybridisierungspuffer
Formamid, deionisiert 3,10 mi Na,HPO,-Lsg, 2 M, pH 7,2
MOPS-Puffer, 10x 4,00 ml SDS (wiv)
Formaldehyd, 37 % 0,72 ml Na,EDTA
Glycerin 2,00 ml
Na,EDTA-Lsg, 500 mM, pH 8,0 0,82 ml mit DEPC-ddH;O auf 1000 ml auffiillen
Bromphenolblau-Lsg, gesattigt 0,02 mi filtrieren
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren
mit DEPC-ddH,0 auf 10 ml auffiillen
Tab. A.37: Hybridisierungspuffer

Tab. A.35: RNA-Gelladepuffer

PCR-Puffer (10x)
SSC-Puffer (20x)
KCl-Lsg, 1 M 5,00 ml
NaCl (3,0 M) 175,32 g MgCl,-Lsg, 100 mM 1,50 ml
tri-Natriumcitrat (0,3 M) 88,23 Tris-HCI-Lsg, 1 M, pH 8,3 1,00 ml
mit DEPC-ddH,0 auf 1000 ml auffiillen mit DEPC-ddH,O auf 10 ml auffiillen
fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklavieren
Tab. A.36: SSC-Puffer Tab. A.38: PCR-Puffer
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10.4 Dokumentation der Prakontakt-Interaktion

2

er nicht-lichenis

Abb. A2: Monospores ycel von F. bracteata nach 10 Tage unter Einfluss der niht-lichensierenden Alge
Myrmecia bisecta
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10.5 Strukturformeln identifizierter Photobionten-Exudate

H
o
o} o OH
AN CH,
N
H
Indol-3<arbaldehyd OH OH
Abb. A3: Strukturformel, L-Rhamnose
Indol-3-carbaldehyd Abb. A4: Strukturformel,
L(+)-Rhamnose
(o]
N 0
NH
HN NH
N HN
o
Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) o
Abb. AS5: Strukturformel, Cyclo-(leucyl-tyrosyl)
Cyclo-(tryptophanyl-tryptophanyl) Abb. A6: Strukturformel,
Cyclo-(leucyl-tyrosyl)
(o]
N 0
NH \
HN NH
N
(o]
Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) Fe)
Abb. A7: Strukturformel, Cyclo-(prolyl-tyrosyl)
Cyclo-(alanyl-tryptophanyl) Abb. A8: Strukturformel,
Cyclo-(prolyl-tyrosyl)
NH

N
</ | \)N H,C "
HO o N N/ | /&

HO o N (0]
HO
2'-Desoxyadenosin HO
Abb. A9: Strukturformel, 2'-Desoxythymidin
2’-Desoxyadenosin Abb. A10: Strukturformel,

2’-Desoxythymidin

OH

OH
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10.6 Sequenzen differenziell exprimierter cDONA-Fragmente

pun udpInm udpunyasd udzuanbag Jrp UdUIP Ur JUOTY AP 2qe3uy JW SUNIIUALIO-, ¢~ .G Ul () udZzudnbag 91121NSIYI0H :BGE'Y "qBL

*dq ur o8ueT 12aY!

DVYIOY DOOYYOIOOY VYIODVYOVVL LODIVDIDLD

dq gLl VVVYVYYIOVD DIDIIVOIVY DIVVOOIDDI VIVDIDDOVD VIVOVIOVOV DOVVOVIVOD VOVDIDOWYD DVVIVIILLO gl owverl
OY IDDOVVDLOD DIDIDOVLLID JIVWIIOVWYY DOOVVWVYYYL

dq zz| IVDDDIVYID DIOVIDIDOVY DYVIOVVYIL VYOVIOVOIDD IDDIIVVVYVY VOIVYYOODD I¥DOVIIOOL DOVVYYOIDLD OV L1 SV ElFL
D YOYYYDDIVD OV¥DOVOOVIY DDDVVYYILIOD

dq 111 DYYYDDDDDD ¥DLOOVOOVI VYODVODIOVYD VODDOVOVDD DOVOIDDVLIY VIIVYODIODD ¥DDDDODIVYD LIDIDDIDLD avL  g3ert
OYILODD DDLVYDODOVD DOVWDIIDLIV DLLODOYYILD
DOYOVDLOOVY DVYDDVYIIVIL DODOHLVILIIDD DVVIIIVOVL DILODYIDODD ¥DHIDIOVIOL ¥IDLVDIOVD IIODDLIDLLL

dq 961 DYDI¥DIO0D DHILIOVIDID VYVOLIOVYD DIDYDIILLID DODYIDIVOODI IHIIIOHIIVD DLDDDDVILD IVVIOVIVLIO 694k ZWHElFL 69 Bl
O¥ ILOVIVVYLVYOD DYVLOODVVILID VOVILLODOV

dq zLL ¥DDDOIOVIV VDIDDOVIOD DOVIIODDDY IVVOIOYIDD IVDIDILIOD VOVVIVOIVY VIVVVODOYD DODIIVOVID ZEE-L 01D L1 G4 1L

Lid ¥l

OYILOLLI DIDDLLYIYY DOVIDIVILD IDDL¥DDIDL IDDDDILOVOD LHDDDLIDIL WIIVYVOVOL oLd +-1 6d ¥ 8d ¥-L

dq 2¢1 LYDVLOVYOL IVDDOLODOY DODDIDDLIVY DHOIOIVIDDD ILODIODLODLL YOVDDOLODD DYVIIVOLOV ¥WOHLOODIVLD v -1 83 qi-L 83 ej-L

88 651 94 €1

€3¢l olagl cace-l

dg gz O¥I DIIODIODII YIVYDOVYDOIL VYOIODIODDIVD DIDILOHDODI I¥DHDHIHOIOI IDLIVOOVYY DVDIIVOVID €dZ-l 21021 6dEr-l

SH S} LH 2L

OYLOYIL 8d -1 31 894ari

LIVOLLLOOL HYYDIOVOLLI DOLLIDIODLL IDVLLIOWYD DDDDVDIVVD IVDVYDOYYDD IJLOVYDIIDD DOYYIVYDIID g qi-L 1a qi-L 6v ai-L

an 191 O¥DDLIVDVD ¥DDDWVLOWYD DODVDIDVLY DDOVOVDVOL IVDIVDILIOVD DLDDIVDOVD LIDILIDVIVD DVDLOYOVLD 89 El-| 14 el-L 6vY el-L

abuen BuniapuauQ-,g-,S ul (1) uszuanbag ausinbaiyosoH (a)uory
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pun udpInM udpunyos udzuonbog A1p USUIP uI JUO[Y JOP 2qe3UY W SUNIANUALIO-, ¢-.S Ul (]]) udzudnbag a121NSAUYI0H :qe€°V "qB L

"dq ur o3ueT J01Y!1

OYILIOLL DVIOVIOYDD

nn 96 DLIVLDIOVL DIDOVWYODIY DDDOVOLODD YIODVIILIDLIVY DDOVYDILVID VYILIOLLIVOYD DOLODLIVID DODLOYIOVLD crazl €2

dq #9 OV¥I9 ¥IHOVDDDDI OVIVVLILLIO DIDIVVYOOY VVOODLIOLL YIVVIVOLOL ODIDIIOVLID 6aZl 2T
OY¥DVVDIDD DLLLLLOLIY DIDDLIDOVLL ¥DILIDIVDIVD

dg gLl LILDILIDLIVYD LOLYOVVIVY IDDIVODLID IVWOWDIDDOV DOHVYDOVIOVD DHIOVVIOVOV ¥WODDIDIILD ILOVIVIIVLO 9az-l 4

dq 62 OYILOVOIVY VOUILVIVODD YOODDDOVLLI YIVOWOVOWVL ODVLOVWDDODD DJIWVVDIIOD IVDLOVIVYLI VOVOIVOVID cazlk 02

dq 62 OYIDIVOLD ILVLLVLOVIOL YIOVIOLLLD 9DI9DIDIOVL DHVILOLOLOIY IWYILIDDDIDD IDHODILVIVLD LLIVYIIOVIO ¢azl 6l

dges OWY D9DIVOVIVI IIDDILIOID IIVWODIIODD IWOIWDDDID DOIOVVWOID DOVVDDIIODY OVIVOVOIVID ZWHIL 8l
DY LDIDYDD DDLY¥DIDDDDIL DIVIDIOVOL DYOLILODDDIDD DUVWOUYVYOVILD DVYDDIIDLIDD LLIVDLLOLD

dq gy IHLIIDLIOI DIIDIOOIIV IIDITIOVID DIDILOOIVD IDLIOVVVIY DOVIDIODVD IIVIOVDIVY DOVYVIOVIO OLH I-L L1

nn €9 O¥I DLOVVLOODLID DY¥DVYDLILIODVY DLVVDLOOLD DIVLIIDLYD DV¥DLILWIIDD DIIVVIVILO oL 91
O¥L DIOVILIVIODD VYOVYLODLLIY

n,_n €01 DINVDOYYOYD DIVDLIVIIDD DILIV¥DIIDLYIV VWYVLLLODOY LIWDDWDILIVWIV DLYIDOVOWDD WODVIVIVYD LYYYLIODWLD ¢d -l Gl

dq z2 OV DDLODIVOID DIVYOOIDIVY DOLOLLIOODD VIWDOVODOV ¥OOVVOOIVL IOVVIDIVLD DYOVIVOVID ZOLL ¥l
OV ILDLLLD DIJOVWVYODLLYD IIDDIVOLLY DLLOLLIIDDL ¥DIDDLLODIY JDLOVILLIDD DLODDYOVLIY DIDIVIDVID

dq ggL YYIOVYOOYOD VOIDIVIOLY IV¥DOVYODDDD ILLDDVOVYVYD DOVIODLOLI HDHYVWILODDLYD DLLIVIDLLY DLYYIDIVLO Lo L €L

nn 89 OV ILDLDLL DV¥DIVLOLYI IOVIVOLODL DOVLLLIDOL DVVDOVILIOVD LOLOLIVILD IVLLLODWLD v il Zi

dq gg OYIOL D¥DDODOLID LOVWWIDLILY DYVYOLLLLIOD JIVDLIDOLLY ¥OLODLIOWIL ¥IDOLIDOWY ILW¥ODIWLIOVW DOVLLLOVLIO 0L3 el-L LL
OVISIO DOVYOOVIID WYOIODVWID VIOWOVOWOI DOVOLOOVYD DIDDDIDIVY DOIDDDILIOD ¥OIDIOHIIOL

dq 951 DOIDIVIIDL I¥DDIOVIVD IIVDDIVOLLI DIDDDIOVIY IVDDDVIONI DDOVYIODOOY ¥IDDOHIHIDD OV¥DIIIVIO ¢3e-L ol
OY¥IDL LIDYDDDDIO

dq 66 LYDDOVODLD LIDLOLLVOY ¥ODDDLOLVY ODVLIVYILIY YYOVWDILVOV DHVIVODDLIY DLOVYVILVD VYOOVDIVLIO 1O el-L 6

abue BuniapuauQ-,g-.5 ul (I1) uszuaenbag auainBalysoy (duoy #
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uopInm uapunjasd uozudnbag Jrp uduUp ur JUOY JOp AqeIuy Nw SUNIdNUILIN-, €-.S Ul (T[]) Uozudnbag 9101 NIAIYI0H I6€°V "qBL

*dq ur a3ueT 101yI pun

OV IDLYIYVYOL YDDIOWYOLYD OVYIDDVIVD DLLODIDYDD I¥DOVYOVOL ¥ODIVILODL

dq zyL ID9DDDDODLD DVYIVVOOWY DLODDLOVYD IVILOLYDDL DIDIVOVIYD DLODDIVOLD DIOVYIVODL DHDIDOYIVID s39-1 It

dq ¢ OVl DYHODIVDOY ¥OHYDODIDDIV DIDOVWVWOIIOW LOVYDIOVID €491 9t

dg 2 OYID VYDVIVYIVYY DDVYOLYYYD YYYDIDIOLI YIVDVYOYDD VYWYIDVYYY DDODIYOHDYY DOVIVDOILILD V9L SE
OYIDILOOY DOLVIDDIOVY

dq 66 VYDDIOVYYD DIDDODIOYD DDLOOVVYIIVY VVYLIOVVVYD DILIOVIOVIL ¥DDOVVDILDD DOVIDIILOD VOVLVIIVIO 6361 Ve
OY¥DDIDL ¥DOYDIVIOL IYYOYDDILD DHIVDIVIODD WYVYDVYOYYD DHOIDIIVOYY

dq gelL DLOIDYOVYD DOVIVIODILOD YIOYIVIOIOY YOUYDIVOOVD I¥DIVIODIL ¥DD9DDIDDL DIOVIDIDIVD OVODIVOVID vas-l gg

dq g9 OVIOIL VIIVDDLIVD IDHDDDDLIODI IVDHOVVOYDD IVDIVOVYYY DIVOIODLIVD DVIDIVOVID Al e
OYIOY YYDYDIYODL

dq g6 LO9DIVOOOY DYDDVLLIOD YYYVYOVDLIYD IDOVYOVVYD YILOYVODLLD HYYVYIDIODL IDVVIIVIOLO VIVDDIOVIOD 89 ¢l I

dq gg OVIO9 DLIDVIVOOIL VOVILIOOID LLDLLIIODL WILDIDILODD WOIVOIIVIOD olael o€

dq g8 OYDOYVYL DLOIOLLIODD IDVIOVYDILD IDLILIYIOY HYYDIDDOYD IDIOIOIVOL ¥DIDIOIVYY DDIVYDDIVY OYDYIYIVIO 93¢l 62
OV 9DIDODVDID DVDIIDDVYDD DOI¥DIVDDD

dq gLl LIDLLIOLLDD YIDVVVYDOW IIOVYIOVODDD VVLIVOIVIDD ILILODIODDIY DIVILIDLIL LIDOVDHILOD LV¥YIDIDVID lael sz

dg 1y D YIHYDYDIOYD IDLIVOIVOD ¥IOYDIDLDD LYDDIVIVIO [K: Kl N 4

dq gg OVl DYVDDOLODI VOLIDDOVYY YDIVIDVDVL DIVVOILIOIV IDIVVYIIVLO 6HZ-L 92
OYIOID DLLYDYOIID DOVDOLIYDOVY DDIDYIILYD
DIDDOYYYDD IIDDOLIOVY DILIODIOID YYDIDDOVDL VDLOVYVYOVY DOOVOIDDIL ¥DHDIYOVYIOY DIDIDDIIDL

dq g6L DOYIVLOLYD HLIODDIDYIY IDDD¥DLODL DDIDIOOVOL HLIDDVDLILD HYYOIVYIDD DLIDDIDDNDD LYIDIDIIVID gEHEZ L ST

dqg g9 OVl 9HLLIVOVLEL IIDIVWILIVI DIDVOIDIVD LVDVILLOLY DIDILVIVOLL LIOIDILIDLD U] = A T 4

abuen BuniapuauQ-,g-.S ul (II1) uazuanbag apualnbaiysoH (dJuoiy #
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pun USpINM uUopunyos uszuanbog Ip udUAP Ul SUO[Y JOp 2qeIuy W FUNINUALIO-, €- .S Ul UdZUINbag 9111 NToLIUNIOH PGE’V "qRBL

*dq ur o3ueT J01U1

dq zg DY IDIVYOVYOWY VDODIOVIOIY ¥DDVOVYDDY DIDDIDDDVY YDDVIVIODY IODDVVWOVID DVIVOIVIVD IVDVIDOVID ]azz Ll

dq g8 OYIHIVOL VIDDDIHIOD IOVINDOIOL DOIINDDOOD DIODIDNLLD DODIDIHIOD DODIWIIOLD IVIDIDLLID DVIWOIDOVIO La-z 9l

dq Ly D VYIDDIOYDYD DOVDIVIIOD ¥DDDIDOYDD ¥YDLIDDVID a1z Sl
OVl 9OIVVVVIVL

dq g6 VIVIVIOLOD VOVOIVYOWI OVVODIOODD DOVOHOIIDOV VVVYOIIVOWDD DVOHIOVYOIV VVYOIVWOVDL DHIVDIIOVID g3al-z ¥l
D VIOIDDDIDD ¥ODDILOLIVY IHIDYDOVID ¥ILLIDDIVD

dq 12Z1 I¥IIYOIYDY DIIVYDDDID DODYIDIOYD IOVYODYOVD IDIDYIDIDL OVIVIHOODD IDDIVYIIOY DLLOVYOVIO IHEe-Z ¢l
D VIHIHODIVI HVHIIVIOOL VOVVIVIDIV VVOVOWDLIV IVVIIVOOOY

dq 1§} IV¥DIVOYDD LODDOVYOVD IOVODIVOVY DIODDIIIOVD DVVDIDDIVD DODIDOVWYD VIILLLIODDD DIVDIOOVID 6D E-Z 2L

dq zg O¥ IDIVIDINID IDDIDIDOIYD HIDDIDDLIV DIIIVOVYYI VIVIVILOYD DIDIDIVOID DOHIVOYIVDD IDDDVIOVID 9 Ll
OYIDOYYID YIDYIIVODD WWVILYYODD

dq g0l SIHVIVOYOY VOILIVYIOW DIVIIOVYYD SVIOIOIOOL IIIDDIVIDL IVDDIIIYDD ¥IYILOOODI HILOLIOVID 94eB-Z 0l

dq 29 D¥IDIDL DVVIIILOVI DDIDIVOIDLID IVIVOVOLLIL DIIVIVODID IDVIDIVDIV IIDDVIOVID 80E-Z 6
OVIDIVY YDOVYOVDDD LIVODIODIOD DVDIONDIIOD DIIIVIOVYD DHYVWIIVIOD

dq 281 VYOLVYOYDOLL IOIDIIOVYY DVODIVYYIY VOVOIDDDDD DOVOVOVLYL VOIOIYOYDD DOVOUDLLID OYLYDIOVID IHZ 689 8

dq 08 OYIDIVYYDD IVOVILLOVD DOIVIVIVIL DVIIIDDIVD IDDOIIOVYD DDYIDIDOYD DYIIIDIODD IDLIDVIVID IHel-Z goe-z L

dq gz OVIHIVOL DIVVVIOLLII VOVIDDDIOW LYOVIOVWOOW DODIVIOWYY DVVYOIVWOVOW IDIDVOVOLI ¥DILWODIVIO vde-z  zdelz 9
D YIOVDOVIIY

dq 16 DDYIDDIIOVY VDDIDIDDYD DOVVOIDIDOHID IHDHIVIVIDD ¥IDIIDIODI VIDIIDIDIY IDIDDIIDOV IDVILIOVIO ggel-z o9ge-Z

dq zg O¥ ISVIDDOVDD IVIODIVOOOW DIVOVOVIOIL OVVIVIVIVI IIOIVVYOLY VOOVIOVIOL DOVOVDOVOY IVWODIVOWID zae-z €9E-Z ¥
DYIDYIDIOY IOYDYIVILO

dq 001 LIVDIDIODI DODOVIVDVYDL VDIIIVDOWI HVOVODILLID DIIIIODDDI VIDDVIVIOV WOWIIDILIL DDVWODIOVID 64412 64Bl-Z €4B-Z €

dq 62 DVIHIVOVY DIDVIDOIOD VIDIIIVIOL DIVVYOODIOLD ¥DDDDDODLOL VOOVDIOWDID IVIOVOVVOV IVIOIVOVID gLDel-Z LIB-Z vIelZ ¢

dqg 68 OVISL D9DIIIOLOD DDOVIVOIOY IVOIDDOVID VIVOOIDLID DODIDIDINY DDDIIDIVIV DOYDLIVOIO VIOWOWOWID 9322 €3IB-Z  6VEerZ |

abue BuniapuauQ-,g-,6 ul uazuanbag apainbauajuniay (e)uoy #
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10.6.1 Prolyl-Peptidyl-lsomerase

Klone: 1-4 A2, 1-4 F8, 1-4 F9, 1-4 F10, 1-4 F11, 1-la E8, 1-1b-E8
Fragmentlinge: 147 bp
Nachweis mit: blastn (nr/nt), blastx, tblastx, blastp (frame 3)

Beste identifizierbare Treffer der einzelnen Such-Algorithmen:

blastn (nr/nt) Identitét: FPR3 = FKBP-70; Fpr3p
Organismus: Saccharomyces cerevisiae, Genomic, 2943 nt
Referenz: gb|S73876.1]
Lange: 2943
Score: 68.0 bits (74)
E-Value: 1,00E-08
Identities: 51/60 (85%)
Gaps: 0/60 (0%)
Strand: Plus/Plus
Query 6 GGTGAAGTGATCAAGGGCTGGGACATTGGTGTGGTCGGCATGTCGATTGGCGGCGAGCGT 65

Frrrrerr rerer reerrerrrrrrererr o rer rrrer et et
Sbjct 2581 GGTGAAGTTATCAAAGGCTGGGACATTGGTGTTGCCGGTATGTCTGTTGGTGGCGAACGT 2640

blastx Identitét: FK506-binding nuclear protein; Fpr3p
Organismus: Saccharomyces cerevisiae RM11-1a
Referenz: gblEDV11435.1]
Lange: 408
Score: 47.0 bits (110)
E-Value: 7,00E-04
Identities: 20/22 (90%)
Positives: 21/22 (95%)
Gaps: 0/22 (0%)
Query 6 GEVIKGWDIGVVGMSIGGERRI 71

GEVIKGWDIGV GMS+GGERRI
Sbjct 354 GEVIKGWDIGVAGMSVGGERRI 375

tblastx Identitét: FKBP-type peptidyl-prolyl isomerase, putative, mRNA
Organismus: Aspergillus flavus NRRL3357
Referenz: refl XM 002381972.1|
Lange: 1413
Score: 53.3 bits (110)
E-Value: 1,00E-05
Identities: 19/24 (79%)
Positives: 22/24 (91%)
Gaps: 0/24 (0%)
Query 6 GEVIKGWDIGVVGMSIGGERRIEV 77

GEVIKGWDIGV GM++GGERRI +
Sbjct 1249 GEVIKGWDIGVAGMAVGGERRISI 1320
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blastp (frame 3) Identitdt: proline rotamase

Organismus: Saccharomyces cerevisiae
Referenz: gb|AAB04165.1|

Lange: 413

Score: 49.3 bits (116)

E-Value: 1,00E-04

Identities: 20/22 (90%)

Positives: 21/22 (95%)

Gaps: 0/22 (0%)

GEVIKGWDIGVVGMSIGGERRI 23
GEVIKGWDIGV GMS+GGERRI
Sbjct 359 GEVIKGWDIGVAGMSVGGERRI 380

Query 2

# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer
2 el SRS SRR 1,00E-04 49.3 AAB04165.1
cerevisiae
3 peptidyl-prolyl isomerase Sacchan?ryyces 1,00E-04 493 EDNB4321.1
cerevisiae
5 . Fprsp Saccharomyces 100E04 493 NP_013637.1
peptidyl-prelyl cis-trans isomerase cerevisiae -
FK506-binding nuclear protein Saccharomyces v
E with FKBP_C domain cerevisiae s L 2R
. Fprdp Saccharomyces 300E-04 481 EEU06193.1
peptidyl-prelyl cis-trans isomerase cerevisiae
8 KLTHOD16764p Lachancea 300E-04  48.1 XP_002553435.1
thermotolerans -
9 FKBP proline rotamase Sacchan?ryyces 3,00E-04 48.1 EDN59346.1
cerevisiae
12 . Fprdp = 300E-04  48.1 NP_013554.1
peptidyl-prelyl cis-trans isomerase cerevisiae
13 Pcl2g11330 LICIEIT 300E-04 481 XP_002557951.1
chrysogenum
hypothet. protein NECHADRAFT _74694 Nectria Y
& with FKBP_C domain haematococca el = i BRI
# Konservierte Doméne eines Proteins E-Value Multi-Dom. Pssmid
1 pfam00254, FKBP_C, FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1,00E-04 nein 144003

Tab. A.40a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastp (Leseraster 3, a, oben) und der Suche
nach konservierten Doménen (b, unten): Die besten Treffer (ohne ,,hypothetical” ,predicted* und ,unknown®)
werden u. a. mit ihrem Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als Mall fir die Zufilligkeit dieser
Ubereinstimmung, und ihrer Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete
Identifikation unterstiitzen, sind grau unterlegt. Alle konkret bezeichneten Treffer sprechen fiir eine Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerase mit einer funktionalen Domédne vom Typ FKBP_C. Diese Domine wird auch als
konservierte Doméne in dem cDNA-Fragment identifiziert.
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10.6.2 GTP-bindendes EsdC

Klone: 1-1a G9, 1-1b G9, 1-la H12 (1-2 H3)
Fragmentlinge: 196 bp
Nachweis mit: blastn (nr/nt), tblastx (nr/nt rc), blastx

Beste identifizierbare Treffer der einzelnen Such-Algorithmen:

blastn (nr/nt) Identitat: sexual development protein EsdC
Organismus: Aspergillus clavatus NRRL 1, putative, partial mRNA
Referenz: ref|l XM _001272353.1]
Léange: 786
Score: 60.8 bits (66)
E-Value: 2,00E-06
Identities: 53/66 (80%),
Gaps: 0/66 (0%)
Strand: Plus/Plus

Query 131 CGCTATGGCGTCACCAGGAGAGGTGACAGGGTCAAGCTTGATTGCGGAGGCAGCCGATGC 190

RN N N R R RN
Sbjct 616 CGCTATGGCATCACTCGCAAGGGTGACCGCGTCAAGCTCGACTGCGGCGGTAGCCGATGC 675

Query 191 GGGTAC 196

NN
Sbjct 676 GGCTAC 681

tblastx (nr/nt)  Identitit: GTP-binding protein EsdC, mRNA
Organismus: Talaromyces stipitatus ATCC 10500
Referenz: ref]XM_002488266.1|
Léange: 1932
Score: 68.9 bits (144)
E-Value: 4,00E-10
Identities: 23/26 (88%)
Positives: 25/26 (96%)
Gaps: 0/26 (0%)

Query 119 CRCNRYGVTRRGDRVKLDCGGSRCGY 196
CRC RYG+TR+GDRVKLDCGGSRCGY
Sbjct 972 CRCERYGITRKGDRVKLDCGGSRCGY 1049

blastp (frame 2) Identitit: esdC
Organismus: Aspergillus parasiticus
Referenz: gb|ACN41349.1]
Léange: 265
Score: 58.9 bits (141)
E-Value: 2,00E-07
Identities: 26/34 (76%)
Positives: 29/34 (85%)
Gaps: 3/34 (8%)

Query 32 DPSSGSGSCRCNRYGVTRRGDRVKLDCGGSRCGY 65
DP+S CRC RYG+TR+GDRVKLDCGGSRCGY
Sbjct 201 DPAS---VCRCERYGITRKGDRVKLDCGGSRCGY 231

Identitét: GTP-binding protein EsdC
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Organismus: Aspergillus fumigatus Af293
Referenz: ref|lXP_746739.1]
Lange: 261
Score: 57.8 bits (138),
E-Value: 4,00E-07
Identities: 23/26 (88%),
Positives: 25/26 (96%),
Gaps: 0/26 (0%)
Query 40 CRCNRYGVTRRGDRVKLDCGGSRCGY 65
CRC RYG+TR+GDRVKLDCGGSRCGY
Sbjct 202 CRCERYGITRKGDRVKLDCGGSRCGY 227
# Beschreibung Herkunfts- E-Value Maximum Query Referenz-
Organismus Identity Coverage nummer
sexual development protein EsdC, Aspergillus
1 putative, partial mRNA clavatus 2,00E-06 80% 33% XM_001272353.1
7 GTP-binding protein EsdC, Aspergillus 1.00E-03 58% 55% XM 00238062714
mRNA flavus : - :
9 contig An12c0030, Aspergillus 1.00E-03 76% 36% AM270260.1
complete genome niger ' ’
10 Ll Aspergillus 4,00E-03 67% 65% FJB66347.1
complete cds parasiticus
12 cDNA, contig sequence: AcEST2557 Aspergillus 4.00E-03 67% 65% AB225702.1
oryzae ' ° ° ’
13 RIB40 DNA, SC038 Aspergillus 4,00E-03 67% 65% AP007169.1
oryzae
GTP-binding protein EsdC, Aspergillus
14 partial MRNA e 4,00E-03 76% 33% XM_741646.1
GTP-binding protein EsdC, Penicillium
16 mRNA mamefiai 0.015 75% 33% XM_0021531086.1
18 GTP-binding protein EsdC, mRNA Pyrenophora 0.053 799% 40% XM 0019348521
tritici-repentis ) - i
sexual development protein EsdC, Neosartorya
19 putative, partial mRNA facheri 0.053 75% 33% XM_001262829.1

Tab. A.41: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastn (nr/nt): Die besten Treffer (ohne
Shypothetical” ,predicted” und ,,unknown*) werden u. a. mit ihrem Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als
MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am
wahrscheinlichsten erachtete Identifikation unterstiitzen, sind grau unterlegt. Alle konkret bezeichneten Treffer

sprechen fiir eine EsdC, als Gen der frithen ascomycetischen Sexualentwicklung.
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10.6.3 60S Ribosomales Protein L29, Rpl29

1-la A3, 1-1 A10
122 bp
blastn (nr/nt), blastx, tblastx, blastp (frame 1)

Klone:
Fragmentlinge:
Nachweis mit:

Beste identifizierbare Treffer der einzelnen Such-Algorithmen:

blastn (nr/nt) Identitét: 60S ribosomal protein L29, putative, mRNA
Organismus: Penicillium marneffei ATCC 18224
Referenz: refl XM 002149865.1|
Lange: 1572
Score: 105 bits (116)
E-Value: 4,00E-20
Identities: 90/111 (81%)
Gaps: 0/111 (0%)
Strand: Plus/Plus
Query 12  CGTCACGATGGCCAAATCAAAAAATTCCTCCCAGCACAATCAAAGCAAGAAGGCGCACCG
FEEEE Frrrrrrer ot te rrrrreer e rrrrrrr e e et e
Sbjct 68  CGTCAAGATGGCCAAGTCCAAGAACTCGTCTCAGCACAACCAGAGCAAGAAGGCTCACCG
Query 72  CAACGGCATTAAAAAACCCAAAACCCACCGTTACCCGTCCCTCAAGGGTAC 122
L e e et e O O O O O
Sbjct 128 TAACGGTATCAAGAAGCCCAAGACCTACCGTTACCCTTCCTTGAAGGGAAC 178
blastx (nr/nt) Identitat: 60S ribosomal protein L29, putative
Organismus: Aspergillus flavus NRRL3357
Referenz: ref|]XP_002372940.1]
Lange: 280
Score: 45 .4 bits (106)
E-Value: 2,00E-03
Identities: 19/19 (100%)
Positives: 19/19 (100%)
Gaps: 0/19 (0%)
Query 64  AHRNGIKKPKTHRYPSLKG 120
AHRNGIKKPKTHRYPSLKG
Sbjct 16  AHRNGIKKPKTHRYPSLKG 34
tblastx Identitét: 60S ribosomal protein L29, putative, mRNA
Organismus: Talaromyces stipitatus ATCC 10500
Referenz: refl XM 002484316.1|
Lange: 404
Score: 59.7 bits (124)
E-Value: 2,00E-07
Identities: 27/37 (72%)
Positives: 31/37 (83%)
Gaps: 0/37 (0%)
Query 122 VPLRDG*RWVLGFLMPLRCAFLL*LCWEEFFDLAIVT 12
VP +DG*R VLGFL+PLR AFLL LC +EF DLAT+T
Sbjct 148 VPFKDG*R*VLGFLIPLR*AFLLWLC*DEFLDLAILT 38

blastp (frame 1) Identitdt:

60S ribosomal protein L29, putative

Organismus: Coccidioides posadasii C735 delta SOWgp
Referenz: gb|[EER29360.1]
Lénge: 65
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blastp (frame 1) Score: 107 bits (246)
E-Value: 2,00E-22
Identities: 33/34 (97%)
Positives: 34/34 (100%)
Gaps: 0/34 (0%)

Query 7 MAKSKNSSQHNQSKKAHRNGIKKPKTHRYPSLKG 40
MAKSKNSSQHNQ+KKAHRNGIKKPKTHRYPSLKG
Sbjct 1 MAKSKNSSQHNONKKAHRNGIKKPKTHRYPSLKG 34

# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer

# Beschreibung Herkunfts- E-Value Score Referenz-
Organismus nummer

Tab. A.42a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen tblastx (a, oben) und blastx (b, unten): Die
besten Treffer (ohne ,,hypothetical® ,predicted” und ,unknown®) werden u. a. mit ihrem Herkunftsorganismus,
ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufilligkeit dieser Ubereinstimmung, und ihrer Referenznummer dargestellt.
Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete Identifikation unterstiitzen, sind grau unterlegt. Alle konkret
bezeichneten Treffer sprechen fiir das 60S Ribosomale Protein L.29.
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10.6.4 Protein der Aha1-Domanenfamilie

Klon: 1-2 D9
Fragmentlinge: 64 bp
Nachweis mit: blastn (nr/nt), tblastx, blastp (frame 2 rc)

Beste identifizierbare Treffer der einzelnen Such-Algorithmen:

blastn (nr/nt) Identitét: Ahaldomain family protein
Organismus: Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP
Referenz: reflXM_001932709.1|
Léange: 1284
Score: 48 bits (24)
E-Value: 6,00E-03
Identities: 48/56 (85%)
Gaps: 0/56 (0%)
Strand: Plus/Plus

Query 996 GATCAGTACTACGTTCGTAGCATAAAGACCACGTTCGGTTTTGGGACCGTGCTATA 1051

RN R R R R e R R R R R
Sbjct 1078 GATCAGTACTATGTTCGCAGCATCAAGACCACATTTGGATTTGGCACAGTGCTATA 1133

tblastx Identitat: Ahaldomain family protein, mRNA
Organismus: Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP
Referenz: reflXM_001932709.1|
Léange: 1284
Score: 40.9 bits (83)
E-Value: 7,60E-02
Identities: 16/17 (94%)
Positives: 17/17 (100%)
Gaps: 0/17 (0%)
Frame: -2/+1
Query 63 YYVRSIKTTFGFGTIL* 13
YYVRSIKTTFGFGT+L*

Sbjct 1084 YYVRSIKTTEFGFGTVL* 1134

blastp (frame 2) Identitit: Ahaldomain family protein
Organismus: Pyrenophora tritici-repentis Pt-1CBFP
Referenz: ref|]XP_001932744.1
Léange: 330
Score: 52.4 bits (116)
E-Value: 6,00E-06
Identities: 15/16 (93%)
Positives: 16/16 (100%)
Gaps: 0/16 (0%)
Query 1 YYVRSIKTTFGFGTIL 16
YYVRSIKTTFGFGT+L

Sbjct 315 YYVRSIKTTFGFGTVL 330
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10.6.5 dDTP-bindende 4,6-D-Glucose-Dehydratase

Klone: 1-5 E9
Fragmentlidnge: 99 bp
Nachweis mit: blastn (nr/nt und EST), tblastx, blastp (frame 2)

Beste identifizierbare Treffer der einzelnen Such-Algorithmen:

blastn (nr/nt) Identitét: dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase
Organismus: Pyrenophora tritici-repentis, Pt-1C-BFP
Referenz: refl XM _001938007.1|
Lange: 1230
Score: 80.6 bits (88)
E-Value: 1,00E-12
Identities: 76/97 (78%)
Gaps: 0/32 (0%)
Strand: Plus/Minus
Query 1 GTACCATAGACGTTGGTAGCCGTGAAGCCATAGGAGTTCCCAAAACTTAAATCAACGTGC 60

LErE e e R e
Sbjct 488 GTTCCGTAAACGTTCGTGTTCGTGAATTCGTACGAGTTGCCAAAGCTAAGGTCGACGTGC 429

Query 61 GACTGCGCTGCAAAGTGGAAAACGGTATCGACCTTGT 97

FErrrrrrrrrrr e et rer e el
Sbjct 428 GATTGCGCTGCAAAGTGGAAAATGGTGTCGATCTTGT 392

tblastx (nr/nt)  Identitit: dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase
Organismus: Pyrenophora tritici-repentis, Pt-1C-BFP
Referenz: reflXM_001938007.1|
Léange: 1230
Score: 72.1 bits (151)
E-Value: 3,00E-11
Identities: 27/32 (84%)
Positives: 30/32 (93%)
Gaps: 0/32 (0%)

Query 98 YKVDTVFHFAAQSHVDLSFGNSYGFTATNVYG 3
+K+DT+FHFAAQSHVDLSEGNSY FT TNVYG
Sbjct 391 HKIDTIFHFAAQSHVDLSFGNSYEFTNTNVYG 486

blastp (frame 2) Identitit: dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase
Organismus: Verticillium albo-atrum
Referenz: gblEEY20676.1|
Lange: 414
Score: 94 4 bits (215)
E-Value: 1,00E-18
Identities: 29/32 (90%)
Positives: 30/32 (93%)
Gaps: 0/32 (0%)
Query 1 YKVDTVFHFAAQSHVDLSFGNSYGFTATNVYG 32

Y +DTVFHFAAQSHVDLSEGNSYGFEFT TNVYG
Sbjct 118 YNIDTVFHFAAQSHVDLSEGNSYGEFTHTNVYG 149
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# Beschreibung Herkunfts- E-Value Maximum Query Referenz-
Organismus Identity Coverage nummer
70-15 hypothetical protein, Magnaporthe ~ o o
1 (MGG _06324) partial mRNA oryzae 4,00E-18 81% 100% XM_369809.2
2 PH-1 hypgthetical protein, Gibberelia 9,00E-14 78% 100% XM _385643.1
partial mMRNA zZeae
dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase, Pyrenophora L
3 Pt.1C-BFP, mRNA e 1,00E-12 78% 97% XM_001938007 .1
4 hypothetical protein (GSTUMO00002048001), Tuber 4,00E-12 77% 98% XM_002839508.1
mRNA, complete melanosporum
CBS 148.51 hypothetical protein, Chaetomium 3 o o
5 (CHGG._03270) partial mRNA globosum 4,00E-11 76% 100% XM_001229785.1
DSM 880 hypothetical protein, Podospora ~ o o
6 (PODANSg5230) partial mMRNA anserina 2,00E-10 80% 78% XM_001908160.1
7 genomic DNA chrc?mosome 7, Pndos,?ora 2,00E-10 B80% 78% CU633900.1
supercontig 1 anserina
8 dTDP-D-glucoas 4,6-dehydratase, Ll 2,60E-01 70% 91% XM_002515314.1
putative, mMRNA communis
9 CBS 6054 hypothetlcal protein, Scheﬁers.gmyces 3,40E+00 100% 21% XM_001385887.1
partial mMRNA stipitis
10 CBS 6054 chromosome 6, Pichia 3,40E+00 100% 21% CPO00500.1
complete sequence stipitis
# Konservierte Domine eines Proteins E-Value Multi-Dom. Pssmld
1 TIGR01181, dTDp_gluc_dehyt, dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase 2,00E-05 ja 130249
2 COG1088, RfbB, dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase 3,00E-05 ja 31285
3 PRK10084, dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase, provisional 4,00E-03 ja 137677
4 PRK10217, dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase, provisional 5,00E-03 ja 137757

Tab. A.43a,b: Ergebnisse der BLAST-Suche mit den Algorithmen blastn (3, a, oben) und der Suche nach
konservierten Doménen (b, unten): Die besten Treffer (auch inklusive ,hypothetical® ,predicted” und
Hunknown®) werden u. a. mit ihrem Herkunftsorganismus, ihrem E-Value, als MaB fiir die Zufalligkeit dieser
Ubereinstimmung, und ihrer Referenznummer dargestellt. Treffer, die die als am wahrscheinlichsten erachtete
Identifikation unterstiitzen, sind grau unterlegt. Alle konkret bezeichneten Treffer sprechen fiir eine dDTP-4,6-
D-Glucose-Dehydratase mit einer funktionalen Doméne. Diese Doméne wird auch als konservierte Doméne in
dem cDNA-Fragment identifiziert (b).
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10 Anhang

10.6.6 ATP-Sulfurylase
Klone: 1-2 D2, 1-2 D5
Fragmentlidnge: 79 bp

Nachweis mit:

blastp (frame 1rc)

Beste identifizierbare Treffer der einzelnen Such-Algorithmen:

blastp (frame 1) Identitit: ATP sulfurylase
Organismus: Sclerotinia sclerotiorum 1980
Referenz: ref]XP_001594508.1]
Lange: 573
Score: 45.6 bits (100)
E-Value: 6,00E-04
Identities: 14/15 (93%)
Positives: 14/15 (93%)
Gaps: 0/15 (0%)
Query 1 VHQIILMLESAGLLD 15
VH IILMLESAGLLD
Sbjct 557 VHSIILMLESAGLLD 571
Identitét: sulfate adenylyltransferase
Organismus: Verticillium albo-atrum VaMs.102
Referenz: gb|EEY 15889.1]
Léange: 536
Score: 43.5 bits (95)
E-Value: 3,00E-03
Identities: 15/22 (68%)
Positives: 16/22 (72%)
Gaps: 5/22 (22%)
Query 1 VHQIILMLESAGLLDTYXGPRI 22
VHQIIL+LES GLLD RI
Sbjct 520 VHQIILLLESQGLLD-----RI 536

251



11 Verotfentlichungen

11 Veroffentlichungen

Ergebnisse aus dieser Promotionsarbeit sind bis jetzt veroffentlicht worden:

Substances exuded by lichen photobionts — are they important in the recognition
process?

Joachim MeeBen, Sieglinde Ott & Rainer Ebel

Vortrag

Deutsche Botanikertagung

Hamburg, Deutschland

3. bis 7. September 2007

Sekretierte Substanzen aus Flechten-Photobionten — Sind sie fiir die Partnererkennung
von Bedeutung?

Joachim MeeBen & Sieglinde Ott

Vortrag

Symposium der Diisseldorf Entrepreneur Foundation

Diisseldorf, Deutschland

22. Februar 2008

Pre-Contact Interactions of the Mycobiont of Fulgensia bracteata with Specific and
Unspecific Photobionts and a Non-Lichenising Alga

Joachim MeeBen & Sieglinde Ott

Vortrag

6th Congress of the International Symbiosis Society

Madison, Wisconsin, Vereinigte Staaten

9. bis 15. August 2009

Identification of six up-regulated genes by initial biont interaction studies of the lichen
Fulgensia bracteata

Joachim MeeBen & Sieglinde Ott

Poster

9" Interantional Mycological Congress

Edinburgh, Vereinigtes Konigreich

1. bis 6. August 2010

Substances exuded by lichen photobionts — are they important in the recognition
process?
Joachim MeeBen, Sieglinde Ott & Rainer Ebel

paper (in prep.)

Pre-Contact Interactions of the Mycobiont of Fulgensia bracteata with Specific and
Unspecific Photobionts and a Non-Lichenising Alga
Joachim MeeBen & Sieglinde Ott

paper (in prep.)

252



12 Eidesstattliche Erklarung

12 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklédre ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbststindig verfasst habe und
keine anderen, als die angebenen Hilfsmittel verwendet habe. Zitate aus der Literatur habe ich

durch Angabe der entsprechenden Quelle kenntlich gemacht.

Joachim Meefen
Wuppertal, im Oktober 2010

253



13 Danksagung

13 Danksagung

Ich mochte die hauseigenen Juristen der Heinrich-Heine-Universitit nur ungerne verwirren
und daher die obige Erkldarung auch in keinster Weise anzweifeln. Allerdings ist es natiirlich
ausgemachter Humbug, anzunehmen, dass ich die Fragestellungen dieser Arbeit ganz auf
mich allein gestellt auch nur ansatzweise hitte bearbeiten konnen. Viele Menschen haben mir
in den letzten Jahren geholfen und erfreulich oft hat es Spall gemacht, mit diesen freundlichen

Zeitgenossen zu arbeiten. IThnen allen mochte ich herzlich danken, als da wéren:

Frau Prof. Ott, die mir als Doktormutter dieses spannende, unkonventionelle und daher
leider ebenso komplizierte Thema zur Bearbeitung gegeben hat, und die mir so manches mal
mit gutem Rat und vor allem viel Zuspruch zur Seite stand. So hatte sie zum Beispiel genug
Zutrauen, mich in fremde Stddte und ferne Lander zu schicken, und mich zu zwingen, unsere
Forschungsergebnisse einer vermeintlich allzu kritischen Horde von Fachkollegen
vorzuwerfen. Nun ja, zu meiner groBen Uberraschung erwiesen sich diese aber nicht nur als
sehr interessiert, sondern auch als {iberaus freundlich und aufgeschlossen. Lektion gelernt!
Neben diesen und anderen, anfangs nicht ganz offensichtlichen ,,Nettigkeiten* hatte Frau Ott
allerdings von langer Hand geplant, ein weiteres Projekt mit mir zu verwirklichen. Dabei
handelte es sich nur oberflichlich betrachtet um die tiefergehende Erforschung der
Flechtensymbiose, sondern viel mehr um die signifikante Erhohung der Frustrationstoleranz
eines armen Kandidaten. Mit der Vergabe und der Bearbeitung genau dieses Themas ist ihr
das auch vollends gelungen. Jetzt hoffe ich nur instindig, dass sich diese neuerworbene

Féhigkeit auch moglichst bald auszahlt.

Herrn Prof. Jahns, der mein Interesse an Flechten auf der Norwegenexkursion 2002 geweckt
hat. Ohne ihn wiren Flechten fiir mich immer noch diese schmutzig-griinen
Kaugummiflecken auf Gehwegplatten und auch dariiber hinaus hat er mich so manches Mal

freundlich unterstiitzt.

Herrn Dr. Uwe J. Santoré, der mir in meiner Zeit an der Uni zu einem guten Freund
geworden ist und mir bis zu seinem viel zu frithen Ableben immer mit Rat, Tat und viel

Humor zur Seite gestanden hat.

Allen jetzigen und fritheren Mitarbeitern der AG Ott und der AG Baier, deren vollstindige
und namentliche Aufzihlung diesen Rahmen sprengen wiirde, oder mich zu einer Auswahl
zwingen wiirde, die wahrscheinlich vielen netten Menschen Unrecht tite. Sie haben mir
wihrend der letzten Jahre oft und hoffentlich auch gerne geholfen. Sei es nur, indem sie das

von mir heillos verstellte REM richteten, geduldig alle meine Fragen zum weiten Feld der

254



13 Danksagung

Molekularbiologie beantworteten, oder indem sie mir die — nicht nur fiir angehende
Wissenschaftler unvermeidliche — Wartezeit zwischen den Experimenten durch ihre
Gesellschaft versiifit haben.

Den Mitarbeitern des Institutes fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie, besonders
Julia Kjer, Annika Putz, PD Dr. Rainer Ebel und Prof. Dr. Peter Proksch, die mir die Nutzung
threr HPLC und LCMS fiir die Analyse der Photobiontenexudate ermdglicht haben und stetig

versucht haben, mir auch das geistige Riistzeug zu deren Versténdnis an die Hand zu geben.

Den Mitarbeitern des Alfred Wegner Institutes Bremerhaven, ganz besonders Katrin
Deigweiher und Dr. Magnus Lucassen, die mir geduldig die praktischen Aspekte der SSH am
Beispiel der CO,-konzentrationsabhingigen Genexpression arktischer und temperater
Aalmuttern beigebracht haben und mir eine schone und lehrreiche Zeit im herbstlich-

stiirmischen Bremerhaven ermdglichten.

Den Mitarbeitern des Institutes fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Pflanzen, und
dabei ganz besonders Dr. Karin Ernst und Monika Streubel, ohne deren Hilfe ich jetzt
wahrscheinlich immer noch wie der sprichwortliche Ochs” vorm Berge vor meinen

Hybridisierungsexperimenten sife.

Der Diisseldorf Entrepreneur Foundation und ganz besonders Herrn Prof. Riesner, der
FAZIT-Stiftung und auch dem Forschungsforderungsfond der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf. Alle drei Institutionen haben sich von mir beziehungsweise meiner Doktormutter
dazu tlberreden lassen, die Forschungen fiir diese Arbeit zu finanzieren. Sei es entweder
direkt durch groflziigige Sachmittel oder eher abstrakt iiber den Umweg meiner Miete und

meines Kithlschrankinhaltes.

Meinem Freund Marc, der sich auch noch lange nach Feierabend meinen Arger und meinen
Frust an so manchen Tagen geduldig anhorte und der es bestens verstanden hat, mich immer
wieder aufzubauen. Sein vor vielen Jahren begonnenes Projekt, mich in die Mysterien des
Computerzeitalters und der elektronischen Datenverarbeitung einzufiihren, hat zwar bis heute
noch nicht zu einem nenneswerten Erfolg gefiihrt. Allerdings bin ich zuversichtlich, dass uns

noch viele Jahre bleiben, um gemeinsam daran zu arbeiten.

Meiner Familie und meinen Freunden, die immer an meiner Seite standen, viel weniger
Zweifel hegten als ich, dass diese Arbeit irgendwann einmal fertig werden wiirde, und es sich
nie nehmen lieBen, mich auf die vielfdltigen Vorziige eines Lebens jenseits der Uni
hinzuweisen. So sehr mich diese Arbeit auch beschiftigt hat, es gibt Dinge, die wichtiger

sind.

255



13 Danksagung

Und zu guter Letzt mochte ich den beiden unfreundlichen Bullen danken, die mich in
irgendeiner Herbstnacht 2003 friedlich schlummernd auf einer nassen Parkbank weckten, und
auch Martin Brooks danken. Letzterer ist der Autor des wirklich lesenswerten Buches
,Drosophila — Die Erfolgsgeschichte der Fruchtfliege™ (fiir Interessierte: ISBN 3 489 00622
3), das mir durch einige schwere Stunden geholfen hat. Es hat mich sehr aufgebaut, zu
erfahren, dass man durchaus erfolgreich promovieren kann (und anschlieBend nicht als
Taxifahrer endet), wenn man in seiner Dissertation belegt, dass die Minnchen einer
stidwalisischen Strandmottenart bei der nichtlichen Partnersuche zwischen zwei und fiinf
Meter weit fliegen. Ohne zynisch klingen zu wollen: diese kleine Anekdote, die der Autor
selber mit einem Augenzwinkern erzihlt, hat mir oft genug geholfen, auftretende Probleme
wesentlich lockerer zu sehen, als es mir ansonsten entsprochen hétte. Motivation findet sich

oft an den unwahrscheinlichsten Orten.

256



