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Zusammenfassung

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Frage nach der systematischen
Stellung des Pilzes Geosiphon pyrifomis (v.Wettstein), eines Pilzes, der mit dem
Cyanobacterium Nostoc punctiforme in endosymbiotischer Gemeinschaft lebt. Es
wurde schon friiher vermutet, dass der Pilz Geosiphon zu den Glomales (orthografisch
richtig: Glomerales) gehéren kénnte, einem Taxon, das ausschliel3lich arbuskulare
Mykorrhiza (AM) bildende Pilze umfasst. Als die vorliegende Arbeit begonnen wurde,
galt die auf morphologische Merkmale beruhende Lehrmeinung, dass die AM-Pilze
dem Phylum Zygomycota zuzuordnen sind und dort eine eigene Ordnung, die Glome-
rales, bilden. Allerdings gab es fir die Ordnung keinerlei Nachweis von Zygosporen,
welche das Hauptmerkmal der Zygomycota bilden. Auch ist nicht fir alle Pilze der
Ordnung Glomerales das Merkmal Arbuskelbildung nachgewiesen.

Wegen dieser Unsicherheiten in der Zuordnung wurde in der vorliegenden Arbeit
versucht, die phylogenetische Struktur der Glomerales auf molekularer Ebene zu
untersuchen, und dabei auch néhere Informationen Uber die Verwandtschaft von
Geosiphon pyriformis zu den Glomerales zu gelangen. Als Basis flir die Untersuchung
diente das 18S rRNA-Gen, welches schon bei einigen anderen morphologisch schwer
unterscheidbaren Pilzgruppen zur phylogenetischen Analyse benutzt wurde. Alle
untersuchten AM-Pilzarten wurden vor der molekularen Analyse von C. Walker, einem
Spezialisten in der AM-Pilztaxonomie, nach ihrer Sporenmorphologie klassifiziert und
Belegexemplaren angelegt.

Zunachst wurde eine verlassliche Methode entwickelt, mit der das fast vollstandige 18S
rRNA-Gen aus Einzelsporen von AM-Pilzen analysiert werden konnte. Durch Analyse
von Einzelsporen ist weitestgehend sichergestellt, dass bei der PCR tatsachlich die
Sequenzen des Zielorganismus und nicht die von Kontaminanten amplifiziert werden.
Ein Fehler, der bei einigen friheren Autoren bereits zu falschen Interpretationen be-
zuglich der Phylogenie der AM-Pilze gefiihrt hat. In der vorliegenden Arbeit gelang es,
durch Analyse von Einzelsporen, das 18S rRNA-Gen von Uber 40% der bisher
beschriebenen AM-Pilzarten zu charakterisieren.

Mit diesen eigenen Daten und Uber 160 18S rDNA-Sequenzen der Pilzphyla Chitridio-
mycota, Zygomycota, Ascomycota und Basidiomycota aus Datenbanken wurde eine
Datenmatrix angefertigt, um die phylogenetische Stellung der AM-Pilze und Geosiphon
pyriformis innerhalb des Reiches Fungi zu untersuchen. Die Analysen nach der
Neighbour-Joining und Maximum-Parsimony Methode zeigten, dass die AM-Pilze und
Geosiphon pyriformis eine monophyletische Einheit bilden, die von allen anderen
héheren Taxa abgetrennt werden kann. Aus diesem Ergebnis resultierte die formale

Errichtung und Beschreibung eines neuen Pilzphylums, die Glomeromycota. Dieses



neue Phylum besitzt wahrscheinlich einen gemeinsamen Ursprung mit den hdheren
Pilzen, d.h. mit denen der Phyla Asco- und Basidiomycota. Innerhalb des Phylums
Glomeromycota wurden zusatzlich zu der bestehenden Ordnung Glomerales drei neue
Ordnungen beschrieben. Es sind dies die Diversisporales, die Paraglomerales und die
Archaeosporales, zu der auch Geosiphon pyriformis gehort.

Neben der Stellung der AM-Pilze im Reich Fungi wurde auch die Familienstruktur
innerhalb der Glomeromycota analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Gattung Glomus
nicht monophyletisch ist, wie bisher angenommen. Insgesamt bildet diese Gattung
mindestens vier Gruppen, welche untereinander genetische Distanzen zeigen, die
vergleichbar mit den morphologisch und molekularbiologisch abgesicherten Glomero-
mycota-Familien Acaulosporaceae und Gigasporaceae sind. Weiterhin wird Geosiphon
pyriformis (Geosiphonaceae) in der 18S rDNA-Analyse eindeutig zu den Archaeo-
sporaceae (Archaeosporales) gestellt, was bedeutet, dass hier ein paraphyletisches
Taxon vorliegt. Aus den Daten ergibt sich die Forderung nach der Aufstellung neuer
Familien innerhalb der Glomeromycota; eine formale Errichtung bedarf jedoch weiterer
morphologischer und molekularer Daten.

Nachdem die 18S rDNA-Analyse die Zugehorigkeit von Geosiphon pyriformis zu den
AM-Pilzen bestatigte, wurde versucht, aus den charakterisierten Sequenzen mole-
kulare Sonden spezifisch fir die Archaeosporales und fir Geosiphon abzuleiten. Mit
Hilfe dieser Sonden sollte untersucht werden, ob Geosiphon auch mit Pflanzen eine
AM-artige Symbiose eingehen kann. Es gelang, spezifische PCR-Primer abzuleiten,
und diese an Pflanzenmaterial vom Geosiphon-Standort zu testen. Zwar wurden
tatsachlich bei einigen Pflanzenproben Geosiphon-Sequenzen nachgewiesen, jedoch
waren mit den benutzten Methoden bisher noch keine gesicherten Aussagen mdglich,
ob der Pilz tatsachlich innerhalb des Pflanzengewebes vorkommt. Es konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass auf3en an den Proben anhaftende Kontaminationen fir
den positiven Nachweis verantwortlich waren.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf Basis des 18S rRNA-Gens neu aufgestellte
Taxonomie der AM-Pilze wird in Zusammenhang mit ihrer urspringlichen, auf
klassischen Merkmalen beruhenden Klassifizierung diskutiert. Die Ergebnisse liefern
neue Interpretationsméglichkeiten (iber die Bedeutung der AM-Symbiose beim Uber-
gang der Pflanzen vom Wasser zum Land. AulRerdem ist die vorliegende Arbeit fir die
AM-Forschung generell interessant, weil sie die Basis legt, AM-Pilze anhand mole-
kularer Daten eindeutiger als bisher identifizieren zu kénnen. Damit eréffnen sich

weitere Einblicke in die Evolution, Funktion und Verbreitung der AM-Symbiose.
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1 Einleitung

1.1 Die Mykorrhiza

Der Begriff Mykorrhiza (,Pilzwurzel”) wurde 1885 von A.B. Frank eingefiihrt und
beschreibt die Symbiose zwischen Pilzen und Pflanzenwurzel (Harley und Smith
1983).

Mykorrhizen sind an der Wasser- und Nahrstoffaufnahme aus dem Substrat beteiligt.
Sie haben unterschiedliche Erscheinungsformen, welche sich in verschiedene morpho-
logische, funktionale und evolutorische Kategorien unterteilen lassen (Smith und Read
1997).

Eine allgemeinere, auch wurzellose Bryophyten einschliefende Definition der Mykor-
rhiza, von der es sieben Haupttypen gibt (siehe Tabelle 1), wird von M. Brundrett

(personliche Mitteilung) wie folgt gegeben:

~Symbiotische Assoziation zwischen einem Pilz, der auf das Leben im Boden und
Pflanzen spezialisiert ist, und der Wurzel (oder einem anderen Pflanzenorgan, welches
mit dem Bodensubstrat in Verbindung steht). Die Symbiose ist hauptsachlich fur den
Transfer von Nahrstoffen verantwortlich und entsteht durch synchronisierte Ent-

wicklung zwischen Pilz und Pflanze*.

Die Ektomykorrhiza und Ektendomykorrhiza spielen vor allem bei Gymnospermen und
Angiospermen gemaligter Breiten eine Rolle (Jacksons und Mason 1984), wahrend
die arbuskulare Mykorrhiza (AM) eine ubiquitare Wurzel-Pilz Assoziation ist, welche bei
etwa 70-90% aller Gefalpflanzen, inklusive der Pteridophyta, auftritt. Auch viele Bryo-
phyten bilden eine solche Symbiose aus (Peterson, Howarth und Whittier 1981,
Schmid und Oberwinkler 1993, Smith und Read 1997, Trappe 1987).

Andere Typen der Mykorrhiza sind beschrankt auf bestimmte Pflanzenklassen oder -
familien. Hier ist beispielsweise die Symbiose der Ericaceae mit Basidio- oder
Ascomyceten zu nennen, oder auch die Mykorrhiza der Orchidaceae mit Basidio-
myceten (Brundrett 1991 2002, Smith und Read 1997).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Ermittlung der Verwandt-
schaftsverhaltnisse der arbuskularen Mykorrhizapilze (AM-Pilze) auf molekular-
biologischer Ebene. Aus der Arbeit ergab sich auch eine orthografische Korrektur der
bislang benutzten Taxa nach dem Internationalen Code fiir botanische Nomenklatur
(Greuter et al. 2000, SchuRler, Schwarzott und Walker 2001). Zum besseren
Verstandnis werden in der Arbeit in manchen Fallen sowohl die neuen als auch die

alten Namen in Klammern aufgefuhrt: Glomeromycetes (= Glomomycetes), Glomerales
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(= Glomales), Glomeraceae (= Glomaceae), Paraglomerales (= Paraglomales),
Paraglomeraceae (= Paraglomaceae). Weiter wurde bei der Abklrzung fir die
Gattungsnamen nicht wie Ublich nur der erste Buchstabe benutzt, sondern fir Giga-
spora: Gi., Geosiphon: Ge. und Archaeospora: Ar., um Verwechslungen mit Glomus:

G. beziehungsweise Acaulospora: A. zu vermeiden.

Tabelle 1: Charakteristika der verschiedenen Mykorrhiza-Typen (nach Smith und Read 1997,
verandert) *Bei den Pilztaxa sind Abkurzungen von Zygomycota, Basidiomycota und Asco-
mycota benutzt worden; fur die Pflanzentaxa Abklrzungen von Bryophyta, Pteridopyhta, Gym-
nospermae und Angiospermae. Die Glomerales (=Glomales) entsprechen den Glomeromycota
(siehe 3.2)

Mykorrhiza-Typen:
Merkmale: | Arbuskular | Ekto- e'f]k;;) Arbutoid | Monotropoid | Ericoid | Orchid
PiIzhyphen ) + + + + + +
septiert
Pilzhyphen + ) ) ) ) ) )
unseptiert
Intrazellulare
Kolonisation + - + + + + +
der Wurzel
Ausbildung
des
Hartig'schen ) * * * * ) )
Netzes
Pilzmantel
(,fungal - + + oder - | + oder - + - -
sheath®)
Vesikel in
Zellen oder + oder - - - - - - -
Geweben
Basidio | g idio
Pilztaxa* Glomerales | Asco A Basidio Basidio Asco Basidio
SCO
(Zygo)
Bryo Orchi-
" Pterido Gymno | Gymno , Monotropa- | Ericales
Pflanzentaxa . , Ericales dea-
Gymno Angio | Angio ceae Bryo
. ceae
Angio

1.1.1 Morphologie und Funktion der arbuskuldren Mykorrhiza (AM)

Diese Form der Mykorrhiza erhielt ihren Namen durch das Auftreten typischer
Strukturen, die von den beteiligten Pilzen innerhalb der Pflanzenwurzel gebildet
werden, den ,Arbuskeln®.

Diese typische baumartige Morphologie der Hyphen, welche auch als Hauptmerkmal
zur klassisch-taxonomischen Einteilung dieser Pilze in die Ordnung Glomales (ortho-
grafisch korrekt: Glomerales) diente (Morton und Benny 1990), entsteht durch intra-
zellulare Verzweigung unseptierter Hyphen im Wurzelkortex, wobei das Plasmalemma

der Pflanzenzelle nicht durchbrochen wird, sondern als Grenzmembran fungiert



Einleitung 5

(Bonfante und Perotto 1995). An der symbiotischen Grenzflache (,symbiotic interface®)
zwischen intrazelluldren Hyphen und Arbuskeln des Pilzes und Plasmalemma der
Wurzelzelle findet der Transport von Photosyntheseassimilaten von Pflanze zu Pilz,
sowie der Transfer anorganischer Nahrstoffe, Spurenelemente und Wasser von Pilz zu
Pflanze statt (Smith und Read 1997).

Bei der Auspragung der Arbuskeln lassen sich zwei Typen unterscheiden, die als
Paris- und Arum-Typ bezeichnet werden. Der Paris-Typ zeichnet sich durch die
Bildung von intrazellular gebildeten, spiralférmigen Hyphen aus, welche sich innerhalb
des Wurzelkortex von Zelle zu Zelle ausbreiten. Ausgehend von diesen spiraligen
Strukturen werden in den Zellen Arbuskel gebildet und es gibt kaum interzellulares
Hyphen-Wachstum. Beim Arum-Typ breitet sich der Pilz Gber interzellulare Hyphen
aus, von denen kurze Abzweigungen ausgehen, die in die Wurzelzelle eindringen, sich
dort dichotom aufspalten und die charakteristischen Arbuskel bilden.

Sowohl das vegetative Myzelium als auch in den Wurzeln gebildeten Strukturen aller
Mitglieder der AM-Pilze zeichnen sich - im lebenden Zustand - durch das Fehlen von
Septen aus und sind vielkernig (coenocytisch).

Eine weitere, haufig auftretende Struktur dieser Pilze sind die Vesikel. Sie besitzen
dicke Zellwande, eine meist ovale Morphologie, werden in oder zwischen kortikalen
Zellen gefunden und entstehen terminal an einzelnen Hyphen. Sie dienen als
Speicherorgane fur Lipide (Smith und Read 1997). Vesikel wurden urspriinglich auch
als allgemeines morphologisches Merkmal dieser Pilze gesehen, was zur
urspringlichen Bezeichnung dieser Pilz-Pflanzen-Symbiose als ,vesikular arbuskulare
Mykorrhiza“ (VAM) fiihrte. Dies trifft jedoch nicht fir alle Taxa zu, so dass es
angemessener ist, von arbuskularen Mykorrhizapilzen (AM-Pilzen) zu sprechen
(Walker 1992).

AuRerhalb der Wurzel bilden die AM-Pilze neben einem feinen Hyphengeflecht als
auffalligste Struktur ihre Reproduktionsorgane, die asexuell gebildeten Sporen. Zwar
kénnen Sporen auch innerhalb der Wurzel gebildet werden, meist entstehen sie aber
an den Hyphenenden des Bodenmyzels. lhre Gréf3e variiert zwischen 40 und 800 pym
und sie kénnen >1000 Zellkerne enthalten (Viera und Glenn 1990). Ein Schema der
AM-Morphologie ist in Abbildung 1 gezeigt.

Bisher sind bei keinem AM-Pilz sexuelle Stadien gefunden worden. Aus diesem Grund
ist auch unklar, zu welcher der bei Pilzen beschriebenen Typen von Sporen oder
Sporentragern die Fortpflanzungsorgane der AM-Pilze gezahlt werden sollen. Im

Allgemeinen werden sie deswegen als Chlamydosporen beschrieben.
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Spore

Externes Vesikel

Appresorium

Schieife

Wurzelrinden-
zellen

Vesikel Interzellulire Hyphe Arbuskel

Abbildung 1: Schematische Darstellung der arbuskuldren Mykorrhiza (aus: Isaacs 1992,
verandert)

1.1.2 Die symbiotische Interaktion in der AM

Die biotrophen AM-Pilze bilden mit Pflanzen eine sogenannte mutualistische
Symbiose, welche vor allem auf dem bidirektionalen Austausch von Nahrstoffen
zwischen beiden Partnern basiert.

Insbesondere die Versorgung der Pflanzen mit Phosphat durch den Pilz ist seit langer
Zeit Gegenstand der Untersuchung dieser Symbiose. Es ist mittlerweile fir den
groten Teil der Landpflanzen allgemein anerkannt, dass eher Mykorrhizen als
Wurzeln alleine an der Versorgung der Pflanzen mit dem in der Natur oft wachstums-
limitierenden Phosphat beteiligt sind. Daneben spielen die AM-Pilze bei der Ver-
sorgung der Pflanze mit Stickstoff und Spurenelementen wie Kupfer und Zink eine
Rolle (Smith und Read 1997).

Die Nahrstoffe werden durch die im Boden ein feines Netzwerk bildende Hyphen zur
Pflanze transportiert. Daraus ergibt sich fur die Pflanze ein gréReres erschlielbares
Bodenvolumen als alleine durch die eigenen Wurzeln. Es wird unter anderem vermutet,
dass die im Vergleich zu Wurzeln im Durchmesser kleineren Hyphen, unzugangliche
Bereiche des Bodens zu nutzbaren Nahrstoffressourcen fir die Pflanzen machen
(Smith und Read 1997).

Weitere positive Effekte dieser Symbiose auf die Pflanze sind zum Beispiel die
Erhéhung der Resistenz gegen Schadlinge wie Nematoden oder pathogene Pilze
(Azcon-Aguilar und Barea 1996) sowie eine hdhere Widerstandskraft gegen
Umweltverschmutzung (Hildebrandt, Kaldorf und Bothe 1999). Aul’erdem scheint die

VergréRerung der Oberflache durch das Pilzmyzel zu einer besseren Versorgung der
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Pflanze mit Wasser zu fuhren, und es werden positive Effekte des Myzels auf die
Bodenerosion beschrieben. Eine Rolle spielt dabei das von den Hyphen
ausgeschiedene Glykoprotein Glomalin, welches die Bodenstruktur durch Verkleben
von Partikeln stabilisiert (Sylvia 1990, Wright, Upadhyaya und Buyer 1998).

Wahrend die meisten Pflanzen unter optimalen Umweltbedingungen durchaus auch
ohne den Pilzpartner leben kénnen, ist die Symbiose fir die AM-Pilze obligat. Sie
zeigen keine saprophytische Lebensweise und sind vollstandig auf die Versorgung mit
Kohlenhydraten durch die Pflanze angewiesen. Messungen mit radioaktiv markiertem
Kohlenstoff haben gezeigt, dass 4-20% der Nettophotosyntheserate von mykor-
rhizierten Pflanzen fir Substanzen investiert wird, die an den Pilz "geliefert" werden
(Douds, Johnson und Koch 1988, Jakobsen und Rosendahl 1990, Pearson und
Jakobsen 1993).

Der Aufwand der Pflanze, fixierten Kohlenstoff an den Pilz zu liefern, ist letztendlich als
Investition zu sehen, um in nahrstoffarmen Bdden eine bessere Versorgung mit
Nahrstoffen zu gewahrleisten. Diese Balance kann sich aber durchaus zu einem der
beiden Partner verschieben. So kann sich zum Beispiel bei Lichtmangel der Verlust
von Photosyntheseprodukten an den Pilz zuséatzlich negativ auf die Entwicklung des
photoautotrophen Partners auswirken.

Bei den hier gemachten Aussagen beziiglich des Nutzens und der Kosten fir den
jeweiligen Partner ist zu berlcksichtigen, dass die Ergebnisse zum grof’en Teil aus
Versuchen unter kinstlichen Bedingungen stammen und die Reaktionen der Sym-
biosepartner auch abhangig von den untersuchten Arten, ihrem Genotyp und den
Umweltbedingungen sind (Helgason, Fitter und Young 1999, Smith und Read 1997,
Streitwolf-Engel et al. 1997). So gibt es Belege dafir, dass unterschiedliche AM-Pilz-
Arten oder Isolate verschiedene Effizienz beziiglich der Phosphataufnahme besitzen
(Jakobsen, Abbott und Robson 1992) und unterschiedliche Auswirkungen auf das
Wachstum von Pflanzen zeigen (Sanders, Clapp und Wiemken 1996, Van der Heijden
et al. 1998 a/b).

Auch wenn es scheinbar keine hohe Spezifitdt bei der Besiedelung von Pflanzen-
wurzeln gibt, so zeigen AM-Pilze unter natlrlichen Bedingungen doch Unterschiede bei
dem Grad der Kolonisation der Wurzel und verursachen unterschiedliche Reaktionen
der Pflanzen bzw. Pflanzengemeinschaften. Weiterhin sind unter natirlichen
Umstanden haufig verschiedene Arten von AM-Pilzen gleichzeitig in einer Wurzel
vertreten, wodurch Effekte der Symbiose auf die Pflanzen und Wechselwirkungen der
Pilze untereinander schwer zuzuordnen sind (Helgason, Fitter und Young 1999,
Sanders, Clapp und Wiemken 1996, Smith und Read 1997, Van der Heijden et al.
1998a/b).
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1.1.3 Die 6kologische Bedeutung der AM

Wie bereits unter 1.1 erwadhnt, kommen die AM-Pilze ubiquitar in Bodendkosystemen
vor. Solche Gruppen von Organismen, die in hoher Dichte auftreten, haben grof3en
Einfluss auf Funktion und Struktur von Lebensgemeinschaften (Grime 1987).

Gerade in den letzten Jahren wird zunehmend versucht, den Einfluss von Biodiversitat
auf das Funktionieren und die Stabilitat von Okosystemen zu verstehen. Zahlreiche
Studien haben gezeigt, dass AM-Pilze eine wichtige Rolle bei der Entstehung,
Zusammensetzung und Produktivitdt von Pflanzengemeinschaften spielen. Das
Verstandnis dieser Mechanismen hat grofe Bedeutung fiir den Erhalt und auch die
Wiederherstellung verschiedener natiirlicher Okosysteme (Daniell et al. 1999, Grime
1987, Helgason et al. 1998, Van der Heijden et al. 1998a/b).

Neben dem Ansatz der Simulation solcher Okosysteme in Mikrokosmen unter
Gewachshausbedingungen (Van der Heijden 1998a) werden zunehmend molekular-
biologische Methoden in Feldstudien eingesetzt, wie z.B. der Nachweis mittels
spezifischer PCR-Sonden, um die Funktion und Diversitit der AM-Pilze in
Okosystemen aufzuklaren (Chelius und Triplett 1999, Helgason et al. 1998, Kjoller und
Rosendahl 2001, Kowalchuk et al. 2001, Turnau et al. 2001).

Bei der Diversitatsbestimmung von AM-Pilzen im Freiland anhand vorgefundener
Sporen treten jedoch Probleme auf, die mit molekularbiologischen Methoden
umgangen werden kénnen. Zum einen ist die Sporenbildung stark von physiologischen
Bedingungen abhangig, zum anderen kdnnen zur Bestimmung ndtige Charaktere bei
alteren Sporen im Boden verloren gehen, bzw. bei sehr jungen Sporen noch nicht
vorliegen. Auch der Nachweis von AM-Pilzstrukturen durch Anfarben von
Pflanzenwurzeln gelingt maximal bis zur Unterscheidung von ,klassischen“ Gattungen
(Clapp et al. 1995, Helgason et al. 1998), wobei hier schon zu erwahnen ist, dass diese
Gattungen nach den in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen polyphyletisch sind.
Mit den molekularen Nachweismethoden besteht dagegen die Mdéglichkeit, AM-Pilze
direkt in den Pflanzenwurzeln nachzuweisen, und damit die tatséchliche Besiedlung zu
dokumentieren. Allerdings hat sich auch gezeigt, dass einige dieser Sonden auf zu
kleinen Sequenzdatensatzen basieren und nicht die gewlinschte Spezifitat besitzen
(SchuBler et al. 2001).

1.1.4 Klassifizierung der AM-Pilze

Die etwa 130 bis 150 Arten beschriebener AM-Pilzen (einige Arten sind als Synonyme
aufzufassen) wurden traditionell dem Phylum (Abteilung, Division) Zygomycota, Klasse
Zygomycetes, zugerechnet (Smith und Read 1997, Walker und Trappe 1993).
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Im Gegensatz zu den durch morphologische, biochemische und molekularbiologische
Arbeiten gut abgesicherten Phyla Ascomycota und Basidiomycota, die auch in
manchen Fallen als Unterabteilungen des Phylums Dikaryomycota (dann:
Ascomycotina und Basidiomycotina) gesehen werden, sind die Zygomycota wie sie
bisher klassifiziert wurden als polyphyletisch anzusehen und kein echtes phylogenet-
isches Taxon (Benny, Humber und Morton 2000, O’'Donnell et al. 2001, Tanabe et al.
2000, Tehler et al. 2000).

Die Klassifizierung der Zygomycota basiert auf der Morphologie der sporenbildenden
Strukturen, Sporangien und (oder) Sporangiolen, oder Merosporangien (Benny 1995).
Allerdings fehlt bei dem Grofteil der zu diesem Phylum gezahlten Organismen (wie
auch den AM-Pilzen) der Nachweis des charakteristischen Merkmals, die sexuell
gebildeten Sporen (Zygosporen). Aus der vermeintlichen Ahnlichkeit der untersuchten
Sporen und Myzelien resultierte eine Vereinigung von eher oberflachlich dhnlichen
morphologischen Einheiten zu einer inhomogenen, kinstlichen Gruppe von zum Teil
konvergenten Linien (Schiler, Schwarzott und Walker 2001).

Historisch gesehen wurden die ersten AM-Pilze der Gattung Glomus 1844 anhand von
Sporocarpen beschrieben (Tulasne und Tulasne 1844). Die nach damaligem
Wissensstand morphologisch ahnlichste Pilzgruppe waren Arten der Gattung
Endogone (Ordnung Endogonales, Familie Endogonaceae). Aufgrund von Analogien
der analysierten Strukturen wurden die von Tulasne und Tulasne (1844)
beschriebenen AM-Pilze (Glomus microcarpum und Glomus macrocarpum) spater der
Gattung Endogone zugerechnet (Gerdemann und Trappe 1975, Tulasne und Tulasne
1851). Diese Klassifizierung war vor allem deswegen zweifelhaft, weil - im Gegensatz
zu den anderen Pilzen dieser Gattung - von den AM-Pilzen keine Bildung von
Zygosporen bekannt war. Einer der Hauptgriinde fiir diese Zuordnung lag wohl in der
Analyse von Sporocarpen in denen sich sowohl Sporen der Gattungen Endogone als
auch Glomus fanden, wobei diese als anamorph gedeutet wurden (Thaxter 1922).

1939 fasste Butler die Studien von Tulasne und Tulasne (1844) zusammen. Zu diesem
Zeitpunkt waren bereits Vesikel als auch Arbuskeln bekannt und illustriert (Janse 1896)
und wurden als Strukturen eines symbiotisch in Wurzeln lebenden Pilzes erkannt. Den
endglltigen Nachweis, dass ein Pilz fir die arbuskuldre Mykorrhizierung von Wurzeln
verantwortlich ist, flhrte Mosse (1953) in Versuchen mit einem AM-Pilz, welcher spater
als Glomus mosseae beschrieben wurde, an Erdbeerwurzeln durch.

Gerdemann und Trappe (1974) publizierten eine umfangreiche Revision der Familie
Endogonaceae, ohne jedoch Taxonomie und Phylogenie dieser Gruppe in Zusammen-
hang zu bringen. In dieser Arbeit kam es zur Aufstellung zweier neuer Gattungen
(Gigaspora und Acaulospora), neben den bereits bestehenden Gattungen Glomus,

Endogone, Modicella, Sclerocystis und Glaziella innerhalb der Familie Endogonaceae.
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1979 wurde durch Benjamin den Pilzen in dieser Familie formal eine eigene Ordnung,
die Endogonales, zugeschrieben. Erst 1990 kam es dann zur Beschreibung einer ei-
genen Ordnung fir die AM-Pilze, der Glomales (Morton und Benny 1990, orthografisch
richtig: Glomerales).

Die zu Beginn meiner Arbeit gebrauchliche Klassifizierung der AM-Pilze in einer
eigenen Ordnung entstand aus einer cladistischen Analyse von morphologischen
Merkmalen. Dabei wurden hauptsachlich die Struktur und Entstehung der Pilzsporen
untersucht. Als Resultat wurde eine neue Ordnung, die Glomales (= Glomerales),
neben den Endogonales eingeflihrt. Sie umfasste nur Pilze, welche obligat Kohlenstoff
von Pflanzen Uber arbuskulare Strukturen in Wurzeln beziehen (Morton 1990, Morton
und Benny 1990). Weiterhin ergab sich eine Aufteilung in zwei Unterordnungen und
drei Familien. Eine Ubersicht der Klassifizierung und der verwendeten Merkmale nach
Morton und Benny (1990) ist in Tabelle 2 wiedergegeben.

Neben dem Problem, dass in der Arbeit von Morton und Benny (1990) die
grundsétzliche Frage nach der Stellung der AM-Pilze innerhalb des Reiches Fungi
nicht analysiert wurde, ist der Erwerb von Kohlenstoff ausschlieRlich iber Arbuskeln
keineswegs experimentell gesichert. Weiterhin beeinflusst auch die Art der Pflanze die
Morphologie des Pilzes innerhalb der Wurzel, und es sind bisher Uberhaupt nur von ca.
40% der beschriebenen Arten der AM-Pilze auch arbuskuldre Strukturen nach-
gewiesen worden (Schuifler, Schwarzott und Walker 2001, Smith und Read 1997,
Walker 1992).

Die Analyse von Morton und Benny (1990), die auf Annahmen bezuglich der Evolution
morphologischer Merkmale beruht, war der erste Versuch, eine phylogenetische
Taxonomie dieser Pilze zu erstellen. Das groRte Problem dieser Einteilung ist jedoch
die Wertung der untersuchten Merkmale, zum einen wegen der unsicheren
Erkenntnisse beziglich ihrer Funktion, zum anderen wegen fehlender Fossilien, mit
deren Hilfe urspriingliche und abgeleitete Merkmale unterschieden werden kdnnen
(Smith und Read 1997).

Aus den oben genannten Griinden wurden die Ergebnisse von Morton und Benny
(1990) an verschiedenen Stellen angezweifelt. So wurde zum Beispiel die Monophylie
der artenreichsten Gattung Glomus in Frage gestellt und vermutet, dass es sich um
mehrere Gattungen (Walker 1992) oder sogar Familien handelt (Simon 1993). Daraus
ergaben sich Forderungen, die Ergebnisse mit weiteren Methoden zu Uberprifen,
wobei vor allem molekularbiologische Methoden favorisiert wurden (Sanders 1996,
Simon 1993 1996).

Wahrend der Durchfiihrung der hier vorliegenden Arbeit fiihrten ebensolche Methoden
zu einer Revision der AM-Pilztaxonomie, welche bereits an dieser Stelle erwahnt

werden soll. So wurde Sclerocystis als separate Gattung in der Familie Glomaceae (=
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Glomeraceae) aufgelost (Redecker, Morton und Bruns 2000) und zwei neue,
urspringliche Familien der AM-Pilze, die Paraglomaceae (= Paraglomeraceae) und
Archaeosporaceae, beschrieben (Morton und Redecker 2001, Redecker, Morton und
Bruns 2000). Wichtig ist hierbei, dass Sporen von Arten der beiden letztgenannten
Familien aufgrund der Morphologie nicht von denen der Gattung Glomus
unterschieden werden koénnen und die Taxonomie im Wesentlichen auf der
phylogenetischen Analyse des Gens, welches die rRNA der kleinen ribosomalen
Untereinheit (18S rRNA) codiert, sowie dort gefundener spezifischer Sequenzmotive
beruht.

Tabelle 2: Klassifizierung der Ordnungen Endogonales und Glomerales und deren Merkmale

nach Morton und Benny 1990 (aus Smith und Read 1997 ,verandert)
Taxon Merkmale

Ordnung: Endogonales Reproduktion durch Zygosporen; haufige Ausbildung von
Sporocarpen. Saprophytisch oder Ausbildung von

Ektomykorrhizen.

Familie: Endogonaceae
Gattung: Endogone
Sclerogone

Ordnung: Glomerales Obligate, biotrophe Pilze, die Kohlenstoff Gber intrazellulare
Arbuskeln von der Wirtspflanze aufnehmen.

Unterordnung: Glomineae Vesikel und Arbuskel vorhanden; Sporenbildung an den
Hyphen terminal oder lateral; ,Helferzellen” (Auxiliary cells)
fehlen.

Familie: Glomeraceae Sporenbildung an der Basis steriler Hyphen.

Gattungen: Glomus Bei Glomus entwickeln sich die Sporen einzeln oder in lockeren

Sclerocystis Aggregaten;
Bei Sclerocystis ist der Fruchtkorper ein Sporocarp, welches
aus Sporen besteht, die durch seitliche Wande Kontakt haben.

Familie: Acaulosporaceae | Sporenbildung auf oder innerhalb des Halses eines

Gattungen: Acaulospora spezialisierten, ,sporenbildenden Sacculus” (sporiferous

Entrophospora | saccule)

Unterordnung: Gigasporineae Nur Arbuskel, keine Vesikel;
Sporenbildung an zwiebelformiger Zelle (bulbous cell),
normalerweise Ausbildung von ,Helferzellen“ an Hyphen

auflerhalb der Pflanzenwurzel.

Familie: Gigasporaceae Unterscheidung der Gattungen anhand der Sporenkeimung. Bei
Gattungen:  Gigaspora Scutellospora findet sich in den Sporen eine Lage flexibler
Scutellospora Wande.

Unterschiede in der Ornamentation der ,Helferzellen®.
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Zusatzlich zu der Errichtung neuer Familien wurde von Morton (2000) auch die
Monophylie der Ordnung Glomerales angezweifelt und eine konvergente Entwicklung
der Linien, die zu dieser Zeit als Unterordnungen Glomineae und Gigasporineae
beschrieben waren, vermutet. Dies wirde bedeuten, dass die AM-Pilze sich nicht von
einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben. Das taxonomische Konzept von

Morton ist in Abbildung 2 wiedergegeben.

GLOMACEAE ACAULOSPORACEAE GIGASPORACEAE
Glomus Enirophospora Acaulospora Gigaspore Sentzllospora

ARCHAE OSPORACEAE

Archazaspara

PARAGLOMACEAE
Paraglomus

GLOMINEAE GIGASPORINEAE
S i
GLOMALES

Abbildung 2: Klassifizierung der Glomales (=Glomerales) nach Morton (http://invam.caf.
wvu.edu, 2002) basierend auf Analysen von morphologischen und molekularen Eigen-
schaften der AM-Pilze. Die morphologischen Merkmale aus Tabelle 2 sind hier zum Teil
schematisch wiedergegeben.

Dieses Konzept widerspricht jedoch der molekularen Phylogenie, die aus Analysen des
18S rRNA-Gens resultierte und auch auf der INVAM Internetseite von J. B. Morton bis
2002 (http://invam.caf. wvu.edu) dokumentiert wurde.

Cavalier-Smith (1998) er6ffnete dann in einer bei Mykologen kaum bekannten Arbeit
mit einer kurzen lateinischen Beschreibung eine neue Klasse innerhalb der
Zygomycota, die Glomomycetes (orthografisch richtig: Glomeromycetes), welche die
beiden Ordnungen Endogonales (Benjamin 1979) und Glomerales (AM-Pilze) um-
fassen sollte. Zu dieser Zeit war allerdings bereits bekannt, dass diese beiden Gruppen

nicht monophyletisch sind.
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Der Ausgangspunkt fir diese Arbeit, die Phylogenie und Taxonomie der AM-Pilze
genauer zu untersuchen, war der Pilz Geosiphon pyriformis, dessen taxonomische
Stellung lange Zeit unklar war (Gehrig, SchiiRler und Kluge 1996, Schiller et al. 1994)
und dessen Endosymbiose mit Cyanobakterien einige Parallelen zur AM-Symbiose
aufweist (SchiB3ler und Kluge 2001).

1.1.5 Geosiphon pyriformis und dessen Beziehung zu den AM-Pilzen

Geosiphon pyriformis (Kitz.) v. Wettstein ist das bisher einzig bekannte Beispiel einer
endocytobiotischen Symbiose zwischen einem Pilz und einem Cyanobakterium
(Nostoc punctiforme) und wurde urspriinglich als siphonale Alge, Botrydium pyriforme,
beschrieben (Kitzing 1862). F.v. Wettstein (1915) beschrieb das Konsortium zum
ersten Mal als Symbiose, aber erst Knapp (1933) erkannte, dass der Makrosymbiont
pilzlicher Natur ist, wobei der Artname Ge. pyriformis sowohl fir die Benennung des
Pilzes alleine als auch fur die Symbiose verwendet wurde (Schifler und Kluge 2001).
Korrekterweise sollte der Arthame aber nur den Pilzpartner der Symbiose beschreiben
(Schifdler 2002).

symbiosome
membrane

plasma
membrane

Abbildung 3: Geosiphon pyriformis A) Geosiphon-Blasen aus einer Erdkultur. Der
Grolenstandard entspricht 1 mm. B) Schematischer Querschnitt einer Geosiphon-Blase
(nach SchiRler und Kluge 2001).

Das Habitat der Symbiose sind feuchte Bdden, die arm an Nahrstoffen, besonders
Phosphat, sind. Dort lebt Geosiphon auf der Oberflache sowie in den oberen
Bodenschichten, und findet sich in einer Pflanzengemeinschaft mit dem Hornmoos
Anthoceros, dem Lebermoos Blasia und dem Laubmoos Dicranella (Kluge et al. 2002,
SchiRler und Kluge 2001).
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Die Etablierung der Symbiose geschieht durch Kontakt der Pilzhyphen mit
freilebenden, unbeweglichen Nostoc-Filamenten (Primordienstadium). Dabei schwillt
die Hyphenspitze an und umschliet schrittweise die Nostoc-Zellen. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Ausbildung einer 1-2 mm grof3en, einzelligen Blase. Jede Blase
stellt einen spezialisierten, polyenergiden Teil des Pilzmyzels dar, welches coeno-
cytisch den Boden durchzieht (Kluge et al. 2002). Ein Schema der Blase und ihr natir-
liches Aussehen werden in Abbildung 3 gezeigt.

In beiden Systemen wird die Etablierung der Symbiose durch niedrige Phosphat-
konzentrationen geférdert, wohingegen es bei ausreichender Phosphatversorgung der
photoautotrophe Symbiosepartner zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in der
mutualistschen Beziehung kommt, und der Pilz in seinem Wachstum eingeschrankt
wird. Allerdings ist bei Ge. pyriformis der Pilzpartner, im Gegensatz zur AM, der Makro-
symbiont und als photoautotropher Partner dient ein prokaryotischer Organismus.

Die ersten Vermutungen, dass bei Geosiphon pyriformis eine Verwandtschaft zur AM-
Pilz Gattung Glomus bestehen konnte, auflerte 1992 Mollenhauer aufgrund von
Ahnlichkeiten in der Sporenmorphologie. Durch einen Vergleich morphologischer und
ultrastruktureller Eigenschaften der Sporen von Geosiphon und Glomus versiforme
konnte gezeigt werden, dass die Geosiphon Sporen tatsachlich die typischen
Merkmale bestimmter AM-Pilze aufweisen (SchifBller et al. 1994). Weiterhin konnten
auch groRe Ahnlichkeiten beim Aufbau und der Funktion der symbiotischen
Kontaktgrenzflachen zwischen Ge. pyriformis und der AM-Pilz und Pflanzenzellen-
symbiose gezeigt werden (Schiller et al. 1996).

Auch auf molekularbiologischer Ebene wurde dann durch die phylogenetische Analyse
des 18S rRNA Gens der Nachweis gefiihrt, dass ein verwandtschaftlicher
Zusammenhang zu den AM-Pilzen besteht. Ge. pyriformis erschien in den mit
verschiedenen Analysemethoden gewonnenen, phylogenetischen Stammbaumen als
basaler Zweig, und es wurde gemutmalt, dass Ge. pyriformis Mitglied einer
urspringliche AM-Pilzlinie sein kénnte und mit den AM-Pilzen eine monophyletische
Gruppe bildet, welche einen gemeinsamen Ursprung mit den Ascomycota und
Basidiomycota hat (Gehrig, SchufSler und Kluge 1996). Dies stand im Gegensatz zu
der Einordnung der AM-Pilze in die Zygomycota. Allerdings war die Zahl der zur
Verfuigung stehenden 18S rRNA-Gensequenzen zu dieser Zeit zu gering, um abge-
sicherte Ergebnisse zu liefern.

Ausgehend von den oben genannten Ergebnissen besteht in unserer Arbeitsgruppe die
Hypothese, dass Ge. pyriformis eine spezielle Ausbildung der "AM" darstellt und solch
eine Symbiose von Pilz und photoautotrophen Bakterien eine friihe Evolutionsstufe der
AM reprasentieren kdnnte (Schiller und Kluge 2001, Schiiltler 2002).
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1.2 Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von den Arbeiten zu Geosiphon pyriformis und dessen Beziehung zu den
AM-Pilzen sollte die molekulare Phylogenie der AM-Pilze anhand von Sequenzen, die
nahezu das komplette Gen der 18S rRNA umfassen, untersucht werden und auf dieser
Basis eine natirliche taxonomische Einteilung der AM-Pilze entwickelt werden.

Diese Analyse dient auch zur Ableitung molekularer Sonden, die unter anderem in
Experimenten zur Okophysiologie, Biodiversitat und Evolution der AM-Pilze eingesetzt
werden kénnen.

Das 18S rRNA Gen hat im Gegensatz zu friiher angewandten morphologischen und
molekularen Methoden (Bentivenga und Morton 1994, Dodd et al. 1996, Hahn et al.
1993) den Vorteil, sich nicht wahrend der Ontogenese oder Ausdifferenzierung von
Organen zu verandern, da die untersuchten Charaktere konstant sind. Das Gen liegt
als Multicopy-Gen vor und hat bei Pilzen in verschiedenen Studien verlassliche phylo-
genetische Informationen geliefert (Bruns, White und Taylor 1991, Bruns et al. 1992).
Es wird deshalb gerade auch bei morphologisch schwer unterscheidbaren Pilzgruppen
zur Analyse der Verwandtschaftsverhaltnisse herangezogen (Sugiyama, Nagahama
und Nishida 1996, Tanabe et al. 2000, Tehler et al. 2000). Das Gen enthalt neben hoch
konservierten Regionen, die als Zielsequenzen fir ,universelle Primer dienen kdnnen,
auch variablere Regionen, welche zur Entwicklung von familien-, gattungs-, oder - im
glnstigsten Fall - artspezifischen molekularen Sonden geeignet sind (Bruns, White und
Taylor 1991, Bruns et al. 1992, Simon, Lalonde und Bruns1992, Simon, Lévesque und
Lalonde 1993).

Die Vorgehensweise bei der vorliegenden Arbeit sah dabei wie folgt aus: Am Anfang
stand die Entwicklung einer Methode, mit der aus einzelnen AM-Pilzsporen DNA
isoliert, und das 18S rRNA Gen mittels universeller Primer in der PCR amplifiziert
werden kann. Durch die DNA-Isolation aus Einzelsporen sollte vor allem erreicht
werden, dass die Gefahr der Kontamination mit anderen AM-Pilzisolaten oder auch
anderen Pilzen weitestgehend reduziert wird.

Die zu untersuchenden Sporen stammten meist aus internationalen Kultur-
sammlungen, wie der BEG (La Banque Européenne des Glomales, seit kurzem
.1The International Bank of Glomeromycota", INRA, Dijon Cedex, France;
http://www.kent.ac.uk/bio/beg/) und der INVAM (International Collection of Arbuscular
and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi; Morgantown, USA; http://invam.caf.
wvu.edu) oder der Sammlung von Dr. Chris Walker, einem der fihrenden AM-Pilz-
Taxonomen.

Die Identitat aller Sporen wurde vor den molekularbiologischen Untersuchungen von
Dr. Chris Walker anhand morphologischer Merkmale Uberprift. Von diesen Sporen

wurden Belegexemplare im Herbar von Dr. Chris Walker hinterlegt, mit deren Hilfe es
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maoglich sein sollte, die Ergebnisse aus dieser Arbeit auf morphologischer Ebene zu
Uberprifen (Walker 1979).

Die in der PCR erhaltenen Amplifikate sollten in einen geeigneten Vektor ligiert und in
E. coli Zellen transformiert werden. Die klonierten Plasmide wurden danach isoliert,
sequenziert und von den Klonen Dauerkulturen angelegt und gelagert.

Uber einen Datenbankabgleich fand zundchst eine erste Charakterisierung der
Sequenzen statt, die anschliefend manuell, unter Berlicksichtigung der 18S rRNA
Sekundarstruktur (Van de Peer et al. 1998), in eine Datenmatrix tGberfihrt wurden, um
sie vergleichen zu kdnnen. Neben den AM-Pilzsequenzen aus unserem Labor wurden
auch Sequenzen von AM-Pilzen und allen héheren Pilztaxa aus Datenbanken in das
Alignment mit einbezogen. Diese Matrix diente dann als Grundlage zur Berechnung
phylogenetischer Stammbaume, aufgrund der groRen Datensatze vor allem mittels der
Neighbour-Joining und Maximum-Parsimony Methode (Felsenstein 1983). Aus diesen
Daten sollte versucht werden, eine naturliche Phylogenie und Taxonomie der AM-Pilze
zu erstellen. Zur Absicherung der Ergebnisse ist es dabei nétig eine moglichst grolle
Anzahl an AM-Pilzisolaten auf genetischer Ebene zu charakterisieren.

Aus den bei der Genanalyse gefundenen Sequenzmotiven sollte weiterhin versucht
werden, spezifische PCR-Primer abzuleiten. Deren Spezifitit wurde zunachst an
klonierten AM-Pilzsequenzen getestet. AnschlieBend sollte mit diesen Sonden sowohl
an Pflanzenmaterial aus Laborkulturen als auch aus dem Freiland versucht werden, die

entsprechenden Pilztaxa nachzuweisen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Schittler Certomat R und HK
Vortexer Reax 2000

Wasserbad
Dokumentationssystem Gel Print 2000i
Minifuge RF

Tischzentrifuge Biofuge 13
Mastercyler Gradient
Stereomikroskop MZ 9.5
Inversmikroskop DM IRBE
Photometer DMS 70
Ultraschallbad Sonorex super 10P

Plastik-Einmalmaterial

2.1.2 Chemikalien

B. Braun, Melsungen
Heidolph, Schwabach

E. Merck, Darmstadt
BioPhotonics, Ann-Arbor (USA)
Heraeus, Osterode

Hereaus, Osterode
Eppendorf, Hamburg

Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

Varian, Darmstadt

Bandelin Electronic, Berlin
Eppendorf, Greiner, Sarstedt,
Perkin-Elmer

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien der Firmen Merck, Darmstadt,

und Roth, Karlsruhe, in der Qualitat ,pro analysi® verwendet.

2.1.3 Puffer und Losungen
TE-Puffer (1x):

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

TAE-Puffer (50x):

242 g Tris-Base
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
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DNA-Auftragspuffer (10x)

Ethidiumbromid-L&ésung:

STET-Puffer:

STETL-Puffer:

HEPES-Puffer:

SDS-Lésung:

Chitin-Farbeldsung:

Antifading-L6sung:

50% Glycerin

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

10 mM Tris-HCI, pH 8,0

5 mg Ethidiumbromid/l HyOpjgest

8% (w/v) Saccharose
5% (w/v) Triton X-100
50 mM EDTA

50 mM Tris/HCL, pH 8,0

STET-Puffer + Lysozym (10mg/ml)

50 mM, pH 7,5 in H;Opjgest
titriert mit 1M KOH

1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in HoOpigest

Fluoreszenzmarkiertes Lektin Wheat Germ Agglutinin
(Oregon Green® 488 conjugate, Molecular Probes
Europe, Leiden, Niederlande) 25 ug/ml in 50 mM HEPES-
Puffer, pH 7,5

2.5% DABCO (1,4 Diazobicyclo 2,2,2,octan), und 0.1% p-
Phenylendiamin geldst in 100 mM HEPES-Puffer (pH 7.5)
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2.1.4 Nahrmedien

SOC-Medium:
20 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
20 mM Mg**
(der Stammldsung:
10 mM MgCl, x 6 H,O
10 mM MgSO, x 7 H,0)
20 mM Glucose

Das Gemisch wird sterilfiltriert

LB-Medium:
10 g/l Bactotrypton
10 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt
geldst in HyO pigest und auf pH 7,5 eingestellt.

LB/Amp bzw. LB/Kanamycin-Medium:

LB-Medium mit 50 mg Ampicilin bzw. Kanamycin/I *

LB/Amp bzw. LB/Kanamycin -Platten:
32 g/l LB-Agar, eingestellt auf pH 7,5 *

* Das Ampicilin / Kanamycin wird nach dem Autoklavieren
zugefigt, wenn das Medium auf héchstens 55 °C abge-
kahlt ist.
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21.5 Enzyme

a) Polymerasen

AmpliTag ®DNA Polymerase (5 U/pl) Perkin Elmer, Dreieich
SAWDY Taq ®DNA Polymerase (5 U/pl) Peqlab, Erlangen
AGS GoldTaq ®DNA Polymerase (5 U/pl) Hybaid, Heidelberg

b) Restriktionsenzyme

EcoRI (20 U/ul) Boehringer, Mannheim
Haelll (10 U/ul) Amersham Pharmacia Gmbh,
Freiburg

Die Enzyme wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit den oben angegebenen

Aktivitaten (U/ul) in der Arbeit eingesetzt.

2.1.6 Kit-Systeme

Dynabeads® DNA DIRECT Kit Dynal, Hamburg
Qiaprep spin Plasmid Kit Qiagen, Hilden
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Carlsbad, USA

(Versionen E und E2)

2.1.7 Bakterienstamme

Zur Transformation wurden folgende E. coli -Stamme verwendet:

Stammbezeichnung:

TOP 10F

Genotyp:

F' {lacl® Tn10 (Tet®)} mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15AlacX74 recA1
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG

Stammbezeichnung:

TOP 10

Genotyp:

F" mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15AlacX74 recA1 deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG
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2.1.8 Vektoren
a) Vektor pCR 2.1-TOPO (Klonierungskit Version E)

Der Vektor pCR 2.1-TOPO hat eine Grofle von 3908 bp. Im Folgenden ist die

Orientierung und Gr6Re wichtiger Regionen auf dem Vektor aufgefihrt:

LacZa-Fragment: bp 1-571,

M13 reverse priming site: bp 205-221,
Multiple cloning site: bp 234-357,

T7 promoter/priming site: bp 364-383,

M13 forward (-20) priming site: bp 391-406,
M13 forward (-40) priming site: bp 411-426,
f1 origin: bp 548-962,

Kanamycin resistence ORF: bp1296-2090,
Ampicillin resistence ORF: bp 2108-2968,
ColE1 origin: bp 3133-3786.

lfaoZoe ATG .
013 Reversa Primer | "“""TId i
CRG GRA RCh GOT ATG AL ATHO ATT ACG OCA RGO TTE GTA OOG AGC
CTC OTT TCT O TAC TS TAD TAR TGO GGT TOG ARD AT GGT 3
BafX| EcoR| EC?R 1
GTA AOG GOC GOC AGT GTG C1G GAA TTC GOC CIT pAG GGT G TTC T
CAT TGC OGO OG5 TOM CAC GAC CTT AMG CGG GAJ T AAG A

EcoR W

CGT 0GT GAC TLG GRA ARC
OUT 30A GCA TG ACC OTT TTG

pCR®2.1-TOPO®
3.9 kb

Abbildung 4: Der Vektor pCR 2.1-TOPO TA. Die dargestellte Sequenz
reprasentiert den Vektor mit einem inserierten PCR-Produkt nach
erfolgreicher TOPO-Cloning-Reaktion.
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b)  Vektor pCR4-TOPO (Klonierungskit Version E2)

Der Vektor pCR4-TOPO hat eine GrofRe von 3957 bp. Im Folgenden ist die
Orientierung und GréR3e wichtiger Regionen auf dem Vektor angefiihrt:

lac promotor region: bp 2-216

Start of transcription: bp179

M13 Reverse priming site: bp 205-221

LacZa-ccdB gene fusion: bp 217-810

T3 priming site: bp 243-262

TOPO® Cloning site: bp 294-295

T7 priming site: bp 328-347

M13 Forward (-20) priming site: bp 355-370

neo (Kanamycin) promoter region: bp 1021-1070

neo (Kanamycin) resistance gene (ORF): bp 1159-1953
bla promoter region: bp 2062-2143

Start of trancription: bp 2122

Ribosome binding site: bp 2145-2149

Bla (Ampicillin) resistance gene (ORF): bp 2157-3017
pUC origin: bp 3162-3835

LacZu intiation codon
M13 Revarse piming site | T3 priming site
[ |
CACACAGGAAR ACAGCTATGA CCATGATTAC GOCAAGCTCA GAATTARCCC TCACTAARRGE

GIGTGETCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG COGTTOGAGT CTTAATTGEE ARGTGRATTICC

Spe SzeB387 1 (Psfl) Pme | EcoR EcoR Mot
|

! |
PCR IR AGGEEC GAATTCOGCGEGE
Product

sITTTRA ACGRATTOGE OCTI
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGUTTARGCS GLAE

TTCCOOG CTTARGOGCC

T7 jpriming sile P13 Forward [-20) priming site

Abbildung 5: Der Vektor pCR 4-TOPO TA. Die dargestellte Sequenz
reprasentiert den Vektor mit einem inserierten PCR-Produkt nach
erfolgreicher TOPO-Cloning-Reaktion.
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2.1.9 DNA-Langenstandard

Marker 1:
SPPI / EcoR1

Dieser Langenstandard wurde durch enzymatischen Verdau von SPP1-Phagen-DNA

mit EcoR1 im eigenen Labor hergestellt:

Tabelle 3: Restriktionsansatz flr Marker 1

SPP1-Phagen-DNA 500 pl
10x EcoR1-Puffer 60 pl
EcoR1 10 pl
H20bigest 30 pl
h) 600 pl

Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert

ad 1000 pl mit DNA-Auftragspuffer (10x Farbmarker) aufgefiillt

Marker 2:

MIX aus A-DNA / Hindlll und ®X174-DNA / Haelll,

Hersteller: Finnzymes, Espoo, Finnland

Tabelle 4: Fragmentlangen der verwendeten Langenstandards

Marker 1 Marker 2
Fragment-Nr.\»

[bp] [bp]
17 23130
16 9416
15 8100 6682
14 7100 4361
13 6000 2322
12 4800 2027
11 3500 1353
10 2700 1078
9 1900 872
8 1850 603
7 1500 564
6 1400 310
5 1150 271/281
4 1000 234
3 680 194
2 490 118
1 370 72
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2.1.10 Oligonukleotide

Die Primer wurden von der Firma Carl Roth, Karlsruhe, in lyophilisiertem Zustand

geliefert.

Tabelle 5: In der Arbeit verwendetet Oligonukleotide. Ein Lageschema der Primer auf dem 18S
rDNA-Gen ist dem Anhang (Abbildung 23) beigefligt.

Name Konzentration Nukleotidsequenz Tm
[pMol/pl] 5 3| [°C]

GeoA1 10 GGTTGATCCTGCCAGTAGTC 62
ART4 10 TCCGCAGGTTCACCTACGG 62
GeoA2 10 CCAGTAGTCATATGCTTGTCTC 64
NS1 10 GTAGTCATATGCTTGTCTC 54
GeoNS1 10 ATGGCTCATTAAATCAGTTAT 54
Geo11 10 ACCTTGTTACGACTTTTACTTCC 64
Geo10 10 ACCTTGTTACGACTTTTACTTC 60
NS8 10 TCCGCAGGTTCACCTACGGA 64
NS3 10 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 70
Geo223 10 GTCTAAGTATAAGCAAGTATAC 58
Ge02651 10 GCTGTTTCCAGCCACCCA 58
Archeo 1a 10 TATTTGATAGTGCCTTACTACT 58
Archeo 5b 10 GCAACAGTCCCTCTAAGAAG 60
Archeo 6a 10 GGCTAATCGCGCAACAGTC 60
Gloma 1 10 CATGCATGTCTAAGTATAAATCG 62
Gloma 2 10 CCATGCATGTCTAAGTATAAATC 62




2.1.11 Die untersuchten Arten / Isolate von AM-Pilzen

Tabelle. 6: Gesamtiiberblick der analysierten AM-Pilzisolate

? Die Zahlen geben an in welcher phylogenetischen Analyse die 18S DNA Sequenzen benutzt wurden: 1 = Schwarzott, Walker und SchiiBler 2001 (in dieser
Arbeit unter Punkt 3.3 aufgefiihrt); 2 = SchiRler, Schwarzott und Walker 2001 (in dieser Arbeit unter Punkt 3.2 aufgefiihrt); O = in der vorliegenden Arbeit
zusatzlich analysierte Sequenzen; Kont. = Kontamination

®* DAOM-NT. (Department of Agriculture and Agri-Food Ottawa, National Myological Herbarium) = Herbar-Belegnummer; W-Nr. / Att-Nr. (Sammlung von Chris
Walker, England) = Beleg-Nr. / Kultur-Nr.; MAFF-Nr. (Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries, Japan) = Kultur-Nr.; BEG-Nr. ( La Banque Européenne
des Glomales; INRA, Frankreich) = Kultur-Nr., INVAM—Nr.(Internatinal Collection of Arbuscular and Vesicular—Arbuscular Mycorrhizal Fungi, USA) = Kultur-

Nr.

°N = unbekannt, F = aus pilzinfizierten Wurzelstiicken gezogen, M = Multisporenkultur, S = Einzelsporenkultur, SC = Sporencluster-Kultur, ST = Kulturansatz
mit aus der Natur entnommener Erde, DS = Sporen, die direkt aus Freilanderde isoliert wurden

d Klonbezeichnung, Fett = Kontaminationssequenzen, Kursiv = nicht sequenziert

¢ Datenbankidentifikationsnummer ( Fett = eingereichte Sequenzen aus dieser Arbeit )

Artname Analyse | Isolat-Code(s) und/ oder Kulturtyp, Ursprung ¢ Herkunft der Klon Accession-Nummer
Voucher-Nr. / Kultur-Nr. sequenzierten Kultur (zur Accession-Nummer)® ©

(1) __A. foveata 2 BEG33, W2393 / Att 209-37 | M, England, Walker Gianinazzi-Pearson PWD159_1_1 AJ306442
PWD195_1_2/PWD 158_2_3/

(2) A.lacunosa 0 BEG78/W3289 / Att 626-8 M, USA, Watson Gianinazzi-Pearson PWD148_1_4/PWD171_2_2/
PWD181_2_5

(3) _A. laevis 2 WUM46, W3107 / Att 896-8 | M, Australien, Abbott Abbott PWD95 1 4 Y17633

(4) A laevis (?) Kont. BEG13/W3291 / Att 192-4 M, New Zealand, Mosse Gianinazzi-Pearson PWD131_1

(5) A.longula 2 W3302 / Att 698-3 M, Venezuela, Cuenca Walker PWD150_1_7 AJ306439

(6) A. rugosa 1+2 WV949, friher WV935 N, unbekannt, Dant INVAM Z14005

(7) _A.sp. 2 W3424 / Att 729-0 ST, Venezuela, Cuenca Cuenca PWD152_3 5 AJ306440

(8) A. spinosa 1+2 WV860 N, unbekannt, unbekannt INVAM 214004

. W3574 / Att keine / .
(9) A. spinosa 0 EX_HOLOTYP M, Australien, Abbott Abbott PWD210_1_1
(10) A. undulata (?) 2 WUM18, W2941 / Att 869-3 | M, Australien, Abbott Abbott PWD157_2_3 AJ306441
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(11) Ar. leptoticha 1+2 NC176 N, unbekannt, unbekannt INVAM PWD147 1.1 AJ006466, AJ301861
(12) Ar. leptoticha 2 MAFF520055 S, Japan, Murakoshi and Siato | MAFF AB015052
(13) _Ar. (A.?) nicholsonii 0 W3847 / Att 200-21 7 Walker PWD265_1_1
(14) Ar. trappei 1+ 2 NB112 N, Namibia, Klopatek INVAM, AJ006800
(15) Ar. trappei 142 W3179 / Att186-1 ST, Australien, Schweiger Walker PWD103_3 8/PWD 103 3_10 T3;6§48()K'°” PWD
(16) Ar. trappei 1 AU219, WUM19(1) N, Australien, Gazei INVAM ?jgiizlnz)
(17) E. ‘contigua’ 1+ 2 WV201, friher WV796 N, unbekannt, Morton INVAM Z14011
(18) E. colombiana 1+ 2 FL356, friher WV877 N, unbekannt, unbekannt INVAM Z14006
(19) E. colombiana Kont. W3791 / Att 921-0 N, Kolumbien, Sieverding CIAT PWD246_1_5
PWD137_23 / PWD137_N_11/
(20) E. aff infrequens Kont. W3067 / Att 672-5 M, Island, Griepsson Vestberg PWD137_5 6/ PWD137_5_13/
PWD137_5_14
(21) E. infrequens Kont. W3872 / Att keine DS, England, Walker Walker PWD280_2 6/PWD281_3_4
(22) E. kentinensis Kont. \é‘/)f_sjg{_gt}fgg'm N, Taiwan, Wu Wu PWD197_1_3/ PWD248_2_6
(23) E. schenkii Kont. \é‘/)ff;éll_gtTtYSg'G/ M, Kolumbien, Sieverding Walker PWD198_1_6 / PWD247_4_6
X86686, AJ276074,
(24) Ge. pyriformis 1+ 2 W3619/ GEO1 S, Deutschland, Mollenhauer SchiBler AJ132665, Y15904 &
05, Y17831
PWD205_1_2/PWD205_2_1/
(25) Ge. pyriformis 0 aus Laborkultur S, Deutschland, Mollenhauer SchiBRler PWD205 2 2/PWD205 2 3/
PWD205 2 5
(26) Gi. aff. margarita 2 W2992 / Att keine DS, Argentinien, Cabello Cabello PWD143_12 AJ276090
(27) _Gi. albida 1+ 2 FL927, friher WV1034 N, USA, Perez INVAM 714009
(28) Gi. candida 2 BEG17, W3292 / Att 26-19 S, Taiwan, Wen-Neng Chou Gianinazzi-Pearson PWD131_7 AJ276091
(29) Gi. decipiens 1 BEG45 M, Australien, Mercer INRA 196146
(Teilsequenz)
(30) Gi. gigantea 1+2 WV932 N, unbekannt, unbekannt INVAM Z14010
(31) Gi. rosea 1+2 DAOM194757 N, USA, Menge Kalifornien X58726
(32) G. aggregatum Kont. W3871 / Att 1057-2 F, Frankreich, Plenchette Plenchette PWD276_2_ 3
(33) G. aggregatum (?) Kont. W3233 / Att 574-10 M, Bangladesch, Mridha Walker PWD184 2 5
(34) G. caledonium 1+ 2 BEG15 M, Danemark, Jakobsen INRA Y17653, AJ301854
(35) G. caledonium 142 | DEG20, VIS204) A26315, |\ England, Hayman Walker PWD135_1 Y17635, AJ301853
othamsted Isolat
(36) G. claroideum 1+ 2 BEG31, W1843 / Att 79-3 M, Finland, Vestberg Walker Y17641, AJ276079
(37) G. claroideum 1+2  |BEG23 g;yTnzclngh'SChe Republik, INRA AJ276080,Y17642
(38) G. claroideum 1+2 |BEG14 N, Dénemark, Rosendahl INRA ﬁjg%g%ﬁ?gé%
(39) G. candida Kont. W3020 / Att 26-10 S, Taiwan, Chou Gianinazzi-Pearson PWD161_1_1/PWD177_2_2
(40) G. coremioides 2 “*Biorize" N, Elfenbeinkiste, Blal Societe Biorize, Dijon, AJ249715

Frankreich
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(41) G. coronatum 1+ 2 COG1, W3153 / Att 143-5 S, Australien, McGee Walker PWD93 2 1 AJ276086
W3582 / Att 108-7, EX- . . .
(42) G. coronatum 0 HOLOTYP M, Italien, Giovannetti Merryweather PWD203_1_1/PWD203_1_4
(43) G. etunicatum 1+ 2. UT316, W3093/ATT 678-4 | N, unbekannt, Wood INVAM PWD106_3 2 Z14008, Y17639
. Y 17644, AJ276076,
(44) G. etunicatum 1+ 2. W2423 / Att 382-16 M, Schottland, Walker Walker AJ301860 & 63
(45) G. etunicatum Kont. W3248 / Att 367-1 M, Schottland, Walker Walker PWD122_1
(46) G. etunicatum Kont. W3546 / Att 382-16 M, Schottland, Walker Walker PWD196_1_1
(47) G. etunicatum (?) 0 W3816 / Att 844-2 S, Mexiko, Walker Walker PWD279_1_1/PWD279 1 3
(48) G. etunicatum (?) 0 W3808 / Att 367-3 S, Schottland, Walker Walker PWD249 1 4
(49) G. etunicatum (?) 0 W3815 / Att 843-1 S, Mexiko, Rodriguez Walker PWD255 2 1
(50) G. fasciculatum 1+ 2 BEG53 S, Kanada, Furlan INRA Y17640
(51) G . fissuratum 0 ngfé%é“ keine, EX- DS, Polen, Blaszkowski Walker PWD211_2 1/PWD211_2 4
(52) G. fragilistratum 142 | (70208 AITTIZ0.BX M, Diénemark Jakobsen Walker PWD114_3 3 AJ276085
(53) G. geosporum 1+2  |BEG11,W992/Att191-1 |, England, Dodd Walker und INRA o, 132004,
(54) G. intraradices 142 | pEOMISTISBTWSIBIAL |\ Kanada, Parent Piché PWD164_1_5 X58725, AJ301859
(55) G. lamellosum 1+ 2 W3161 / Att 672-13 S, Island, Vestberg Walker PWD116_1 2 AJ276083
(56) G. lamellosum 1+ 2 wglg%/;“ 244-13, EX- S, Kanada, Vestberg Walker PWD100_2_6 AJ276087
(57) G. lamellosum 0 W3814 / Att 756-1 S, Deutschland, Walker Walker PWD252_1_6
(58) G. lamellosum 1+ 2 | W3158/Att244-7, EX- S, Kanada, Vestberg Walker PWD99_5_1/PWD99_5_2
HOLOTYP
U36591(Teilsequenz)
(59) G. luteum 1+ 2 | SA101-3,W3090/Alt676-0, |\ \shekannt, Talukdar INVAM PWD141_1 , AJ276089, Y17645
friher “G. clarum NT4 .
(Teilsequenz)
W941 / Att keine / DS, Sporokarp, Frankreich, .
(60) G. macrocarpum Kont. LECTOTYP Tulasne Herbar Paris PWD208_1_3
i W3224 / Att575-9, EX-
(61) G. manihotis / clarum |2 HOLOTYP (CIAT-C-1-1) F, unbekannt, Howeler Walker PWD113_4_1 Y17648
0 FL879-3, W3181 / Att575-25, Y 17638, U36590
(62) G. manihotis / clarum |2 EX-HOLOTYP (CIAT C-1-1) F, unbekannt, Howeler INVAM (Teilsequenz)
(63) G. manikotis / clarum | 0 5'5879'6' /' W3095/ At 575- |\ kolumbien, Howeler INVAM PWD82_2 1/PWD82 2 2
(64) G. manihoti/ clarum 0 W3776 / Att 894-7 S, Island, Greipsson Walker PWD236_1_3
(65) G. manihotis /clarum |1+ 2 BR147B-8, W3163 / Att 72-1 | N, unbekannt, Ming Lin Bioplanta, Inc,. Brasilienl | PWD125 1 AJ276084
0 . . U36592, Steht als GI.
(66) G. manihotis /clarum |1+ 2 BR212, (isolate lost) N, Brasilien, Sturmer INVAM sp bei BLAST
(67) G. microaggregatum | 1 DAOM215235 N, Kanada, Dalpe’ und Mitrow | DAOM U96144

(Teilsequenz)
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PWD260_5_1/ PWD260_5_12
PWD260_5_glo2_1/PWD261_3_3

(68) G. microcarpum Kont. \(‘/Egé‘%O/TA%‘e'”e’ DS, Sporokarp, France, Tulasne | Herbar Paris /| PWD261 3 2/ PWD261_3_10/
PWD261_3_11/PWD261_3_12/
PWD278_2_1
(69) G. mosseae 2 W3528 / Att 867-10 S, Australien, Abbott Walker PWD187_2_1 AJ306438,
U31995
BEG12, Rothamsted “Yellow (Teilsequenz),
(70) G. mosseae 1+ 2 Vacuolate” M, England, Mosse INRA U96139
(Teilsequenz,)
(71) G. mosseae Kont BEG12/W3811/Att 109-18 | M, England, Mosse Walker PWD277_1_2/PWD277_1_3
(72) G. mosseae 1 FL156B, friher WV 156 N, USA, Schenck INVAM 714007
(73) G. mosseae 1 DAOM221475 N, Kanada, unbekannt DAOM U96145
(Teilsequenz)
(74) G. mosseae 1 DAOM212595 N, Kanada, Dalpe’ und Mitrow | DAOM U96143
(Teilsequenz)
(75) G. mosseae 1 DAOM198394 N, Kanada, Furlan DAOM 96142
(Teilsequenz)
(76) G. mosseae 1 BEG25 S, England, Dodd INVAM U96140
(Teilsequenz)
(77) G. mosseae 1 BEG69 S, Frankreich, Leyval INVAM U96141
(Teilsequenz),
(78) G. proliferum 1+ 2 Eﬁﬂ\g{gj.?sgl MUCL41827, F, Guadeloupe, Risede aus Guadeloupe G’Z?Ilzéiinz)
(79) G. scintillans 0 Voucher D-1 (Sample3) DS, Deutschland, Walker Walker PWD200 2 5/PWD200 2 6
(80) G. scintillans 0 W3793 / Att keine DS, Deutschland, Walker Walker PWD245 1 5/PWD245 1 2
. ] . pWD273_3_1/pWD273_3_2/
(81) G. scintillans 0 W3849 / Att 961-0 S, Polen, Blaszkowski Walker pWD273 3 5
. scintillans tt keine , Deutschland, Walker alker —a — =
82) G. scintill 0 W3862 / At kei DS, Deutschland, Walk Walk Swggj g ;’pWDZM 321
. sinuosum , friher S. sinuosa, , , Chabot __
83) G. sil 1 MD126, friiher S. si N, USA, Chab: INVAM AJ133706
(84) G. sp. 1+ 2 gg;_;o.e.m, W3347T/At | ¢ England, Merryweather | Walker PWD145_6_4 AJ301857
(85) G. sp. 1+ 2 %Y 110.6.9, W3349/ At 865~ | 50 England, Merryweather | Walker PWD175_1 5 AJ301856
N, Deutschland, AF139733
(86) G. sp. ! DAOM225952 Vandenkoornhuyse DAOM (Teilsequenz)
(87) G. sp. Kont. ¥\4UM 50/ W3113/ Att 654- M, Australien, Abbott Walker PWD94_3 5
(88) G. sp. (Browncluster) | Kont. W3194 / Att 115-3 M, Schweiz, Sanders Walker PWD109_3 7/ PWD109_N_x
Kontaminante in Topfkultur,
(89) G. sp. (Brown-spored) | Kont. W3844 / Att 892-1 Schottland, Walker Walker PWD282_1_1/PWD282_1_4
(90) G. sp. (clustered) 1+ 2 W3234 / Att 13-7 SC, Indien, Walker Walker PWD176_1 5 AJ301855
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(91) G. sp. (Glomus-morph,

Archaeospora) Kont. W3570 / Att 200-11 M, Finnland, Vestberg Walker PWD199_2_3
(92) G. sp. (morph1) T+ 2 | WUM3, W2940/Att 155 M, Australien, Abbott Walker PWD160_1 1 AJ301864
(93) G. sp. (morph?) 1+ 2 | WUM3, W2939/Att 155 M, Australien, Abbott Walker PWD169 1 4 AJ301865
(94) G. sp.(Little Glomus) Kont. W3192 / Att 602-1 M, Spanien, Jeffries Walker PWD104 2 x
(95) G.sp. (macrocarpum?) | 0 W3347 / Att 565-7 M, England, Merryweather Merryweather PWD145 5 4
(96) G. sp. (microbrown) Kont. UY1333 /W3127 / Att 901-1 | SC, England, Merryweather Walker PWD110_2 5
(97) G. sp. g ST, Deutschland,
nie reticulate) Kont. W3251 / Att 599-7 Vandenkoomiiyse Walker PWD121 x
W4119 1 Att 246-18, )
(98) G. spurcum 0 EX_HOLOTYP M, USA, Pfeiffer Walker PWD296_1_6
W3239 / Att 2464, EX- ) AJ276077 & 78,
(99) G. spurcum 1+2 HOLOTYP M, USA, Pfeiffer Walker PWD115_1_9 Y17650 & 49
(100) G. timurales 0 W4124 ] Att keine Walker PWD294 1 1/PWD294 B 1 3
(101) G. verruculosum 142 | (70235 AN2986, BX- S, Polen, Blaszkowski Walker PWD154_1_1 AJ301858
(102) G. versiforme 1+ 2 EE_?‘_%%‘%E I Att475-21, |\ unbekannt, Daniels INRA und Turin PWD111_2 1 oot 132666,
PWD136_6/PWD136_N_2/
(103) G. versiforme 1+ 2 E)E(_?_"gl’_\c’)‘/%}go [Att475-22, |\ unbekannt, Daniels INRA und Turin PWD189_1_6/PWD191 3 2/ )1(3166375()K'°” PWD
PWD191 3 5 —
(104) G. vesiculiferum 1+ 2 keine N, Kanada, Chabot Chabot 1.20824
- PWD173_1_6/ PWD180_1_4/
(105) G. vesiculiferum 0 W2857 / Att 14-8 N, Kanada, Furlan Walker PWD192_1_1/PWD193 2 3
(106) G. viscosum 1+2 Be ST, [32br 1A TTS8, 1 ST, unbekannt, Giovannetti Walker PWD107_1_2 Y17652
(107) P. brasilianum 142 Ei}ggl_\g?s? At 260-4, |\ Brasilien, Spain Walker PWD178_1_1 AJ301862
(108) P. occultum 1+2 IA702-3/ W3166/ At 677-4 | N, USA, Kiopfenstein INVAM PWD108 2 1 AJ276081
(109) P. occultum 1+2 IA702-3 /W3091 / Att 677-3 | N, USA, Klopfenstein INVAM PWD117 11 AJ276082
(110) P. occultum Kont. IA702-3 /W3097 / Att 677-3 | N, USA, Klopfenstein INVAM PWD119 2 x
(111) P. occultum Kont. SL700C-2/W3094 TABT9- |\ unbekannt, unbekannt INVAM PWD118_1_4
(112) P. occultum Kont. SL700C-2 /W30SSTALETS- |\ unbekannt, unbekannt INVAM PWD105_3_1/PWD105 N_x
(113) P occultum 1+ 2 |HATTA N, Hawaii, Koske INVAM AJ006799
(114) P. occultum 1 CL700 N, unbekannt, unbekannt INVAM AJ006798
(Teilsequenz)
(115) P. sp. ("gzg'r’;’g;"’ke 0 W3563 / Att keine DS, Uganda, Petit Pettit PWD194_1_1
(116) S. aurigloba 2 WUMS3, W3121 / Att860-10 | M, Australia, Abbott Abbott PWD66_5/ PWD66_26 AJ276002 & 93
(117)'S. aurigloba Kont. WUM47 / W3105 / Att 871-3 | M, Australia, Abbott Abbott PWD49 2 4
(118) S. calospora 2 BEG32, W3290 / Att333-17 S, Schotland , Walker Gianinazzi-Pearson PWD153_1_1 AJ306443
(119) S. calospora 2 BEG32, W3213 / Att 209-33 | M, England, Walker Gianinazzi-Pearson PWD162_1 5/PWD162_1_6 AJ306445 & 46
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(120) S. castanea 1+2 | BEG1, EX-HOLOTYP M, Frankreich, Gianinazzi- INRA (Teilsequenz),
Pearson AF038590
121) S. cerradensis 1+2 | MAFF520056 S, Japan, Saito MAFF AB041344,
AB041345
L g Topfpflanze in Gewachshaus, Royal Botanic Garden,
(122) S. coremioides Kont. W3021 / Att 892-0 o Wator i A PWD139_N_16
(123) S. fulgida 2 W2993 DS, Argentinien, Cabello Cabello PWD167 1 6 AJ306435
(124) S. gilmorei 2 W3085 / Att590-1 S, USA, Walker, Walker PWD140_3 AJ276094
(125) S. heterogama 2 BECI5, Waz14 AL I34T0. 1N, unbekannt, unbekannt Walker PWD163 2 6 AJ306434
(126) S. heterogama 1+ 2 BR154-5 N, Brasilien, Ming Lin INVAM U36593
(127) S. heterogama 1+ 2 2’;\2523},(‘;?:)” Wve29 N, USA, Morton INVAM 714013,
(128) S. nodosa 2 BEG4, W3485 / Att 209-44 | M, England, Walker Walker PWD186_1 2 AJ306437
(129) S. pellucida 1+ 2 WV873 N, unbekannt, Morton INVAM 714012
(130) S. projecturata 142 | 3254 AGIT0, EX- ST, Indonesien, Kramadibrata | Walker PWD120_1 5 AJ242729
(131) S. spinosissima 2 W3009 / Att 664-1 ST, Venezuela, Cuenca Walker PWD188 2 3 AJ306436
132) S. weresubiae 2 W2988 DS, Argentinien, Cabello Cabello PWD170_1 4 AJ306444
g
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2.1.12 18S rDNA-Gensequenzen aus Datenbanken
a) Sequenzen anderer Pilztaxa

Tabelle 7: 18S rDNA-Sequenzen der Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota und
Chytridiomycota aus Datenbanken, die in die in den phylogenetischen Analysen benutzt
wurden. Die Angaben zur Taxonomie stammen aus der BLASTsearch Datenbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST, 2002).

Artname Accessionnummer Abteilung
1. Absidia blakesleeana AF157117 Zygomycota
2. Absidia coerulea AF113405, AF113406 Zygomycota
3. Absidia corymbifera AF113407, AF113408 Zygomycota
4. Absidia glauca AF113409, AF157118 Zygomycota
5. Absidia repens AF113410 Zygomycota
6. Actinomucor elegans AF157119 Zygomycota
7. Allomyces macrogynus U23935 Chytridiomycota
8. Amylomyces rouxii AF157120 Zygomycota
9. Apophysomyces elegans AF113411, AF113412 Zygomycota
10. Asperqillus fumigatus M55626 Ascomycota
11. Athelia bombacina M55638 Basidiomycota
12. Aureobasidium pullulans M55639 Ascomycota
13. Backusella ctenidia AF157122 Zygomycota
14. Basidiobolus haptosporus AF113413 Zygomycota
15. Basidiobolus ranarum AF113414, D29946 Zygomycota
16. Blakeslea trispora AF157124 Zygomycota
17. Blastocladiella emersonii X54264 Chytridiomycota
18. Blastomyces dermatidis M55624 Ascomycota
19. Blumeria graminis L26253 Ascomycota
20. Boletus satanas M94337 Basidiomycota
21. Candida albicans X53497 Ascomycota
22. Capniomyces stellatus AF007531 Zygomycota
23. Capronia pilosella U42473 Ascomycota
24. Chaetocladium brefeldii AF157125 Zygomycota
25. Chaetocladium jonesii AF157126 Zygomycota
26. Chlamydoabsidia padenii AF113415 Zygomycota
27. Choanephora cucurbitarum AF157127 Zygomycota
28. Chytridium confervae M59758 Chytridiomycota
29. Circinella umbellata AF157128 Zygomycota
30. Circinomucor circinelloides AF157129 Zygomycota
31. Coccidioides immitis M55627 Ascomycota
32. Coemansia braziliensis AF007532 Zygomycota
33. Coemansia reversa AF007533 Zygomycota
34. Cokeromyces recurvatus AF113416 Zygomycota
35. Colletotrichum gloeosporioides M55640 Ascomycota
36. Conidiobolus coronatus AF113417, AF113418 Zygomycota
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37. Conidiobolus incongruus AF113419 Zygomycota
38. Conidiobolus lamprauges AF113420 Zygomycota
39. Conidiobolus thromboides AF052401 Zygomycota
40. Coprinus cinereus M92991 Basidiomycota
41. Cronartium ribicola M94338 Basidiomycota
42. Cryptococcus neoformans L05428 Basidiomycota
43. Cunninghamella bertholletiae AF113421 Zygomycota
44. Cunninghamella echinulata AF157130 Zygomycota
45. Cunninghamella elegans AF113422 Zygomycota
46. Cunninghamella polymorpha AF113423 Zygomycota
47. Dichotomocladium elegans AF157131 Zygomycota
48. Dicranophora fulva AF157132 Zygomycota
49. Dipodascopsis uninucleata u00969 Ascomycota
50. Dipsacomyces acuminosporus AF007534 Zygomycota
51. Dissophora decumbens AF157133 Zygomycota
52. Echinosporangium transversale AF113424 Zygomycota
53. Ellisomyces anomalus AF157134 Zygomycota
54. Endogone pisiformis X58724 Zygomycota
55. Entomophaga aulicae U35394 Zygomycota
56. Entomophthora muscae D29948 Zygomycota
57. Entomophthora. schizophora AF052402 Zygomycota
58. Eremascus albus M83258 Ascomycota
59. Eryniopsis ptycopterae AF052403 Zygomycota
60. Eurotium rubrum u00970 Ascomycota
61. Fennellomyces linderi AF157135 Zygomycota
62. Furculomyces boomerangus AF007535 Zygomycota
63. Galactomyces geotrichum u00974 Ascomycota
64. Genistelloides hibernus AF007536 Zygomycota
65. Gilbertella persicaria AF157136 Zygomycota
66. Gongronella butleri AF157137 Zygomycota
67. Halteromyces radiatus AF157138 Zygomycota
68. Helicostylum elegans AF157139 Zygomycota
69. Herpotrichia juniperi U42483 Ascomycota
70. Hesseltinella vesiculosa AF157140 Zygomycota
71. Hyphomucor assamensis AF157141 Zygomycota
72. Hypomyces chrysospermus M89993 Ascomycota
73. Kickxella alabastrina AF007537 Zygomycota
74. Kirkomyces cordense AF157142 Zygomycota
75. Kluyveromyces lactis X51830 Ascomycota
76. Lecanora dispersa L37734 Ascomycota
77. Leucosporidium scottii X53499 Basidiomycota
78. Leucostoma persoonii M83259 Ascomycota
79. Linderina pennispora AF007538 Zygomycota
80. Martensiomyces pterosporus AF007539 Zygomycota
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81. Morchella elata L37537 Ascomycota
82. Mortierella chlamydospora AF157143 Zygomycota
83. Mortierella multidivaricata AF157144 Zygomycota
84. Mortierella polycephala X89436 Zygomycota
85. Mortierella verticillata AF157145 Zygomycota
86. Mortierella wolfii AF113425 Zygomycota
87. Mucor circinelloides f. lusitanicus AF113427 Zygomycota
88. Mucor indicus AF113429 Zygomycota
89. Mucor amphibiorum AF113426 Zygomycota
90. Mucor hiemalis f. hiemalis AF113428 Zygomycota
91. Mucor mucedo X89434 Zygomycota
92. Mucor racemosus AF113430 Zygomycota
93. Mucor ramosissimus AF113431 Zygomycota
94. Mucor recurvus var. indicus AF157146 Zygomycota
95. Mycotypha africana AF157147 Zygomycota
96. Mycotypha microspora AF157148 Zygomycota
97. Neocallimastix frontalis M62704 Chytridiomycota
98. Neocallimastix joyonii M62705 Chytridiomycota
99. Neocallimastix sp. M59761 Chytridiomycota
100. Neurospora crassa X04971 Ascomycota
101. Ophiostoma ulmi M83261 Ascomycota
102. Pandora neoaphidis AF052405 Zygomycota
103. Parasitella parasitica AF157149 Zygomycota
104. Penicillium notatum M55628 Ascomycota
105. Peridermium harknessii M94339 Basidiomycota
106.Peziza badia L37539 Ascomycota
107.Phascolomyces articulosus AF157150 Zygomycota
108.Phycomyces blakesleeanus AF157151 Zygomycota
109. Pilaira anomala AF157152 Zygomycota
110.Pilobolus umbonatus AF157153 Zygomycota
111.Piromyces communis M62706 Chytridiomycota
112.Pleospora rudis uo00975 Ascomycota
113.Pneumocystis carinii X12708 Ascomycota
114.Podospora anserina X54864 Ascomycota
115. Poitrasia circinans AF157155 Zygomycota
116. Porpidia crustulata L37735 Ascomycota
117.Protomycocladus faisalabadensis AF157156 Zygomycota
118.Radiomyces spectabilis AF157157 Zygomycota
119. Rhizomucor miehei AF113432, AF192506 Zygomycota
120. Rhizomucor pusillus AF113433, AF113434 Zygomycota
121.Rhizomucor racemosus X54863 Zygomycota
122.Rhizomucor variabilis AF113435 Zygomycota
123.Rhizopus azygosporus AF113436 Zygomycota
124.Rhizopus microsporus var. chinensis AF113437 Zygomycota
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125.Rhizopus microsporus var. microsporus AF113438 Zygomycota
126.Rhizopus oryzae AF113440 Zygomycota
127.Rhizopus stolonifer AF113441 Zygomycota
128.Rhizopus microsporus var. oligosporus AF157158 Zygomycota
129.Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis AF113439 Zygomycota
130.Russula compacta U59093 Basidiomycota
131.Saccharomyces cerevisiae J01353 Ascomycota
132. Saksenaea vasiformis AF113442 Zygomycota
133. Schizophyllum commune X54865 Basidiomycota
134. Schizosaccharomyces pombe X54866 Ascomycota
135. Sclerotinia sclerotiorum X69850 Ascomycota
136. Smittium culisetae AF007540, D29950 Zygomycota
137.Sphaeromonas communis M62707 Chytridiomycota
138. Spinellus fusiger AF157159 Zygomycota
139. Spiromyces aspiralis AF007543 Zygomycota
140. Spiromyces minutus AF007542 Zygomycota
141. Spizellomyces acuminatus M59759 Chytridiomycota
142. Spongipellis unicolor M59760 Basidiomycota
143. Sporodiniella umbellata AF157160 Zygomycota
144. Strongwellsea castrans AF052406 Zygomycota
145. Syzygites megalocarpus AF157162 Zygomycota
146. Talaromyces avus M83262 Ascomycota
147. Taphrina deformans uo00971 Ascomycota
148. Thamnidium elegans AF157163 Zygomycota
149. Thamnostylum piriforme AF157164 Zygomycota
150. Thanatephorus praticola M92990 Basidiomycota
151. Thermomucor indicae AF157165 Zygomycota
152. Tilletia caries u00972 Basidiomycota
163. Tremella globospora u00976 Basidiomycota
154. Ustilago hordii uo00973 Basidiomycota
1565. Utharomyces epallocaulus AF157168 Zygomycota
156. Xerocomus chrysenteron M94340 Basidiomycota
1567.Zoophagus insidians AB016009 Zygomycota
158. Zoophthora radicans (syn. z. culisetae) D61381 Zygomycota
1569. Zoophthora. radicans AF052404 Zygomycota
160.Zychaea mexicana AF157169 Zygomycota
161.Zygorhynchus heterogamus AF157170 Zygomycota
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b) Sequenzen phylogenetischer Gruppen aulRerhalb der Pilze

Tabelle 8: 18S rDNA-Sequenzen, die als Aullengruppe bei der phylogenetischen Analyse der
Pilzphyla (Abteilungen) einbezogen wurden.

Accesion-

Artname Nummer Taxonomie
Chlorella ellipsoidea X63520 Viridiplantae, Chlorophyta
Aphrodita aculeata 783749 Annelida, Polychaeta
Dermocystidium salmonis | U21337 Ichthyosporea, Dermocystida
Diaphanoeca grandis L10824 Flagellata, Choanoflagellata
Dictyostelium discoideum | X00134 Rhizopoda, Amoebina
Homo sapiens M10098 Chordata, Mammalia
Ichthyophonus hoferi U25637 Ichthyosporea, chthyophonida
Stylonychia pustulata X03947 Ciliata, Spirotricha
Thraustochytrium kinnei L34668 Stramenopiles
Ulkenia profunda 134054 Stramenopiles
Zea mays K02202 Viridiplantae, Streptophyta, Embryophyta

2.2 Methoden

2.21 Reinigung der AM-Pilzsporen

Die von Chris Walker erhaltenen Sporen wurden einzeln in 0,5 ml Eppendorfgefalle

Uberfihrt, die 200 yl 1% SDS - Losung enthielten. Um anhaftendes organisches

Material von der Sporenoberflaiche zu entfernen, wurde eine Ultraschallbehandlung

durchgefiihrt. Die Reinigung erfolgte bei 35 kHz und eingeschalteter Entgasungs-

funktion. Die Lange der Ultraschallbehandlung schwankte zwischen 10-30 sec und war

abhangig von der mechanischen Stabilitdt der Sporen. Die Uberpriifung der Reinigung

fand unter dem Binokular statt.

AnschlieRend wurden die Sporen zweimal in H,Oy40st gewaschen und danach in 0,5 ml

Eppendorfgefalle mit 10 pl vorgelegtem H,Opiqest Uberflhrt. So behandelte Sporen

wurden, wenn keine sofortige DNA Isolation erfolgte, zur spateren Verwendung bei -

80°C gelagert.

2.2.2 Isolierung von chrDNA aus Einzelsporen

Methode 1:

1. Zerquetschen der Spore in 10 pl H2Opigest Mittels Pipettenspitze durch drehende

Bewegung an der Wand des Eppendorfgefalles.

Erhitzen der Probe in der Mikrowelle fir 30 sec.

Schockgefrieren in flissigem Stickstoff.
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4. Zweimalige Wiederholung der Schritte 2 und 3.
5. Zentrifugation des Extraktes fir 5 min bei 13.000 rpm und anschlie’ende

Lagerung auf Eis.

In der PCR wurden dann verschiedene Volumina (1-5 ul) des Uberstands eingesetzt.

Methode 2:
1. Spore in 0,5 pl HyOpigest VOrlegen.
2,5 yl 0,25 M NaOH zugeben und Spore zerquetschen.
Kurz abzentrifugieren.
1 min in kochendem Wasser inkubieren.
Zugabe von 1 pl 0,5M TRIS/HCI (pH8,0) und 2,5 pl ,0,25M HCI.

Erneutes Inkubieren in kochendem Wasser fiir 2 min.

No g b~ oD

Kurz abzentrifugieren.

In der PCR wurden zwischen 2,5 und 5 pl des Extraktes eingesetzt.

Methode 3:

Isolation mit dem Dynabeads® DNA DIRECT Kit

Dieses System basiert auf einer magnetischen Separation der chromosomalen DNA.
Dazu werden paramagentische, polymere Partikel, die hier die Bezeichnung Dyna-
beads® tragen, eingesetzt. Diese an der Oberfliche positiv geladenen Partikel binden
die, bei entsprechendem pH-Wert, negativ geladene DNA elektrostatisch und bilden
mit ihr einen Komplex. Die Abtrennung des Komplexes vom Rest der Lésung kann nun
mit Hilfe eines Magneten (Dynal MPC) stattfinden. Der durch mehrere Waschschritte
gereinigte Komplex wird direkt in der PCR eingesetzt. Zusatzlich besteht die Mdglich-
keit, durch Erhitzen des Komplexes eine Elution der reinen DNA durch-zufiihren.

Das Protokoll des Herstellers wurde bei Schritt 4 (um 5-10 min verlangerte
Inkubationszeit) und bei der Anzahl der Waschschritte (nur 1 Waschschritt) modifiziert
(Schwarzott und SchiRler 2001).

Durchfiihrung:

1. Dynabeads® auf Raumtemperatur erwérmen lassen, Dynabeads®- Suspension
durch Schitteln homogenisieren.
2. Einzelspore in 1, 5ml Eppendorfgefal mit 1,5 ul vorgelegtem, sterilem HoOpigest

zerquetschen.
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3. 200 pl Dynabeads® DNA-Direct™ dazugeben; mit Schwung, aber nicht zusétzlich

mischen.

Inkubation bei Raumtemperatur fiir 10-15 Minuten.

Eppendorfgefal fiir 90 sec in Magneten stellen, Uberstand abziehen und
verwerfen.

6. EppendorfgefaR aus Magneten nehmen DNA/Dynabeads®-Komplex mit 200 ul
Waschpuffer vorsichtig waschen, ohne zu durchmischen. Hier muf® sehr vorsichtig
gearbeitet werden, da es an dieser Stelle zu Verlust von DNA kommen kann. Das
entstandene Pellet darf deswegen nur leicht von dem Puffer umspiilt werden, ohne
es dabei zu zerstéren.

7. Eppendorfgefal fir 90 sec in Magneten stellen; Uberstand abziehen und ver-
werfen.

8. Eppendorfgefald aus Magneten nehmen, 30 ul TE-Puffer zugeben, DNA/Dyna-
beads® resuspendieren.

9. 5 ul DNA/Dynabeads®-TE-Suspension in 25 ul PCR-Ansatz einsetzen.

2.2.3 DNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Zum Nachweis spezifischer Pilzsequenzen in Pflanzenmaterial wurden zwei
verschiedene Methoden angewandt. Die Reinigung der Pflanzen von anhaftendem
organischem Material vor der Isolation sah wie folgt aus (De Rooij-van der Goes et al.
1995, Kowalchuk et al. 2002):

Grobe Reinigung des Pflanzenmaterials unter fliekendem Wasser.

2. 5 min Ultraschallbehandlung in 10 mM Natriumpyrophosphat; wobei die
Dauer der Ultraschallbehandlung bei weicherem Gewebe wie z.B. Thalli von
Anthoceros punctatus verkirzt wurde. Die Verweilzeit in der Natriumpyro-
phosphat-Lésung lag aber immer bei 5 min.

3. 2x 5 min Ultraschall in H,Opigest; @uch hier wurde je nach Gewebe variiert.
Anschliel3end Trocknen der Proben auf Papiertlichern.

4, Zerkleinern des Materials mit einer Rasierklinge in etwa 100 mg schwere
Stiicke.

5. Schockgefrieren der Sticke mit flissigem Stickstoff in 1,5 ml Eppendorf-

gefalten und homogenisieren der Proben mit einem Plastikpistill.
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2.2.3.1 Methode 1: Isolation nach Redecker (2000)
Bei der lIsolation nach Redecker (2000) wurde die Vorbereitung der Proben nach

Schritt 4 beendet und danach wie folgt vorgegangen:

1. Die Stiicke wurden in 0,5 ml Eppendorfgefalie Uberfihrt und mit 40 yl 0,25 M
NaOH versetzt.

2. Inkubation des Ansatzes bei 90°C fur 10 min im Wasserbad.
Neutralisation mit 20 yl 0,5 M Tris HCI und 40 ul 0,25 M HCI und Inkubation fir
weitere 10 min bei 90°C.

4. Der Uberstand wurde durch Abpipettieren von dem Pflanzenmaterial abge-
trennt, in TE-Puffer 1:10 bzw. 1:100 verdiinnt und als Template in der PCR ein-

gesetzt.

2.2.3.2 Methode 2: Isolation mit Dynabeads®

Bei der DNA-Isolation aus Pflanzenmaterial mit Dynabeads® wurde nach dem
homogenisieren der Probe wie bei der DNA-Isolation aus Sporen (siehe 2.2.2 Methode
3, Schritt 5) verfahren. Lediglich der Waschschritt unter Punkt 6 wurde zweimal durch-
gefihrt.

2.2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mit der PCR kénnen DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten Sequenzen eingerahmt
sind, in vitro vervielfaltigt werden. Diese Methode wurde von Mullis et al. 1986, Mullis
und Faloona 1987) entwickelt, und ist mittlerweile ein etabliertes Verfahren bei der

Genanalyse.

Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion

Die zu vermehrende Sequenz aus einem DNA-Abschnitt wird wiederholt folgenden

Reaktionsschritten unterworfen:

1. Hitzedenaturierung (,Aufschmelzen®“) der DNA in Einzelstrange bei Temperaturen
um 95°C.

2. Hybridisierung chemisch synthetisierter Oligonukleotide (,Primer®) an ihre ent-
sprechenden komplementaren Sequenzen (,Primerannealing“). Die Primersequenz
leitet sich aus bekannten, die gesuchte Sequenz flankierenden DNA Bereichen ab.
Die entstehenden, kurzen, doppelstrangigen DNA Bereiche dienen als Ansatzstelle
einer DNA-Polymerase. Die Hybridisierungstemperatur ist von der Primerstruktur

abhangig und liegt zwischen 30° und 70°C.
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3. Verlangerung (,Elongation®) der Primer in 3"-Richtung durch die DNA-Polymerase
unter Einbau von 3’-Desoxyribo-nucleosid-5"-triphosphaten (dNTPs) und Ver-
wendung des DNA-Einzelstranges als Matrize fir die Synthese. Die Temperatur
hangt dabei vom Temperaturoptimum der verwendeten DNA-Polymerase ab. Fur
die heute meist verwendete hitzebestandige Tag-Polymerase aus dem Bakterium
Thermophilus aquaticus liegt die optimale Reaktionstemperatur bei 72°C.

Die drei Reaktionsschritte werden nun in n Zyklen wiederholt und man erhéalt bei opti-

malem Reaktionsverlauf, von einem DNA-Molekil ausgehend, theoretisch 2" Kopien.

2.2.5 Geschachtelte PCR (nested-PCR)

Bei dieser speziellen Form der PCR wird ein zweites Primerpaar verwendet, welches
innerhalb eines durch das erste Primerpaar amplifizierte DNA-Fragment bindet. Als
Beispiel ist die Lage zweier Primerpaare in Abbildung 6 gezeigt, die zur Amplifikation

der 18S rRNA aus Sporen genutzt wurden.

1.PCR
Geo A1 (6 - 26 bp) < » | ART4 (1769 -1789bp)
5 > «—
_> <_
Geo A2 (17 - 36 bp) < > Geo 11 (1746 — 1769bp)
2.PCR

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Lage universeller Primer, die in der ge-
schachtelten PCR verwendet wurden. Die Angaben in Basenpaaren beziehen sich auf das
18S rRNA-Gen von S.cerevisiae (J01353).

Durch diese Methode wird die Empfindlichkeit und Spezifitat der DNA-Vervielfaltigung
erhoht, weil zu geringe Produktmengen des gewtlinschten Abschnitts aus der 1. PCR in
einer zweiten Runde angereichert werden und unspezifische Produkte aus der 1. PCR
mit den Primern in der 2. PCR nicht amplifiziert werden.

Allerdings birgt die Empfindlichkeit der Methode auch eine hdéhere Gefahr der
Vervielfaltigung von Sequenzen, die aus Verunreinigungen stammen (Newton und
Graham 1994), da die in der Arbeit benutzten universellen Primer auf Sequenzmotive
passen, die bei einer Vielzahl von Organismen vorkommen. Deswegen wurden die
PCR Ansatze zu jeder Zeit unter einer Sterilbank pipettiert und immer Nullkontrollen,
d.h. Ansatze ohne DNA-Matrize, durchgefihrt.
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2.2.6 PCR zur Amplifikation der 18S rDNA aus Sporen

Die PCR-Ansatze wurden beim Zusammenpipettieren auf Eis gekihlt. Als Reaktions-
gefalie dienten 0,2 ml Thermo Tube™ PCR-Gefalie der Firma Peglab. Die PCR wurde

mit dem Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf durchgefiihrt.

Tabelle 9: Standardansatz der 1. PCR zur Amplifikation des 18S rRNA-Gens aus Sporen.
*chrDNA als an Dynabeads® gebunderner Komplex.** DNA-Polymerase Puffer [10x] enthalt: 10

mM Tris/HCI, 1,5 mM MgCl,, 50mM KCI, 0,1%Triton X-100

chrDNA* 5ul

Puffer [10x]** 2,5 ul
dNTPs [10 mM] 0,5l
GeoA1 [10 pM/ul] 0,5ul
ART4 [10 pM/ul] 0,5l
Tag-Polymerase [5 U/pul] 0,5 ul
H,O bidest 15,5 pl
2 25 ul

Tabelle 10: Temperaturprofil der 1.PCR

1. Schritt Denaturierung 94 °C 2 min
2. Schritt Denaturierung 94 °C 30 sec
3. Schritt Primerannealing 59°C 60 sec
4. Schritt Synthese 72°C 180 sec
5. Schritt Synthese 72°C 10 min
6. Schritt Lagerung im Cycler 4°C variabel

Die Schritte 2 bis 4 werden 35x wiederholt, wahrend Schritt 1 nur am Beginn, die

Schritte 5 und 6 nur am Ende der PCR ein einziges Mal durchgefiihrt werden.
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Tabelle 11: Standardansatz der 2. PCR zur Amplifikation des 18S rRNA-Gens aus Sporen. Die
Standardmafig benutzten Primer sind fett dargestellt. *Als DNA-Matrize dient das Produkt der
1. PCR.

DNA-Matrize* 1 ul

Puffer [10x] 2,5ul
dNTPs [10 mM] 0,5l
GeoA2 oder NS1 oder 0,5 ul

GeoNS1 [10 pM/ul]
Geo11 oder NS8 oder Geo10 | 0,5 pl

[10 pM/ul]

Tag-Polymerase [5 U/pul] 0,5 ul
H20 bidest 15,5 pl
2 25 ul

Tabelle 12: Temperaturprofil der 2.PCR

1. Schritt Denaturierung 94 °C 2 min
2. Schritt Denaturierung 94 °C 30 sec
3. Schritt Primerannealing 63 °C 60 sec
4. Schritt Synthese 72°C 180 sec
5. Schritt Synthese 72°C 10 min
6. Schritt Lagerung im Cycler 4°C variabel

Die Schritte 2 bis 4 werden 35x wiederholt, wahrend Schritt 1 nur am Beginn, die
Schritte 5 und 6 nur am Ende der PCR ein einziges Mal durchgefiihrt werden. Die
Annealingtemperatur bezieht sich auf das meist benutzte Primerpaar GeoA2 / Geo11.

2.2.7 PCR zur Amplifikation von Archaeosporales 18S rDNA

Beim Nachweis von 18S rDNA Sequenzen der Archaeosporales-Gruppe und Ge.
pyriformis aus Pflanzenmaterial oder Geosiphon-Kulturen wurde zunachst die unter
2.2.5 beschriebene, geschachtelten PCR durchgefiihrt, um anschlieend als Matrize in

der Reaktion mit spezifischen Primern zu dienen.
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a) PCR mit Archaeosporales-Primern

Tabelle 13: Standardansatz der PCR zur spezifischen Amplifikation des Archaeosporales 18S
rRNA-Gens. *Als DNA-Matritze dient das Produkt der 2. universellen PCR.

DNA-Matrize* 1l

Puffer [10x] 2,5 ul
dNTPs [10 mM] 0,5l
Archeo 1a [10 pM/ul] 0,5 ul

Archeo 5b oder Archeo6a oder 0,5 ul
Archeo 6b [10 pM/ul]

Tag-Polymerase [5 U/pul] 0,5 ul
H2Obigest 15,5 ul
z 25l

Tabelle 14: Temperaturprofil der ,Archaeosporales-PCR*

1. Schritt Denaturierung 94 °C 2 min
2. Schritt Denaturierung 94 °C 30 sec
3. Schritt Primerannealing 58,3 °C 60 sec
4. Schritt Synthese 72°C 120 sec
5. Schritt Synthese 72°C 5 min
6. Schritt Lagerung im Cycler 4°C variabel

Die Schritte 2 bis 4 werden 35x wiederholt, wahrend Schritt 1 nur am Beginn, die

Schritte 5 und 6 nur am Ende der PCR ein einziges Mal durchgefiihrt werden.

b) PCR mit Ge. pyriformis-Primern

Tabelle 15: Standardansatz der PCR zur spezifischen Amplifikation des Geosiphon pyriformis
18S rRNA-Gens. * Als DNA-Matritze dient das Produkt der 2. universellen PCR.

DNA-Matrize* 1 ul

Puffer [10x] 2,5ul
dNTPs [10 mM] 0,5l
Ge0223 [10 pM/ul] 0,5 ul
Geo2651 [10 pM/pl] 0,5l
Taqg-Polymerase [5 U/pul] 0,5 ul
H20 pidest 15,5 ul
)3 25 ul
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Tabelle 16: Temperaturprofil der ,Ge. pyriformis-PCR"

1. Schritt Denaturierung 94 °C 2 min

2. Schritt Denaturierung 94 °C 30 sec
3. Schritt Primerannealing 58,3 °C 60 sec
4. Schritt Synthese 72°C 120 sec
5. Schritt Synthese 72°C 5 min

6. Schritt Lagerung im Cycler 4°C variabel

Die Schritte 2 bis 4 werden 35x wiederholt, wahrend Schritt 1 nur am Beginn, die

Schritte 5 und 6 nur am Ende der PCR ein einziges Mal durchgefiihrt werden.

2.2.8 Ligation mit den Topo TA Cloning-Kits

Dieses Kits machen sich die Eigenschaft der Tag-Polymerase zunutze, jedem PCR-
Produkt ein Desoxyadenosin (A) am 3'-Ende anzufligen. Diese Transferaseaktivitat ist
unabhangig von der DNA-Matrize.

Die in dem Kit enthaltenen Vektoren pCR 2.1-TOPO in Version E und pCR 4-TOPO in
Version E2 liegen liniearisiert vor und besitzen ein einzelnes 3'-Uberhdngendes Thymi-
din (T). Mit Hilfe einer Topoisomerase kann das PCR-Produkt mit dem Vektor ligieren.
Der Ligationsansatz (Tabelle 17 fiir Version E und Tabelle 18 fur Version E2) wurde
nach dem Zusammenpipettieren vorsichtig gemischt und fir 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert.

Tabelle 17: Zusammensetzung des Ligationsansatzes fur Version E. *die Konzentration des
PCR-Produkts wurde nach Agarosegelelektrophorese abgeschatzt

PCR-Produkt* 0,5-2 ul
H20 pidest 3,5-2 ul
pCR 2.1-TOPO-Vektor 1
2 5 ul
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Tabelle 18: Zusammensetzung des Ligationsansatzes fur Version E2. *die Konzentration des
PCR-Produkts wurde nach Agarosegelelektrophorese abgeschatzt

PCR-Produkt* 0,5-4 pl
Salzlésung 1ul
H20 pidest 4,5-0 ul
pCR 4 TOPO-Vektor 1ul
2 5 ul

2.2.9 Transformation der Bakterien

Bei der Transformation wird der Vektor mit dem inserierten PCR-Produkt in die

kompetenten Bakterienzellen eingeschleust.

Durchfiihrung

1. 50 ul kompetente Zellen werden mit 2 ul einer 0,5 M B-Mercaptoethanol-Lésung
versetzt. Dieser Schritt entfallt bei Version E2.

2. Zu den kompetenten Zellen werden 2 ul des Ligationsansatz gegeben und vor-
sichtig vermengt.

3. 15 min Inkubation des Transformationsansatzes auf Eis. Dieser Schritt ist bei Ver-
sion E2 auf 5 min Inkubation bei Raumtemperatur verkirzt.

4. Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad fiir 30 sec.

5. Der Ansatz wird kurz auf Eis abgekuhlt und anschlieBend 250 pl SOC-Medium zu-
gegeben.

6. Schitteln des Ansatzes mit 220 rpm bei 37 °C fiir 30 min.

7. Nach der Inkubation werden dem Ansatz 100 ul X-Gal [20 mg/ml], sowie 50 ul IPTG
[23,4 mg/ml] zugesetzt. Dieser Schritt entfallt bei Version E2, da hier die Selektion
Uber das Letal-Gen ccdB stattfindet (siehe 2.2.10).

8. Ausplattieren der Bakterien auf LBampkana-Platten und Inkubation bei 37 °C uber
Nacht.
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2.2.10 Selektion positiver Klone

Bei den zwei verwendeten Klonierungskits werden verschiedene Methoden benutzt,

um eine erfolgreiche Ligation und Klonierung zu tberpriifen.

a-Komplementationstest (Kitversion E)

Normalerweise wird die Synthese von p-Galactosidase durch IPTG induziert. In den
verwendeten E. coli-Laborstammen ist das Gen fiir das o-Peptid der B-Galactosidase
durch Deletion zerstort. Deshalb kann das chromogene Substrat X-Gal nicht gespalten
werden und der normalerweise entstehende blaue Indigofarbstoff tritt nicht auf. In der
multiplen Klonierungsstelle des Vektors pCR2.1-TOPO befindet sich dagegen das
codierende Gen fir das a-Peptid. Wird die Sequenz nicht durch ein Insert unter-
brochen, ist es der Bakterienzelle wieder moglich, X-Gal zu spalten, und die Kolonien
erscheinen blau. Die inserttragenden Zellen erscheinen dagegen weil3. Diese Reaktion

ist ein erster Hinweis auf eine gelungene Ligation und Transformation.

Selektion lber das letale ccdB Gen (Kitversion E2)

Bei dem Vektor pCR4-TOPO wird die Selektion durch die Unterbrechung der
Expression des letalen ccdB — Gens bei der Ligation erreicht.

Dieses Gen ist mit dem lacZo. Gen am C-Terminus fusioniert. Bei der Ligation mit
einem PCR-Produkt kommt es zu einer Unterbrechung zwischen lacZa-Operon und
Fusionsgen wodurch positive Rekombinanten auf der Kulturplatte wachsen, wahrend

bei misslungener Ligation von PCR-Produkten die Bakterienzellen absterben.

2.2.11 Ubernachtkulturen der transformierten Zellen

Fir die Vermehrung der gewlinschten Zellen werden 10 ml LB-Medium steril
angeimpft. Um zu gewahrleisten, dass sich nur erwlinschte Bakterien reproduzieren,
werden dem Medium 15 ul Ampicillin oder Kanamycin [50 mg/ml] zugegeben. Die so
beschickten Glasrohrchen werden Uber Nacht bei 37°C und 220 rpm im Brutraum
inkubiert.
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2.2.12 Plasmid-Schnellpraparation (Holmes und Quigley 1981)

Mit dieser Methode ist es méglich, eine grole Anzahl von Zellkulturen daraufhin zu

untersuchen, ob sie wirklich den Vektor einem Insert besitzen.

Durchfiihrung:

1. Die Ubernachtkulturen werden griindlich gemischt; 1,5 ml der Suspension in ein
Eppendorfgefaly tberfiihrt und 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert.

2. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 200 ul STETL-Puffer resuspendiert und
sofort auf Eis gelagert.

3. AnschlielRend wird das in der Losung enthaltene Lysozym im Wasserbad bei 100°C
(45 sec) denaturiert.

4. Sammeln der Zellriickstdnde durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 15 min. Das
entstandene Pellet wird mit einem Zahnstocher vorsichtig entfernt.

5. Ausfallen der Plasmid-DNA mit 200 pl Isopropanol und Zentrifugation fir 30 min bei
13000 rpm.

6. Der Uberstand wird verworfen und die Plasmid-DNA in 50 ul RNAse-Wasser [10
ug/ml] aufgenommen.

7. Mit ca. 5 ul der Losung wird eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt.

8. Lagerung bei -20 °C.

2.2.13 Restriktionsanalyse der isolierten Plasmide

Mit dieser Methode wird Uberprift, ob die praparierten Plasmide das Insert mit der
gewtlinschten GréfRRe enthalten. Die Vektoren sind so konstruiert, dass rechts und links
der Insertionsstelle Basensequenzen liegen, die von Restriktionsenzymen als
Schnittstelle erkannt werden. Wie aus Abbildung 4 und 5 ersichtlich, sind das im Falle
der Vektoren pCR2.1-TOPO und pCR4-TOPO Erkennungssequenzen fir das
Restriktionenzym EcoR1. Der Restriktionsansatz wird im Brutschrank bei 37 °C fur
mindestens 2 h inkubiert. Nachdem das Insert aus der multiplen Klonierungsstelle
herausgeschnitten wurde, findet eine Analyse durch Agarosegelelektrophorese statt.
Zur Bestimmung der Fragmentgrofie wird der unter 2.1.9 aufgefihrte Langenstandard

"Marker 1" mit auf das Gel aufgetragen.
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Tabelle 19: Standardansatz einer Restriktionsanalyse

Plasmid-DNA 5ul
Puffer [10x] 1,5 ul
Restriktionsendonuklease

EcoR1 [20 U/ul] 2ul
H2Obigest 6,5 ul
2 15 ul

2.2.14 Restriktionsanalyse zur Identifikation spezifischer Sequenzen (RFLP)

Der sogenannte Restriktionfragment Langenpolymorphismus (RFLP) dient zur
Identifikation spezifischer Gensequenzen.

Dabei wird der genetische Polymorphismus des 18S rRNA-Gens genutzt, der bei den
untersuchten Pilzen auftritt. Die genetischen Unterschiede generieren oder eliminieren
definierte Restriktionsschnittstellen, die sich letztendlich nach dem Schneiden des
Gens mit einem geeigneten Restriktionsenzym durch verschiedene DNA-
Bandenmuster auf dem Agarosegel ausdriicken.

Diese Vorgehensweise ermoglicht eine Unterscheidung von Gensequenzen ohne eine
vollstandige Sequenzierung und ist damit weniger zeit- und kostenaufwendig.
Mittlerweile gibt es verschiedene Computerprogramme, die bekannte Gensequenzen
auf Erkennungsmotive von Restriktionsendonucleasen analysieren, und Voraussagen
Uber die zu erwartenden Bandenmuster liefern, ohne die Enzyme zunachst im
Experiment testen zu missen. In der Arbeit wurde das Online-Analyseprogramm
NEBcutter V1.0 der Firma New England Biolabs, Inc. (http://tools.neb.com/NEBcutter/
index.php3) benutzt, um typische Bandenmuster fir die sequenzierten 18S rRNA-Gene
der Archaeosporales-Gruppe und Ge. pyriformis zu erkennen, die mit den spezifischen

Primern amplifiziert wurden.

2.2.15 Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Fir die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,8-2%ige Agarosegele verwendet.
Die Agarosekonzentration richtete sich dabei nach der Grolke der zu erwarteten DNA-
Fragmente. Die Agarose wurde durch Erhitzen in der Mikrowelle in 1x TAE-Puffer
vollstandig gel6st und nach leichter Abkihlung in einem Gelschlitten gegossen. Als
Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer verwendet. Vor dem Auftragen der Proben wurden
diese mit 1/10 Volumen Blaumarker versetzt und aufgetragen. Die DNA-Fragmente
wurden anschlieBend bei konstanter Spannung von 80-120 Volt separiert. Nach

Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel 5-10 min in einem Ethidiumbromidbad
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gefarbt. Zur Reduzierung der Hintergrundfluoreszenz durch freies Ethidiumbromid und
zur besseren Analyse komplexer DNA-Bandenmuster wurden die Gele in Wasser
entfarbt. AnschlieRend wurde das Gel unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 305

nm ausgewertet und photographiert.

2.2.16 Plasmidpraparation fiir die Sequenzierung (Qiaprep-spin Plasmid Kit)

Dieses Kit liefert besonders reine und aufkonzentrierte Plasmid-DNA aus den Uber-
nachtkulturen, die in der anschlieRenden Sequenzierungsreaktion eingesetzt wird.
Auch hier wird durch Fallungen und mechanischer Reinigung mit einer pordsen
Membran die Abtrennung stérender Zellbestandteile erreicht.

Die Durchfilhrung entsprach dem Protokoll des Herstellers, lediglich die Elution der

Plasmide fand anstelle von TE-Puffer mit H,Opqest Statt.

2.2.17 Dauerkulturen

Fir spatere Untersuchungen wurden von den Bakterien, die das gewlinschte Insert
tragen, Dauerkulturen aus 700 pl der Ubernachtkulturen und 500 pl autoklaviertem

Glycerin angegelegt und bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.18 Sequenzierung

Da es in unserem Labor nicht méglich war, eigene DNA-Sequenzierungen
durchzufiihren, wurden die aufgereinigten Plasmide in Labore geschickt, die diesen
Service kommerziell anbieten (Agowa, Berlin; Seqlab, Géttingen).

Dabei wurde zunachst immer nur ein Teilstlick (ca. 600 - 900bp) der etwa 1500 -
1800bp langen, klonierten PCR-Produkte mit dem universellen Sequenzierungsprimer
M13fwd (-20) sequenziert und anschlieBend in unserem Labor phylogenetisch
analysiert oder ein BLAST-Vergleich (Basic Local Alignment Search Tool) mit
Sequenzen in Online—Datenbanken durchgefuhrt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLA
ST/).

Wenn die beiden Analysemethoden bestatigten, dass die PCR Produkte den
gewtlinschten Ursprung hatten und nicht durch Kontaminanten verursacht waren,
wurde eine vollstandige Sequenzierung mit den Primer NS3 und M13rev durchgefiihrt.
Die erhaltenen Chromatogramme der Teilsequenzen wurden mit dem PC-Programm
Chromas 1.44 (Chromas, http://www.technelysium.com.au) auf Sequenzierungsfehler
untersucht, manuell korrigiert und anschlie@end mit dem Programm ALIGN 4.0 (D.

Hepperle, http://wwwuser.gwdg.de/~dhepper/) zusammengefigt.
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2.2.19 Methoden zur Bestimmung der AM-Pilz—Phylogenie

Hier wird nur ein Uberblick tber die verwendeten phylogenetischen Methoden
gegeben. Die bei den einzelnen Stammbaumanalysen benutzten Datensatze und

Berechnungsparameter werden im Ergebnisteil gesondert beschrieben.

2.2.19.1 Sequenzvergleich: Das Alignment

Zur Analyse phylogenetischer Zusammenhange ist es nétig, homologe Merkmale
miteinander zu vergleichen. Gerade bei Nukleotidsequenzen, die nur vier verschiedene
Merkmale — die Nukleotidbasen Adenin, Thymidin, Cytosin und Guanin — besitzen, ist
es zundchst schwer zu entscheiden, welche der Basen homolog zueinander sind.
Dabei kénnen wahrend der Evolution des Gens verschiedene Ereignisse wie die
Deletion, Insertion, Transition oder Transversion von Nukleotiden stattfinden, die es
erschweren, Homologien bei Sequenzmotiven zu erkennen. Gerade Deletionen und
Insertionen konnen in einem Alignment dazu fihren, dass Leerstellen (gaps) in
Sequenzen eingefiihrt werden missen, um homologe Abschnitte vergleichbar zu
machen.

Beim Alignment von ribosomalen Genen kann man sich bei der Entscheidung, wie
plausibel eingefliihrte Leerstellen sind und welche Bereiche Homologien aufweisen, an
der Sekundarstruktur der rRNA orientieren. Sequenzvergleiche von rRNAs verschiede-
ner Spezies zeigen, dass diese Struktur im Laufe der Evolution konserviert wurde, was
die Zuordnung von Basen zu bestimmten Stellen oft erst ermoglicht. Aus diesem Grund
wurde bei dem Alignment der Pilzsequenzen die bekannte Sekundarstruktur der 18S
rRNA von Sacharomyces cerevisiae als Grundlage benutzt (Van de Peer et al. 1998).

2.2.19.2 Phylogenetische Auswertung des Alignments

Fur die phylogenetische Analyse der Daten dienten verschiedene Programme aus dem
Programmpaket PHYLIP (Phylogeny Inference Package, Felsenstein 1993) in der
Version 3.573.

Die Handhabung der Programme ist im PHYLIP-Handbuch beschrieben, welches dem
PHYLIP Programmpaket beiliegt. PHYLIP ist im Internet unter folgender URL frei

erhaltlich: http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

2.2.19.3 Neighbour-Joining Methode

Bei der Neighbour-Joining Methode (Saitou und Nei 1987) handelt es sich um eine
sogenannte distanzbasierte Methode, bei welcher die genetischen Distanzen von
Sequenzen nacheinander paarweise, mit Hilfe eines Algorithmus verglichen werden.
Die Methode beruht auf der Theorie der Molekularen Uhr, die besagt, dass die Zahl

von Mutationen auf einem Gen pro Zeiteinheit ungefahr konstant ist. Dadurch wird es
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maoglich, bei der Distanzmessung einen numerischen Wert mit einem Paar Sequenzen
Zu assoziieren.

Zunachst werden zur Baumberechnung die evolutiven Distanzen zwischen einem Paar
von Sequenzen abgeschatzt. Diese Distanzen geben die mittlere Anzahl von
Veranderungen pro Position an, die seit dem Divergieren von einem gemeinsamen
Vorfahren entstanden sind.

Die Distanzwerte werden unter Zuhilfenahme von verschiedenen Evolutionsmodellen
korrigiert, um in den Primardaten (Sequenzen) nicht zu erkennenden, evolutive
Ereignisse zu berlcksichtigen. Dazu gehdren z. B. Rickmutationen oder konvergente
Basensubstitutionen.

In dieser Arbeit wurden die genetischen Distanzen mit Hilfe des sogenannten Kimura-
2-Parameter Modells berechnet. Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass die
Rate von Transitionen pro Base sich von der Rate der Transversionen unterscheidet
und die Transition die wahrscheinlichere Form der Basensubstitution ist. In der Arbeit
wurde fur die 18S rDNA der Wert 2 eingesetzt (Kimura 1980).

Der Vorteil der Neighbour-Joining Methode liegt vor allem in der Schnelligkeit, mit der

sich grof3e Datensatze analysieren lassen.

2.2.19.4 Maximum-Parsimony-Methode

Das Maximum-Parsimony-Verfahren (Swofford und Olsen 1990) ist eine so genannte
merkmalsbasierende Methode, die urspriinglich fir morpholgische Daten entwickelt
wurde. Bei dieser Methode wird versucht, aus allen mdglichen Stammbaumen
denjenigen zu finden, fir den die geringste Anzahl an Mutationen nétig ist. Dabei
werden die Sequenzdaten direkt miteinander verglichen, ohne sie in genetische
Distanzen umzurechnen. Dazu wird das Prinzip der maximalen Sparsamkeit
angewendet, das heil’t, es wird der Baum gesucht, der die geringste Anzahl an
evolutionaren Ereignissen bendtigt, um die beobachteten Sequenzunterschiede zu
erklaren. Als Merkmal dienen dabei nur solche Nukleotidaustausche, die in mindestens
zwei Sequenzen gefunden werden.

Bei der Analyse in dieser Arbeit wurden dabei Leerstellen und polymorphe Positionen

im Alignment als fehlende Daten interpretiert.

2.2.19.5 Der Bootstrap-Test

Der Bootstrap-Test wurde von Felsenstein 1985 zur statistischen Absicherung von
phylogenetischen Berechnungen etabliert. Er zeigt die Wahrscheinlichkeit, mit der eine
Gruppierung in den erhaltenen Stammbaumdiagrammen unterstitzt wird. Durch diese

Veranderung wird die "Robustheit" der Baum-Topologien Gberpriift.
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Zur Unsicherheit bei Abschatzung der Wahrscheinlichkeit einer bestimmten
phylogenetischen Beziehung tragen nicht nur die Berechnungsmethoden (Neighbour-
Joining, Maximum-Parsimony, etc.) sondern auch die Sequenzdaten selbst bei.

Ein Beispiel dazu ist das Auftreten von Homoplasie. Man versteht darunter eine
Ubereinstimmung ohne Homologie, die durch unabhéngige Evolution (Konvergenz,
Reversion) entsteht. Tritt in einem Nukleotiddatensatz Homoplasie auf, kénnen
verschiedene Stellen (sites) in Sequenzen unterschiedliche Verwandtschafts-
verhaltnisse in den Stammbaumen unterstiitzen - damit sind die Verhaltnisse abhangig
von den ausgewahlten Charakteren. Das heildt, phylogenetische Berechnungen sind
abhangig von Fehlern bei der Probenahme (,Sampling error®).

Mit dem Bootstrap-Test konnen diese Fehler korrigiert werden, ohne die Zahl der
Proben zu erhdhen, was haufig durch die Verfligbarkeit von Proben oder Zeit- und
Geldaufwand beschrankt ist.

.Bootstrappen” bedeutet, dass aus den vorhandenen Sequenzdaten so genannte
Pseudoproben generiert werden. Bestimmte Bereiche des urspringlichen Datensatzes
werden zufallig entfernt, andere Bereiche treten mehrfach auf, wobei die Lange der
Pseudodatensatze mit dem urspriinglichen Datensatz identisch bleibt. Daher ahneln
diese Pseudoproben den Originaldaten, unterscheiden sich jedoch in der Frequenz, mit
der bestimmte Stellen aus dem Originaldatensatz auftauchen. Aus dieser Pseudoprobe
kann nun wiederum mit den verschiedenen Berechnungsmethoden ein Stammbaum
erstellt werden. Dieser Vorgang wird 100-10.000-fach wiederholt (Abhangig von Art
und Lange der Sequenz) und man erhalt einen Satz von Baumen, aus denen sich ein
Bootstrap-Konsensusbaum erstellen lasst. In diesem wird die Haufigkeit angezeigt, mit
der bestimmte Gruppierungen in der gewahlten phylogenetischen Berechnungs-
methode unterstltzt werden. Die Frequenz mit der eine bestimmte Verzweigung auftritt
dient der Entscheidung, wie signifikant das Auftreten eines Knoten ist, an dem
phylogenetische Gruppen aufgetrennt werden. Erst bei Werten Gber 70-80% bei der
Maximum-Parsimony Analyse und etwa 90% bei der Neighbour-Joining-Analyse kann
die jeweilige Topologie als gesichert angesehen werden (Swofford und Olsen 1990,
Hillis und Bull 1993), wobei diese Werte allerdings auch von der Art und Lange der
Sequenz abhangen. Es ist jedoch immer zu beachten, dass dieses Verfahren nur die
Wahrscheinlichkeiten von Gruppierungen bei der angewandten Berechnungsmethode
angibt, aber nicht notwendigerweise deren Richtigkeit bezilglich der ,wahren®
phylogenetischen Beziehungen.

Zur Auswertung der Baume aus diesen Stichproben wurde das PHYLIP-Programm
"consense" verwendet, das aus den errechneten Baumen einen Konsensusbaum nach
dem Majoritatsprinzip generiert und zu jedem Teilbaum den Bootstrap-Wert angibt, d.h.

mit welcher prozentualen Haufigkeit dieser Teilbaum in allen Baumen gefunden wurde.
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Bei den in dieser Arbeit gezeigten Baumen der Neighbour-Joining und Maximum-

Parsimony Methode wurde jeweils ein 1000 faches Bootstrapping durchgefiihrt.

2.2.20 Grafische Darstellung der Stammbaume

Zur grafischen Darstellung der berechneten Baume wurde zunachst das Programm
Treeview (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) benutzt. Mit dem Pro-
gramm lassen sich die Daten in den verschiedenen Baumformen darstellen, die
AuRengruppen definieren und die Bootstrapwerte anzeigen.

Da in der Darstellung mit Treeview die Isolatnamen nur entsprechend ihrer Abkurzung
im Alignment Ubernommen werden, wurden die Baume anschlieRend mit dem

Programm Micrografx Designer 7 (Micrografx Inc., 1997) nachbearbeitet.

2.2.21 Spezifische Farbung von Chitin mit Lektin

Mit dieser Methode ist es moglich, das Vorhandensein von Pilzmaterial in und an
Pflanzen zu Uberprifen. Sie wurde eingesetzt bei Topfexperimenten mit Ge. pyriformis
und pilzfreiem Anthoceros punctatus oder bei dem Nachweis von Pilzsequenzen mit
spezifischen Primern. Bei Sequenzanalysen wurde so Uberprift, inwieweit durch die
vorhergehende Reinigung das Pflanzenmaterial von aulen anhaftenden Pilzhyphen

befreit wurde.

Durchfliihrung:

1. Pflanzenmaterial maximal 1 h bei 90°C in 1 M KOH inkubieren. Bei weicherem
Gewebe von Anthoceros punctatus wurde die Inkubationzeit bis auf 15 min
verkurzt.

Danach 2-3 x in H,O flr je 10 min waschen (KOH entfernen!).
AnschlieBend Uberfiihrung des Materials in HEPES-Puffer (50 mM, pH 7,5) und
entweder Lagerung bei 4°C oder Farbung.

4. 1h in Oregon-Green488°-WGA Farbeldésung inkubieren (immer im Dunkeln, da
der Farbstoff lichtempfindlich ist).

5. Mindestens 2-3x je 15 min mit HEPES-Puffer waschen (im Dunkeln aufbe-
wahren).

6. Einbetten auf Objekttrager in ,anti-fading” Substanz zur Verhinderung des
Ausbleichens des Farbstoffs. Abdichten des Deckglases mit Nagellack.

7. Praparate immer im Dunkeln, méglichst im Kihlschrank, aufbewahren!
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Der Fluoreszenzfarbstoff Oregon-Green488° zeigt dhnliche Fluoreszenzeigenschaften
wie FITC. Die Absorptions/Emissions-Maxima liegen bei 496/524 nm und die
Fluoreszenz wurde mit dem entsprechenden Filtersatz im Fluoreszenzmikroskop

dargestellt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die aus der Arbeit entstandenen Ergebnisse sind in vier Abschnitte unterteilt:

3.1. DNA-Isolation aus Einzelsporen, Amplifikation und Klonierung des 18S rRNA-
Gens

3.2 Phylogenetische Stellung der AM-Pilze, ein neues Pilz-Phylum: Glomeromycota

3.3  Vorgeschlagenes Konzept zur Unterteilung der Glomeromycota in Familien

34 Entwicklung spezifischer Primern fiir die Archaeosporales

Die Diskussion wird zum besseren Verstandnis direkt hinter den einzelnen

Ergebnisteilen durchgefiihrt.

3.1 DNA-Isolation aus Einzelsporen, Amplifikation und Klonierung
der 18S rDNA

3.1.1 Ergebnisse
Zu Anfang der Arbeit wurden die drei, unter 2.2.2 beschriebenen Methoden der DNA-

Isolation getestet, wobei sich die Isolationsmethode mit den Dynabeads als die
verlasslichste und schnellste Methode zeigte.

Bei der Auswahl der Methoden wurden von vornherein aufwendigere Vorgehens-
weisen, die z. b. eine Proteinase K Behandlung erfordern (Biancotto et al. 1996) oder
mit Chelex-100 arbeiten (Sanders et al. 1995, Simon 1996, Simon, Lalonde und Bruns
1992), ausgeschlossen.

Die Methoden 1 und 2 lieferten bei PCR Vorversuchen mit Geosiphon pyriformis-
Sporen in den meisten Fallen keine Amplifkationsprodukte, wohingegen mit der
Dynabeadsmethode nach leichter Veranderung des Herstellerprotokolls erfolgreich das
18S rRNA Gen aus Sporen von allen Familien der AM-Pilze in einer geschachtelten
PCR (2.2.5 und 2.2.6) amplifiziert werden konnte. Als geeignete Primerkombinationen
erwiesen sich GeoA1 mit Art4 in der ersten PCR und GeoA2 mit Geo11 in der zweiten,
geschachtelten PCR, um einen moglichst groflen Abschnitt der 18S rDNA zu
amplifzieren,.

Allen Methoden zur DNA-Isolation aus AM-Pilzsporen geht ein mechanischer
Sporenaufschluss voran, um die Chitin-Zellwand aufzubrechen und zu entfernen. An-
schlielRend werden durch mechanische (Methode 1, 2.2.2) oder chemische Aufschluss-

methoden (Methode 2 und 3) die Kernmembranen aufgeldst und die DNA freigesetzt.
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Da bei AM-Pilzsporen nur dufderst geringe Mengen an DNA zur Isolation vorhanden
sind, kommt diesen Schritten eine grofe Bedeutung zu.

Der mechanische Aufschluss fand in 1,5 ml Eppendorfgefalien statt. Dazu wurde eine
einzelne Spore in dem Gefal® mit 1,5 pl HoOpigest Vorgelegt und mit einer Pipettenspitze
durch drehende Bewegung an der Gefallwand zerquetscht. Die 1,5 pul HoOpigest ZEigten
sich als das optimale Volumen, um zum einen den Aufschluss unter dem Binokular
verfolgen zu kénnen, und zum anderen zu vermeiden, dass die Flissigkeit durch
Adhéasion an der Pipettenspitze hangen bleibt.

Die geringe Menge an Ausgangsmaterial war auch der Grund, das Dynabeadsprotokoll
in zwei Punkten zu &ndern. Zunachst wurde die Inkubation in dem die
Dynabeadspartikel enthaltenden Lysispuffer von 5 auf 10 Minuten erhéht, um eine
optimale Freisetzung der DNA aus den Kernmembranen zu gewahrleisten, und die
Bindung der DNA an die Dynabeads zu erreichen. Des Weiteren wurde auf ein zweites
Waschen mit dem Waschpuffer aus dem Kit verzichtet. Das Kit ist vom Hersteller
urspringlich fir gréRere Probenmengen vorgesehen, die auch grofiere Mengen PCR-
inhibierende Stoffe enthalten konnen. Diese Stoffe werden bei der geringen
SporengrélRe bereits durch einen einzigen Waschschritt entfernt. Auflerdem besteht
die Gefahr, durch weiteres Waschen den Dynabeads/DNA-Komplex zu zerstéren, und
dadurch DNA zu verlieren.

Nach dem Waschen wurde der Komplex in 30 ul Resuspensionspuffer durch
vorsichtiges Pipettieren geldst und in dieser Form in der PCR eingesetzt.

Von dem Komplex wurden 5 pl als DNA-Matritze in der 1. PCR eingesetzt (Tabelle 9
und 10), und das Resultat auf einem 0,8% Agarosegel Uberprift. Nur in sechs Féllen
konnte dabei bereits ein Amplifikationsprodukt von etwa 1,8 kbp nachgewiesen werden
(Abbildung 7A, Spur 4), so dass es noétig war, mittels einer geschachtelten PCR
(Tabelle 10 und 11) die Menge der gewlinschten Zielsequenz zu erhéhen, die eine
GroRe von etwa 1,76 kbp besitzt (siehe Abbildung 7B).

Die unter 2.1.5 aufgefiihrten Polymerasen zeigten keine nachweisbaren Unterschiede,
so dass in der Arbeit standardmaRig die SAWDYTaq® DNA Polymerase verwendet
wurde.

Die PCR-Produkte mit erwarteter GroRe wurden mit Hilfe der Klonierungskits von
Invitrogen (siehe 2.2.8 - 2.2.10) ligiert und kloniert. Die Klonierung war in allen Fallen
erfolgreich und unabhangig vom verwendeten Kit. Es zeigte sich jedoch, dass die
altere Kitversion, bei der die Selektion Klone Uber das sogenannte ,Blue/White-
Screening” stattfindet, haufiger ,falsch-positive* Klone mit PCR-Nebenprodukten her-

vorbrachte.
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Abbildung 7: Gelbilder der PCR—Produkte aus Einzelsporen DNA-Extraktionen. Die Spuren 1/
7 in Bild A und die Spuren 1/7 / 8/ 14 in Bild B entsprechen Marker 1; die eingefigten,
durchgezogenen Linien verlaufen in Hohe der Fragmentgréen 1500 bp und 1850 bp. A)
1. PCR aus Einzelsporenextrakten: 6 = Kontrolle, 2 = G. luteum SA101, 3 = Sc. gilmorei
W3085, 4 = Gi.aff. margarita W2992, 5 = GI. caledonium BEG20, Probenmenge 10 pl,
0,8% Agarosegel. B) 2. (geschachtelte) PCR: Spur 2-6 PCR-Produkte der Isolate
entsprechend Bild A, Bild B 9 - 13 Produkte weiterer Isolate: 9 = Ar. gerdemannii NC176,
10 = GI. versiforme W3221, 11 = G. manihotis W3224, 12 = GI. clarum W3161, 13 = GI.
occultum 1A702, Probenmenge 5 ul, 0,8% Agarosege.l (aus: Schwarzott und Schif3ler
2001).

Die neuere Version (Kitversion E2) war auch bei PCR Ansatzen, die neben dem
gewlnschten Produkt noch unspezifische Amplifikate bei der Gelanalyse zeigten,
selektiver beziiglich des Hauptprodukts. Der Klonierungserfolg wurde jeweils mit den
unter 2.2.12 und 2.2.13 beschriebenen Methoden Gberprift.

Der Ursprung der klonierten Sequenzen wurde durch die Sequenzierung eines
Teilstiicks der DNA (ca. 500 - 600bp) und anschlieRender phylogenetischer Analyse
(SchiRler 1999) Uberprift. Auch wurde es im Verlauf der Arbeit durch die zunehmende
Anzahl von 18S rDNA_Sequenzen der Glomeromycota in Datenbanken mdglich, eine
erste schnelle Uberprifung durch eine BLAST-Suche durchzufiihren.

Insgesamt konnten von 92 lIsolaten Produkte in der PCR gewonnen und kloniert
werden. Von 135 analysierten Sequenzen hatten 78 einen AM-Pilz Ursprung (57,7%),
51 Sequenzen stammten von Kontaminanten und klonierte Sequenzen von 6 Isolaten
wurden nicht Uberprift, da Verdacht auf Kontamination vorlag, beziehungsweise keine
klare Artzuordnung (GI. sp.) vorhanden war (Tabelle 6 ).

Von den Kontaminationssequenzen stammten 18 der 18S rDNA Fragmente von Asco-
myceten, 22 von Basidiomyceten und eine wurde bei der BLAST-Suche Hypo-
chytridiomyceten zugeordnet. Drei weitere Klone enthielten pflanzliche 18S rDNA-
Sequenzen, eine war tierischer Herkunft (Amdébina) und ein, von der GroéRe her zu
kleines Fragment erwies sich als bakterielle 16S rRNA.

Bei vier Klonen zeigte sich, dass sie AM-Pilzsequenzen enthielten, die jedoch nicht zu
der analysierten Art gehoérten. Es waren dies die Klone PWD137_5_6, PWD137_5_13,
PWD137_5_14 (E. aff. infrequens), die in der phylogenetischen Analyse G. claroideum
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zugeordnet wurden, und PWD198 1 _6 (E. schenkii), der eine mit A. trappei Uberein-

stimmende Sequenz erhielt.

3.1.2 Diskussion

Die Extraktion von DNA aus AM-Pilzeinzelsporen mit Dynabeads in der Kombination
mit einer geschachtelten PCR und der Klonierung der Produkte mittels des TOPO-
Cloning Systems zeigte sich als verlassliche und schnelle Methode, 18S rDNA von
AM-Pilzen zur Sequenzierung zu erhalten.

Die Isolation aus Einzelsporen ist aus verschiedenen Griinden der Isolation aus einer
gréRReren Anzahl von AM-Pilzsporen vorzuziehen. Gerade bei der Analyse von Sporen,
die direkt aus Freilanderde isoliert werden und von denen keine Laborkulturen
vorliegen, steht oft keine groRe Anzahl Sporen zur Verfligung. Auch ist es so mdglich,
aus gemischten AM-Pilzkulturen einzelne Sporen mit klarer Morphologie, aber
unsicherer taxonomischer Stellung auszusortieren, und deren phylogenetische Stellung
mittels Sequenzanalyse zu untersuchen. Dies wurde wahrend meiner Arbeit zum
Beispiel fir die neu beschriebene Art Scutellospora projecturata durchgefiihrt
(Kramadibrata et al. 2000). Auch wird zeitaufwendiges Sammeln von grofieren
Sporenmengen vermieden. Der grofite Vorteil dieser Methode liegt jedoch darin, dass
es zu einer Reduzierung bzw. besseren Einschatzbarkeit von Kontaminationsquellen
durch andere Organismen kommt. Dazu gehdren z. B. Kreuzkontamination durch
andere AM-Pilze in offenen Topfkulturen, oder an den Sporenwanden haftende
Kontaminationsquellen. Es ist wesentlich leichter und weniger zeitaufwendig, die unter
2.2.1 beschriebene Reinigungsmethode auf einzelne Sporen als auf grolRe Mengen
anzuwenden.

Die Amplifikation von 18S rRNA-Genen, die von Kontaminanten stammten, hat bei AM-
Pilzen in mehreren Fallen bei molekularbiologischen Untersuchungen zu falschen
Ergebnissen geflihrt, was von Redecker (1999), SchiifSler (1999) und Schiller et al.
(2003) nachgewiesen wurde. Die in verschiedenen Veroffentlichungen beschriebenen
Ergebnisse, dass AM-Pilzsporen Sequenzen beinhalten, die phylogenetisch extrem
divergent seien und verschiedenen Familien zugeordnet werden konnten (Sanders
1999, Rodriguez et al. 2001), sind meist darauf zuriickzufiihren, dass Multisporen
DNA-Isolationen zur Anwendung kamen, und die Sporen in manchen Fallen aus
Kulturen stammten, die verschiedene AM-Pilze enthielten. Eine andere Ursache ist,
dass es auch bei DNA-Isolationen aus Einzelsporen praktisch nicht vermeidbar ist,
zum Teil auch Kontaminanten-DNA zu amplifizieren, was in einigen Arbeiten ignoriert
und nicht ausreichend phylogenetisch Uberprift wurde (SchiBler 1999, Schifler,
Schwarzott und Walker 2003).
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Da die geschachtelte PCR eine dufRerst sensitive Methode ist, besteht hier die Gefahr,
dass im Experiment Sequenzen von Kontaminanten amplifizert werden. Es ist bekannt,
dass AM-Pilzsporen auch von parasitaren Pilzen befallen sein kdnnen, die nicht durch
Reinigung entfernt werden kdnnen. Deswegen wurde flr jede Sequenz zunachst ein
Teilstlick von etwa 600 bp sequenziert, und deren phylogenetischer Ursprung mit Hilfe
eines groRen Datensatzes an 18S rRNA Sequenzen bestimmt (Schif3ler 1999). Der
hohe Anteil an gefundenen Kontaminationssequenzen in der vorliegenden Arbeit -
etwa ein Drittel der analysierten 18s rRNA-Gene - zeigt wie wichtig dieses Vorgehen
ist, um bei der phylogenetischen Analyse der AM-Pilze falsche Schllisse zu vermeiden.
Obwohl das Dynabeads-Kit urspringlich fir die DNA-Isolation aus groferen Mengen
biologischen Materials ausgelegt worden ist (bis 100 mg), eignet sich das System auch
fur geringere Mengen. Es ist méglich, in weniger als 30 min vier AM-Pilzisolate gleich-
zeitig zu bearbeiten. Ein Nachteil ist, dass die erfolgreiche DNA-Isolation nicht bereits
durch eine Gelanalyse bestimmt werden kann, sondern sich erst nach der
Durchfihrung der PCR zeigt. Auch war die Templatekonzentration oft so gering, dass
mehrere PCR-Ansatze von einer Isolation gemacht werden mussten, bis das
Genfragment erhalten wurde. Dies scheint aber auch von Zustand der Spore abhangig
zu sein, die moglichst frisch isoliert, beziehungsweise nach der Isolation aus
Bodensubstrat und Reinigung bei -80°C gelagert werden sollten.

Die Methode hat sich bei der Analyse des 18S rRNA-Gens als gut geeignet erwiesen
und sollte auch bei der Isolation anderer Gene anwendbar sein.

3.2 Phylogenetische Stellung der AM-Pilze im Reich Fungi

Wie in der Einleitung (1.1.4) bereits dargestellt, wurden die AM-Pilze traditionell dem
Phylum Zygomycota zugerechnet. Das Phylum ist jedoch in der bisherigen Definition
polyphyletisch und auch die Zuordnung der Ordnung Glomerales in dieses Phylum
kann morphologisch nicht begriindet werden, sondern beruht auf Fehlern bei der
urspriinglichen Beschreibung der Beleg-Art (Gerdemann und Trappe 1974).

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit phylogenetische Analysen des 18S rRNA-
Gens durchgefiihrt, die Sequenzen aller héherer Pilztaxa enthielten, um mittels
molekularbiologischer Methoden eine naturliche Einordnung der AM-Pilze in das Reich

Fungi zu erreichen.

3.2.1 Verwendete Daten

Fir die in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten wurden zur phylogenetischen

Analyse zwei verschiedene Datensatze benutzt. Die erste Datenmatrix flr die phylo-
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genetische Berechnung umfasste insgesamt 259 Sequenzen mit 1346 vergleichbaren
Positionen, die von Hand, unter Bericksichtigung der 18S rRNA Sekundarstruktur
ausgerichtet wurden (2.2.19). Der Datensatz enthielt alle in Tabelle 7 (Pilze) und 8
(AuRengruppen) aufgefiihrten 18S rDNA-Sequenzen und die in Tabelle 6 unter dem
Punkt Analyse mit 2 vermerkten AM-Pilz und Geosiphon pyriformis-Sequenzen. Dies
entspricht 51 beschriebenen und 6 unbeschriebenen Arten von AM-Pilzen (inklusive
Ge. pyriformis), reprasentiert durch 72 Sequenzen. Waren von gut charakterisierten
Isolaten mehrere Sequenzen vorhanden, wurden Konsensussequenzen fir diese
Isolate erstellt.

Der zweite, kleinere Datensatz bestand aus 82 Sequenzen mit 1699 vergleichbaren
Positionen. Die in Tabelle 7 mit Unterstrich markierten Basidio- und Ascomycota
dienten als AuRBengruppe; die verwendeten AM-Pilzsequenzen entsprachen denen des
groRen Datensatzes (Tabelle 6, Analyse 2).

Das verwendete Alignment wurde in der EMBL Datenbank (http://www3.ebi.ac.uk/
Services/align/listali.ntml) unter der Accession-Nummer ALIGN_000208 hinterlegt.

Mit jedem der beiden Datensatze wurde eine Neighbour-Joining und eine Maximum-
Parsimony Analyse mit tausendfachem Bootstrapping durchgefihrt und daraus
Konsensusbaume berechnet (2.2.20). Die in den Abbildungen 8 und 9 gezeigten phylo-
genetischen Distanzen beruhen auf nichtgebootstrappten Neighbour-Joining Be-
rechnungen.

Zwischen den Baumen, die aus den beiden Berechnungsmethoden resultierten, gab es
keine Unterschiede in der Baumtopologie und nur geringe Abweichung in der

statistischen Unterstlitzung der hier gezeigten phylogenetischen Einteilung.

3.2.2 Ergebnisse aus den Analysen zur phylogenetische Stellung der AM-

Pilze im Reich Fungi

Ein neues Phylum Glomeromycota Walker und SchiiBler phyl. nov

mit vier Ordnungen

In der Analyse des groflen Datensatzes, welcher etwa 100 Zygomyceten-Sequenzen
enthielt, konnte gezeigt werden, dass die AM-Pilze einen eigenen, monophyletischen
Stamm zuzuordnen sind, der wahrscheinlich eine Schwestergruppe zu den Asco-
mycota und Basidomycota bildet. Im Gegensatz dazu zeigten die Zygomycota und
Chitridiomycota Polyphylie und sind damit im herkdbmmlichen Sinn keine natirlichen

Gruppen.
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Die AM-Pilze inklusive Ge. pyriformis bildeten, wie die Ascomycota und Basidiomycota,
eine Gruppe, welche in der Kalkulation statistisch mit einem Bootstrapwert von >90%
unterstiitzt wurde. Alle drei monophyletischen Gruppen zeigten auch vergleichbare
genetische Distanzen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in Zusammenarbeit mit C. Walker ein neues
Phylum, die Glomeromycota phyl. nov., beschrieben, das mit den Asco— und Basidio-
mycota wahrscheinlich einen gemeinsamen Ursprung besitzt und unter
molekularbiologischen, morphologischen und 6kologischen Merkmalen von allen

anderen Pilzgruppen abgetrennt werden kann (Abbildung 8).

Ascomycota

Basidiomycota

Glomeromycota

Endogone & Mortierella

Chytridiales,
including Basidiobolus

Blastocladiales

Entomophthorales

Kickxellales &
Harpellales

Mucorales

Abbildung 8: Phylogenetischer Stammbaum des Pilzreiches basierend auf 18S rRNA-Gen-
sequenzen. Fett gezeichnet Abzweigungen werden mit Bootstrapwerten Uber 90%
unterstutzt. Die Zygomycota und Chitridiomycota zeigen keine Monophylie weswegen zu
den einzelnen Zweigen das entsprechende Taxon (Ordnung und/oder Gattung) ange-
geben wird. (aus: Schifdler, Schwarzott und Walker 2001)

Das Phylum Glomeromycota enthalt eine Klasse, die Glomeromycetes (orthografisch
falsch beschrieben und auch phylogenetisch falsch eingeordnet als Glomomycetes in
Cavalier-Smith 1998). Die Beschreibung der Klasse entspricht der des neuen Phylums.
Innerhalb der Glomeromycetes konnte mit Hilfe der phylogenetischen Analysen in
dieser Arbeit auch eine natirliche Strukturierung auf der Ebene der Ordnung

durchgeflihrt werden.
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Die Glomeromyceten teilten sich in der phylogenetischen Untersuchung in drei
statistisch hoch unterstiitzte Hauptzweige auf. Das sind zum einen die zwei Ordnungen
Archaeosporales ord. nov. und Paraglomerales ord. nov., die urspriinglichere Arten der
AM-Pilze umfassen. Ein weiterer Zweig entspricht zum grof3en Teil der von Morton und
Benny (1990) beschriebenen Ordnung Glomerales. Vom phylogenetischen Standpunkt
aus, unter Berucksichtigung der grof3en phylogenetischen Distanzen und den morpho-
logischen Unterschieden, welche in der Beschreibung der Ordnung aufgefiihrt sind,
muss diese Gruppe jedoch in zwei weitere Ordnungen unterteilt werden: die

Glomerales und die Diversisporales ord. nov. (Abbildung 9).

Archaeosporales
Archaeosporacens \
Geosiphonaceae
Acauiosporaceas
Paraglomeracene b \
/ Diversisporales
Paraglomerales
& 84

Diversisporaceae fum. ined.

Gigasporacedne

B.rm'djomyceres’
& Ascomycet

/

Abbildung 9: Vorgeschlagene Taxonomie der AM-Pilze und Ge. pyriformis (Glomeromycota).
Der Stammbaum basiert auf dem kleineren 18S rDNA-Datensatz. Fette gezeichnete
Linien entsprechen einer Bootstrap-Unterstitzung von mehr als 95%, niedrigere Werte
sind an den entsprechenden Zweigen verzeichnet (aus: Schifler, Schwarzott und Walker
2001).

Giomeraceas
Glomerucede (Glomus-group A)
(Glomits-group B)

Glomerales

Auch auf der Ebene der Familien werden die einzelnen Zweige von der 18S rDNA
basierten Phylogenie mit Bootstrap—Werten Uber 95% statistisch hoch unterstitzt. Die
in Abbildung 9 gezeigte Familienstruktur wird unter Punkt 3.3 in einer weiteren phylo-
genetischen Analyse, die eine groRere Zahl an AM-Pilz 18S rDNA-Sequenzen um-

fasst, beschrieben und diskutiert.
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Beschreibung der neuen AM-Pilz-Taxa (Phylum und Ordnungen)

Die zur Anerkennung eines neuen Taxons nétige lateinische Beschreibung nach dem
Internationalen Botanischen Code (Greuter et al. 2000) wurde in SchifBler, Schwarzott
und Walker (2001) veroffentlicht. Aus diesem Grund wird hier nur eine deutsche

Beschreibung der neuen taxonomischen Klassifizierung aufgefihrt.

Phylum: Glomeromycota Walker und Schif3ler, phylum. nov.

Pilze mit coenocystischen oder schwach septiertem Myzel, meistens unter der Erde,
manchmal ebenerdig lebend.

Sporenbildung:

Bildung von Chlamydosporen in manchen Gattungen an sich aufbldhenden
Hyphenspitzen, gefolgt von der Bildung verstarkender Wandkomponenten und an-
schlieBendem Abschluss durch ein Septum, einer Sporenwandverstarkung, oder der
Ablagerung eins amorphen Verschlusses im Lumen zwischen einer sporenbildenden
Hyphe und der daran gebildeten Spore.

In manchen Gattungen Bildung komplexer Sporen mit einer starren, chitindsen
Wandkomponente innerhalb eines blasenférmigen, terminalen Sacculus, oder durch
Erweiterung an einer zwiebelférmigen Basis, mit oder ohne flexiblen Wandkompo-
nenten.

Sporenbildung einzeln, in losen Ansammlungen, in dichten Ansammlungen (ohne
strukturiertes Peridium), in Sporkarpen (mit Peridium) oder innerhalb von Pflanzen-
wurzeln.

Habitat: Im Boden, Wurzeln, oder auf der Bodenoberflache, zwischen Vegetation oder
verrottendem Substrat.

Lebensweise: Bildung enger symbiotischer Beziehungen mit photoautotrophen
Organismen. Soweit bekannt Bildung von arbuskularen oder vesikular-arbuskularen
Mykorrhizen, der arbuskularen Mykorrhiza dhnliche Symbiosen mit niederen Pflanzen,
oder Endocytosymbiosen mit Cyanobakterien.

Besteht aus einer Klasse: Glomeromycetes

Klasse: Glomeromycetes Cavalier — Smith, 1998
Die erweiterte Beschreibung in SchiBller, Schwarzott und Walker (2001) entspricht der
des Phylums

1.0rdnung: Glomerales Morton und Benny, 1990
Pilze, meist unterirdisch, manchmal ebenerdig wachsend. Bildung von Endo-

mykorrhizen oder Mykorrhiza-dhnlichen Symbiosen mit Sporen, Vesikeln und/oder
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Arbuskeln in Pflanzen. Die Hyphen des vegetativen Myzeliums sind meist nicht
septiert, es werden jedoch Septen in alteren Hyphen beim Zuriickziehen von Cyto-
plasma, beziehungsweise beim Abschniiren von Sporen gebildet.

Reproduktion durch asexuell gebildete Sporen (glomoide Sporen, Morton und
Redecker 2001). Sporenbildung an den Hyphen hauptsachlich terminal, manchmal
auch interkalar. Die Sporen liegen einzeln vor, in Ansammlungen oder es werden
Sporokarpe gebildet.

Unterscheidung von anderen arbuskuldaren Mykorrhizapilzen durch den Besitz des
spezifischen Sequenzmusters YTRRY / 2-5 / RYYARGTYGNCARCTTCTTAGAGGGA
CTATCGGTIGTYTAACCGRTGG auf dem 18S rRNA-Gen. Das Sequenzmotiv korres-
pondiert mit der Saccharomyces cerevisiae—Sequenz mit der Accession-Nr. J01353 ab

der homologen Position 1353.

2. Ordnung: Paraglomerales Walker und Schiiler

Pilze leben unter der Erdoberflache; bilden Endomykorrhizen mit Arbuskeln und
intraradikalem Myzelium, selten mit Vesikel. Produktion glomoider Sporen ohne
Pigmentierung.

Unterscheidung durch das 18S rRNA-Sequenzmotiv GCGAAGCGTCATGGCCTTAA
CCGGCCGT. Das Sequenzmotiv korrespondiert mit der Saccharomyces cerevisiae—
Sequenz (J01353) ab der homologen Position 703.

3. Ordnung: Diversisporales Walker und Schii3ler ord. nov.

Pilze leben unter der Erdoberflache; bilden Endomykorrhizen mit Arbuskeln; Vesikel
fehlen oft. Mit oder ohne unterirdisch gebildeten Helferzellen (Auxilliary Cells). Bildung
von komplexen Sporen innerhalb eines sporenbildenden Sacculus (acaulosporoide
Sporen; Morton und Redecker 2001). Bildung komplexer Sporen (Sporangiolen?), die
sich von einer zwiebelférmigen Basis aus an der sporenbildenden Hyphe bilden
(gigasporoide Spore) oder glomoide Sporen.

Unterscheidung von anderen Mpykorrhizapilzen durch den Besitz des 18S rDNA-
Sequenzmotivs YYRRYW / 1-5 / NGYYYGB und GTYARDYHMHYY / 2-4 /| GRADRK
KYG. Die Sequenzmotive korrespondieren mit der Saccharomyces cerevisiae—
Sequenz (J01353) ab der homologen Position 658 beziehungsweise 1346. Die

unterstrichenen Nukleotide sind spezifisch fur das Taxon.

4.0rdnung: Archaeosporales Walker und Schiler ord. nov.
Pilze leben unter der Erdoberflache. Sie bilden Endocytosymbiosen mit photo-
autotrophen Prokaryonten oder arbuskularer Mykorrhizen mit oder ohne Vesikel.

Sporen ohne Pigmentierung oder keine Farbereaktion mit Melzer's Reagenz. Bildung
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einzelner oder in losen Ansammlungen vorliegende, glomoide Sporen auf oder im
Boden, oder einzelne im Boden gebildete, komplexe, acaulosporoide Sporen
(Sporangiolen?). Enge Sporenansammlungen sind unbekannt.

Unterscheidung von anderen arbuskularen Mykorrhizapilzen durch das 18S rDNA-
Sequenzmotiv YCAATCYKYCTGGTGAKRCG. Das Sequenzmotiv korrespondiert mit
der Saccharomyces cerevisiae—Sequenz mit der Accession-Nummer. J01353 ab der

homologen Position 691.

3.2.3 Diskussion der phylogenetischen Ergebnisse

Das Phylum Glomeromycota und die vier Ordnungen

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, handelt es sich bei den AM-Pilzen um eine
sehr alte Gruppe innerhalb der Pilze (Berbee und Taylor 2001, Redecker, Kodner und
Graham 2000), deren phylogenetische Stellung im Reich der Pilze bisher unklar war.
Sie wurde bislang einem bekanntermalfien polyphyletischen Taxon, den Zygomycota,
zugeordnet. Selbst die Monophylie innerhalb der AM-Pilze wurde in Zweifel gezogen
(Morton, 2000).

In der hier durchgefiihrten Analyse des fast vollstandigen 18S rRNA-Gens von 51
beschriebenen Arten und 6 unbeschriebenen Isolaten von AM-Pilzen, konnte gezeigt
werden, dass diese Spezies unzweifelhaft eine eigenstédndige monophyletische Gruppe
bilden, die sich von allen anderen, héheren Pilztaxa absetzt. Dies wurde vor allem
durch die Verfligbarkeit von etwa 100 Zygomycota-Sequenzen verschiedenster Taxa
aus Datenbanken mdglich (O'Donnell et al. 2001, O Donnell, Cigelnik und Benny 1998,
Tanabe et al. 2000).

Die AM-Pilze inklusive Ge. pyriformis bilden in allen durchgefiihrten phylogenetischen
Berechnungen eine monophyletische Gruppe, die sehr wahrscheinlich einen gemein-
samen Ursprung mit den Asco- und Basidiomycota besitzt. Auf der anderen Seite geht
aus den Analysen eindeutig hervor, dass das Phylum Zygomycota eine polyphyletische
Gruppierung darstellt und die bisherige Zuordnung der AM-Pilze zu diesem Taxon
falsch ist.

Die gefundenen phylogenetischen Distanzen, welche in den gezeigten Stammbaumen
dargestellt werden, und die hohe statistische Unterstiitzung fir die Monophylie der AM-
Pilze zeigen, dass der Ordnung Glomerales s. lat. eine taxonomische Ebene ent-
sprechend der Phyla Ascomycota und Basidiomycota zugeordnet werden muss.
Daraus ergab sich die Aufstellung eines neuen Phylums, um die AM-Pilze innerhalb
einer naturlichen Phylogenie im Reich der Pilze einzuordnen und ihnen den

entsprechenden Rang zu geben.
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Einhergehend mit den Ergebnissen aus der molekularbiologischen Verwandtschafts-
analyse wurde eine formale Beschreibung des neuen Phylums Glomeromycota bis auf
die Ebene der Ordnungen durchgefihrt und veroffentlicht (Schiiler, Schwarzott und
Walker 2001). Die bisherige Ordnung Glomerales erhalt damit den Rang einer
Abteilung (= Division, = Phylum).

Aufgrund der umfangreichen Analyse mit 259 Sequenzen aus verschiedensten Pilztaxa
inklusive der darin enthaltenen AM-Pilzsequenzen, die etwa ein Drittel der bekannten
Arten reprasentieren, und der hohen statistischen Unterstiitzung der gefundenen
monophyletischen Gruppen, ist es sehr unwahrscheinlich, dass die Analyse weiterer
Gene zu abweichenden Ergebnissen fiihrt und sich die Phylogenie der neu
beschriebenen hoheren Taxa andert. Allerdings besteht die Maoglichkeit, dass
zusatzliche 18S rDNA Sequenzen von AM-Pilzen zu weiteren, bisher noch nicht
gefundenen, Gruppierungen innerhalb der Glomeromycota fihren. Dies gilt vor allem
auf der Ebene der Familienstruktur innerhalb der AM-Pilze, die unter Punkt 3.3
detailliert besprochen wird.

Die Glomeromycota spalten sich in der durchgefiihrten Analyse in vier statistisch hoch
unterstitzte Hauptzweige auf. Um das bisher bestehende taxonomische Konzept flir
die gefundenen Gruppen so wenig wie moglich zu verandern, wurde diesen Gruppen
der Status von Ordnungen zugesprochen. Es sind dies die Glomerales, die Diversi-
sporales, die Archaeosporales und die Paraglomerales, wobei die Ordnung Glomerales
den Grossteil der ,klassischen* AM-Pilzarten umfasst, wie sie nach Morton und Benny
(1990) beschrieben wurden. Fir einige der héheren Taxa, wie sie in Abbildung 9
gezeigt werden, fehlen allerdings bisher (iberzeugende morphologische Merkmale zu
den molekularen Daten. Dies ist fir diese, sich asexuell vermehrenden Organismen mit
einfachem Bauplan nicht Gberraschend. Auch das fiir die Definition der Glomeromycota
(= Glomales sensu Morton und Benny) benutzte Merkmal intrazellulare
Arbuskelbildung® kann in der molekularen Analyse nicht nachvollzogen werden (siehe
auch 3.3.3). Mit Hilfe zusatzlicher molekularbiologischer Untersuchungen und auf Basis
der hier aufgestellten, natlrlichen Phylogenie besteht die Mdglichkeit einer neuen
Bewertung der morphologischen Daten, und damit der Aufstellung einer allgemein
akzeptierten Taxonomie fir diese wichtige Pilzgruppe auch auf Familien- und
Gattungs-Ebene (siehe 3.3).

Die Unterordnungen Glomineae und Gigasporineae (Morton und Benny 1990)
Abweichend von der AM-Pilz-Systematik nach Morton und Benny (1990) ist auch die
Unterteilung der Glomeromycota-Arten in die beiden Unterordnungen Glomineae und
Gigasporineae. Sie erscheinen auch nicht als getrennte Linien, die unabhangig

voneinander entstanden sind, wie es von Morton (2000) vermutet wurde. Diese
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Inkongruenz zwischen molekularen und morphologischen Merkmalen wurde schon in
verschiedenen Studien erkannt (Gehrig et. al. 1996, Redecker, Morton und Bruns
2000, SchiBler 1999, Tanabe et al. 2000) und wird mit dieser bisher umfangreichsten
phylogenetischen Analyse von AM-Pilzen untermauert. Die molekularen Daten flihren
zu einem wesentlich komplexeren Bild der Glomeromycota-Phylogenie. Dies legt nahe,
dass die bisherige Interpretation morphologischer Merkmale falsch ist und auch auf
dieser taxonomischen Ebene einer Reevaluation der Daten nétig ist.

In der 18S rRNA-Phylogenie bilden die beiden Familien Gigasporaceae und Acaulo-
sporaceae, neben den beiden Glomus-Gruppen C (Diversisporaceae fam. ined.) und D
(fam. ined.; siehe Abbildung 9, 11 und 22) eine monophyletische Einheit, die von der
monophyletischen Einheit der beiden Glomus-Gruppen A und B abgegrenzt ist (siehe
3.3 bezuglich der Glomus-Gruppe D). Die morphologischen Merkmale, die diese
Unterordnungen definieren (Tabelle 2), scheinen damit eine erneute phylogenetische
Einordnung zu erfordern. Gerade die Untersuchung der wirklichen Funktion sowie das
Vorkommen von Vesikeln (Glomineae) und Helferzellen (Gigasporineae) muss
Uberpriift werden, da Vesikel bei den monophyletischen Glomeromycota in verschie-
denen taxonomischen Gruppen zu finden sind (Paraglomeraceae, Acaulosporaceae
und Glomeraceae) und damit nicht als autapomorph gelten kénnen. Auch zeigen zum
Beispiel die Vesikel bestimmter Glomus-Arten eine Analogie zu den Helferzellen der
Gigasporinae (Morton 2000). Bemerkenswert ist daran, dass Morton 1990 in seiner
kladistischen Analyse der AM-Pilze die beiden Organe als unabhangige Entwicklungen
darstellt, da es keine physiologischen und morphologischen Gemeinsamkeiten gebe.
Gleichzeitig werden aber in der Arbeit Studien zitiert, die den beiden Organen eine
Rolle bei der Speicherung von Nahrstoffen zusprechen. Ein Zusammenhang zwischen
den beiden Organen wird von Morton deswegen verneint, weil sich die in den Vesikeln
und Helferzellen gefundenen Lipide unterscheiden. Zumindest dieses Kriterium kann
nach den Analysen in der vorliegenden Arbeit nicht die Grundlage bilden, die beiden
Organe als unabhangige Entwicklungen zu werten.

Auch die genauere Analyse des sporenbildenden Sacculus bei den Acaulosporaceae
und der zwiebelférmigen Zelle bei den Gigasporaceae als Organe, die an der
Sporenbildung beteiligt sind, kénnte dabei helfen die hier gefundenen Ergebnisse zu
Uberprifen. Der sporenbildende Sacculus ist sowohl bei der urspringlichen AM-
Pilzgattung Archaeospora, als auch bei den Gattungen Entrophospora und
Acaulospora zu finden (Redecker, Morton und Bruns 2000, Morton und Redecker
2001). Dies wirde bedeuten, dass ein symplesiomorphes Merkmal vorliegt, welches
nicht zur Begriindung dieser phylogenetischen Gruppen herangezogen werden durfte.
Ob die zwiebelformige Zelle, als weiteres Merkmal, welches die Gigasporineae von

den Glomineae unterscheidet (Morton und Benny 1990, siehe auch Tabelle 2,
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Abbildungen 2 und 22), ein Derivat des ,sporenbildenden Sacculus darstellt, kann hier
nur vermutet werden, ist aber nach den Ergebnissen der 18S rDNA-Analysen denkbar.
Ein weiteres Merkmal, welches die Einteilung in die beiden Unterordnungen zweifelhaft
macht, ist die Art der Hyphenkeimung beziehungsweise der Strukturen, die daflr
gebildet werden. Diese werden als ,germination compartment® bei den
Acaulosporaceae (,Glomineae*) beziehungsweise ,germination shield® bei den
Gigasporaceae (,Gigasporineae“)bezeichnet und auch G. scintillans, der eine
Schwestergruppe zu den Gigasporaceae bildet, zeigt solche Strukturen. Diese sind
vermutlich, wenn auch nicht abgesichert, homologe Strukturen (C. Walker, personliche
Mitteilung), die eher fir die in den 18S rDNA-Untersuchungen gefundenen phylo-
genetischen Zusammenhange sprechen.

Fur die Uberprifung dieser Hypothesen, die sich aus der vorliegenden18S rDNA-
Analysen ergeben, bedarf es neben umfangreichen Funktionsanalysen der hier als
Beispiele genannten Organe auch zusatzlicher fossiler Funde, um Homologien und

Konvergenzen unterscheiden zu kdnnen.

3.2.4 Geosiphon pyriformis, AM-Pilze und die Evolution der Landpflanzen

Pyrozynski und Malloch postulierten bereits 1975, dass die Gemeinschaft zweier
urspriinglich wasserlebender Organismen, einer Alge und eines ,Phycomyceten®, den
ersten Schritt der Landpflanzenevolution darstellen kénnte. Allerdings fehlten damals
noch direkte Anhaltspunkte fiir diese Hypothese.

Die groRte Barriere bei der Besiedlung des Landes durch Pflanzen dirfte die
Versorgung mit Wasser und Nahrstoffen, vor allem Phosphat, gewesen sein. Neben
der Tatsache, dass AM-Pilze auch heute bei dieser Versorgung fir den Grossteil der
Landpflanzen eine wichtige Aufgabe haben, gibt es auch Fossilienfunde, die auf eine
wichtige Rolle der AM-Pilze bei der Entstehung von Landpflanzen hinweisen. So
wurden unter anderem Arbuskelstrukturen in 400 Millionen Jahre alten Aglaophyton-
Fossilien gefunden (Remy et al. 1994, Stubblefield 1987). Aglaophyton zeigt
morphologische Eigenschaften von Gefalpflanzen wie auch Bryophyten und besitzt
noch keine Wurzeln, doch auch fir rezente niedere Pflanzen ohne Wurzeln sind AM-
artige Assoziationen bekannt (Parke und Linderman 1980, Stahl 1949). Der Nachweis
einer AM-artigen Symbiose zwischen Anthoceros punctatus und G. claroideum zeigte
zum ersten Mal, dass diese Pilze in der Lage sind sowohl mit hdheren Pflanzen als
auch Bryophyten, die keine Wurzeln besitzen, eine Gemeinschaft einzugehen
(SchiRler 2000). Zwar sind AM-ahnliche Symbiosen bei verschiedenen Leber- und
Hornmoosen bekannt, die genaue systematische Zuordnung der Pilzpartner ist jedoch
ungesichert. So ist zum Beispiel ein sogenannter ,fine endophyte®, der als G. tenuis
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klassifiziert wird, bekannt daflir, dass er Lebermoose (Turnau, Ronikier und Unrug
1999) und Laubmoose (Rabatin 1980) kolonisiert. Ob es sich in den beschriebenen
Fallen wirklich um einen Pilz aus dem Phylum der Glomeromycota handelt, ist aber
nicht gesichert. Da morphologische Merkmale zur Bestimmung von Pilzen auf
makroskopischer und mikroskopischer Ebene oftmals nur spérlich vorhanden sind,
wurden evolutiondre Zusammenhange bei den Pilzen oftmals unzureichend erkannt
und beruhen zum Teil auf Konvergenzen und Homoplasien. Phylogenetische Studien
von DNA-Sequenzen haben die Moglichkeit geliefert, ohne Interpretation unsicherer
phanotypischer Charaktere, neue Einsicht in die Evolution von Pilzen zu erhalten
(Redecker 2002).

Da der Ursprung und die Evolution der AM-Pilze offensichtlich in engem Zusammen-
hang mit der Entwicklung von Landpflanzen stehen, ist es wichtig zu verstehen, ob
diese Pilzgruppe eine monophyletische Einheit darstellt. Dies kénnte erklaren helfen,
ob die heutigen AM-Symbiosen unabhangig voneinander entstandene, also kon-
vergente Ereignisse bei der Evolution der Landpflanzen reprasentieren, die aus
verschiedenen Pilzlinien entstanden sind, oder einen gemeinsamen Ursprung besitzen.
Bis vor kurzem wurde angenommen, dass die Entstehung der Landpflanzen etwa im
Ubergang vom Silur zum Devon, also vor circa 400 Millionen Jahren, liegt. Die &ltesten
Fossilfunde von Sporen und Hyphen, die typische Merkmale von AM-Pilzen aufzeigen,
stammen heute aus dem Ordovizium und sind etwa 460 Mio. Jahre alt (Redecker,
Kodner und Graham 2000). Die neuesten Analysen von molekularen Uhren haben
ergeben, dass die ersten Pilze vermutlich vor etwa 900 Mio. Jahren und die ersten
Pflanzen bereits vor etwa 700-450 Mio. Jahren das Land besiedelten (Heckman et al.
2001). Aus diesem Grund ist es denkbar, dass sich die AM-Pilze vor den Landpflanzen
entwickelt haben, und Ge. pyriformis kénnte eine friihe evolutiondre Form der AM
widerspiegeln, die existierte, als bereits Cyanobakterien, aber noch keine Pflanzen an
Land vorkamen (Hoehler, Bebout und Marais 2001, SchifBler 2002). Dies bedeutet
nicht, dass die Geosiphon-Symbiose als lebendes Fossil angesehen werden sollte,
aber sie legt die Moglichkeit der Existenz einer solchen fossilen Symbiose nahe.
Aufgrund dieser Annahmen stellt sich die Frage, ob auch der Pilzpartner von Ge.
pyriformis in der Lage ist, arbuskuldre Mykorrhizen zu bilden, und wenn ja, mit welchen
Pflanzen. Die Ergebnisse aus den phylogenetischen Analysen kénnen die AM-
Evolution zwar nicht erklaren, aber neue Interpretationsmadglichkeiten und Sichtweisen
liefern. Interessant ist zum Beispiel der Gesichtspunkt, dass die Glomeromycota, wie
unter 3.2 gezeigt, eine Schwestergruppe zu den Asco- und Basidiomycota darstellt und
diese Pilzgruppen sehr oft mit Pflanzen assoziiert sind. Mit einer einzigen bekannten

Ausnahme, der Ektomykorrhiza des Zygomyceten Endogone, findet man nur bei den
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Pilzen der oben genannten Phyla mutualistische Pilz-Pflanzen-Gemeinschaften
(Redecker 2002).

Neben der Mdoglichkeit, dass eine Geosiphon-ahnliche Symbiose zwischen Pilz und
photoautotrophen Cyanobakterien die Grundlage der AM gebildet hat, gibt es weitere
mogliche Wege, auf denen sich diese ubiquitar vorkommende Pilz-Pflanzen-Symbiose

entwickelt haben konnte:

a) die Assoziation zwischen Pilz und Pflanze wurde bereits im aquatischen
Milieu gebildet. Die Funktion des Pilzpartners diirfte dabei jedoch eine
andere als bei der heutigen AM-Symbiose gewesen sein, da die
Verhaltnisse bei der Nahrstoffversorgung im Wasser voéllig anders sind
als an Land. Eher wahrscheinlich wére in diesem Fall, dass die Pilze
saprophytisch oder parasitisch mit Algen assoziiert waren (Brundrett
2002).

b) Die AM-Symbiose entwickelte sich erst, als die Landpflanzen bereits
vorhanden waren. Da die ersten ,Glomeromycota“ bereits vor den
ersten Landpflanzen entstanden, besteht die Mdglichkeit, dass die Pilze
bereits bessere Wege entwickelt hatten, dem Boden Mineralstoffe zu
entziehen und diese Fahigkeit in die Pilz-Pflanzen-Assoziation mit
eingebracht haben. Gleichzeitig mussten die ersten Landpflanzen eine
hohe Oberflachenpermeabilitat fir Wasser und Nahrstoffe besessen
haben und damit auch fiir die Penetration durch Pilze zugéanglicher
gewesen sein. Aus einer zunachst parasitischen Lebensweise der Pilze
hat sich dann ein Vorteil fiir die mutualistische AM-Symbiose ergeben,
der diese auf Dauer etablierte (Brundrett 2002).

Welche der verschiedenen Moglichkeiten die Wahrscheinlichste kann mit Sicherheit
nicht gesagt werden, und eine weitere Absicherung ist nur durch weitere fossile Funde
und zusatzlicher molekularer Daten noch exsistierender Organismen moglich. Die
Ergebnisse aus der phylogenetischen Analyse legen jedoch nahe, dass die Bildung
einer Symbiose zwischen Pilz und photoautotrophen Partner ein wichtiger Schritt bei

der Besiedlung des Landes durch Pflanzen war.
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3.3 Vorgeschlagenes Konzept zur Unterteilung der Glomeromycota
in Familien

Wie die Einordnung der AM-Pilze zu den Zygomyceten innerhalb des Reich Fungi be-
ruhte auch das Familien- und Gattungskonzept der Ordnung Glomerales (Glomales,
Morton und Benny 1990) zu Beginn der Arbeit auf der Analyse rein morphologischer
Merkmale, Uber deren Funktion und Evolution jedoch wenig bekannt war und auch
immer noch ist.

Die Monophylie der Ordnung Glomerales und der darin beschriebenen Gattungen (vor
allem Glomus) wurde bereits von Walker 1992 aufgrund morphologischer Charaktere
in Zweifel gezogen und erste molekularbiologische Analysen des 18S rRNA-Gens
(Simon 1996) lieferten weitere Hinweise auf eine unnatiirliche Familiensystematik der
AM-Pilze.

Aus diesem Grund wurden wahrend der Arbeit zundchst Arten der Familie
Glomeraceae auf Basis des 18S rRNA-Gens analysiert, um Aufschluss Uber die
natirliche Phylogenie in dieser Gruppe zu erhalten. Die aus dieser Untersuchung
entstandenen Veranderungen in der AM-Pilz-Familientaxonomie (Schwarzott, Walker
und SchifB3ler 2001) werden hier in Zusammenhang mit einer zweiten Analyse, welche

bisher noch nicht verdéffentlichte Sequenzdaten enthalt, vorgestellt und diskutiert.

3.3.1 Verwendete Daten:

Fir die Berechnung des in Abbildung 10 gezeigten Stammbaums (Schwarzott, Walker
und SchifBdler 2001) wurden 18S rRNA Sequenzen von insgesamt 71 AM-Pilz-Isolaten
benutzt (siehe Tabelle 6).

Das Alignment und die phylogenetischen Berechnungen wurden entsprechend 2.2.19
durchgefiihrt, wobei 1680 Positionen in Ubereinstimmung zu bringen waren. Der
dargestellte Stammbaum resultierte aus einer 10.000-fach gebootstrapten Neighbour-
Joining- und einer 1000-fach gebootstrappten Maximum-Parsimony-Analyse. Das
Alignment wurde in der EMBL Datenbank (http://www3.ebi.ac.uk/Services/align/listali
.html) unter der Accession-Nummer ALIGN_000124 hinterlegt.

Fir den Stammbaum in Abbildung 11 wurden Sequenzen von insgesamt 90 verschie-
denen AM-Pilzisolaten benutzt, die 63 beschriebene (inklusive Ge. pyriformis) und 7
unbeschriebene Arten reprasentieren (sieche Tabelle 6). In der phylogenetischen
Berechnung wurden 1735 alignbare Positionen des 18S rRNA-Gens benutzt und eine
1000-fach gebootstrapte Neighbour-Joining-Analyse durchgefihrt.

Waren von den einzelnen lIsolaten mehrere Sequenzen verfligbar, wurden Kon-
sensussequenzen erstellt. Im umfangreicheren zweiten Stammbaum wurden Teil-

sequenzen, die groe Anteile an unsicheren Positionen aufwiesen ausgeschlossen,
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wenn komplette Sequenzdaten fiir die Art verfiigbar waren. So sind z.B. die G. mossae
Sequenzen der Isolate DAOM221475, DAOM212595, DAOM198394, BEG25, BEG69
bzw. G. sp. DAOM225952 im zweiten Stammbaum nicht bericksichtigt worden. In
beiden gezeigten Stammbaumen dienten Morteriella polycephala und Endogone

pisiformis als AulRengruppe.

3.3.2 Ergebnisse aus den Analysen zur Familienstruktur

Wie bereits unter 3.2 dargestellt bilden die AM-Pilze innerhalb des Reiches Fungi eine
monophyletische  Gruppierung. Zur besseren Auflésung der Verwandt-
schaftsverhaltnisse innerhalb der Glomeromycota wurden die oben dargestellten
Phylogenien mit Endogone pisiformis und Morteriella polycephala als Aul3engruppe
durchgeflihrt. Dies ermoglichte die Benutzung von bis zu 390bp langeren Alignments,
als es in der unter 3.2 gezeigten Analyse mdglich war. Innerhalb der Glomeromycota
bilden die urspringlicheren Linien (Ordnung Archaeosporales ord. nov. und
Paraglomerales ord. nov.) eigene Gruppen, die von den Ordnungen Glomerales
(Morton und Benny 1990) und Diversisporales (Walker, Schwarzott und Schifler
2001) mit hoher statistischer Unterstitzung ( > 99%) abgetrennt werden kénnen.

Die Ordnung Paraglomerales (Walker, Schwarzott und Schif3ler 2001) besteht aus der
Familie Paraglomeraceae mit einer Gattung Paraglomus (Morton und Redecker 2001),
welche die beiden Arten P. occultum und P. brasilianum umfasst.

Die Ordnung Archaeosporales (Walker, Schwarzott und SchiRler 2001) umfasst bisher
zwei formal beschriebene Familien. Dazu gehoért neben den Archaeosporaceae auch
Ge. pyriformis aus der Familie Geosiphonaceae.

Die zweite Familie innerhalb dieser Ordnung, die Archaeosporaceae mit der Gattung
Archaeospora (Morton und Redecker 2001) enthalt drei Arten, Ar. trappei, Ar.
leptoticha und Ar. (A.?) nicolsonii. Die Zugehorigkeit der letztgenannten Art zu dieser
Familie war bisher noch nicht bekannt und es wurde noch keine offiziell gliltige
Reklassifzierung durchgefuhrt. Aus diesem Grund wird die bisherige Gattungszu-
ordnung (Acaulospora) mit aufgefihrt.

Die Ordnung Glomerales bildet in beiden unter 3.3 dargestellten Baumen eine
monophyletische Einheit mit 98% beziehungsweise 100% statistischer Unterstitzung.
Sie enthalt eine Familie, die Glomeraceae, mit der Gattung Glomus sensu Morton und
Redecker. Diese Gruppe beinhaltet die groRte Anzahl der bisher beschriebenen AM-
Pilzarten. Die Familie Glomeraceae spaltet sich in den Baumen in zwei Linien auf, die
als Glomus-Gruppe A (GIGrA) und Glomus-Gruppe B (GIGrB) bezeichnet werden.

Diese Aufteilung wird je nach Analyse mit 79% — 87% statistisch unterstitzt.



Ergebnisse und Diskussion

72

100,

92 G. geosporumBEG11
s G. verruculosumW3295
87— G. sp. WUM3 morph 2
791g8— G. sp. WUM3 morph 1
54 G. fragilistratum Ex-Type W3238
G caledonium BEG20
G caledoniumBEG15
G. sp. DAOM225952
G. coronatumW3153 a
- G. mosseae BEG12

83
79

100

100

98

91
90

N N
ofjo
(=] (=]

99
99

99
98

\/

100

9873

60, G. proliferum DAOM226389

G. mc FL156B

G. mosseae DAOM212595
G. mosseae DAOM221475
— G. mosseae BEG25

- G. mosseae DAOM198394
— G. mosseaeBEG69 _
G. sp. W3347 C|

manihotis EX-Type FL879

G.
:; G. manihotis EX-Type W3224
G. clarum BR147B

6 100gmm G, fasciculatumBEG53 b
LEG. intraradices DAOM197198
93 G. vesiculiferum

G mamhotls clarum) BR212
G. versiformeE

99 2
o7 99 G. spurcum EX-Type W3239
86 G. etunicatumW2423

100

ﬁ|_— G. coremioides Biorize
G. sinuosumMD126

G luteum SA101 -
G. claroideumBEG31
G. claroideum BEG14

G. lamellosumW3161
G. lamellosumEX-Type W3160
G. etunicatumUT316
G. sp. W3234
G. microaggregatumDAOM215235
= G. claroideum W2537
G. sp. W3349
G. viscosumEX-Type BEG27

-Type BEG47

GIGrA

Glomeraceae

GIGrB

:[GIGrC

| 100e F. "contigua™WV201
100 100%= E. colombianaFL356
l 100L_88 A. rugosaWV949
89 A. spinosaWV860

Acaulosporaceae

J

100,

|—— 8. castaneaEX-Type BEG1

83

6816

S. projecturata EX- T&pe W3254
86 S. heterogama WV858
100[ 68l64— S. heterogamaBR154
S. cerradensis MAFF520056

Gigasporaceae

S. pellucidaWVva73

Gi. decipiens BEG45
Gi. giganteaWV932
0= Gi. margaritaDAOM194757
63Gi. albida FL927

I\|

100 99 Ar. trappei W3179
—l 98: Ar. trappeiNB112
100 A1r.06rappei AU219

Ar. leptotichaMAFF520055
100% Ar. leptotichaNC176
e Geosiphon pyriformeGEO1

Archaeosporaceae

7l

P. occultumlA702

83— P. occultum CL700
100[75|
T00L___- AT
P. brasilianum EX-Type W3086

occultumHAT771

Paraglomeraceae

Abbildung 10:

0.01

Phylogenetischer

Neighbour-Joining-Konsensusbaum

Mortierella polycephala
Endogone pisiformis

der

AM-Pilze

(Glomeromycota). Die Bootstrapwerte fur die Neighbour-Joining-Analyse sind jeweils Gber
den Asten angegeben, die Werte in der Maximum-Parsimony-Analyse stehen darunter.
Fehlen die Werte fur die Maximum-Parsimony Berechnung waren verschiedene
Topologien in den zwei Analysen vorhanden. Bootstrapwerte unter 60% sind nicht
verzeichnet und bei Werten unter 60% fur beide Berechnungsmethoden wurden die
entsprechenden Aste zu einer Polytomie zusammengefasst. Werte iiber 90% in beiden
Analysen sind durch fette Linien gekennzeichnet. Das diskutierte Familienkonzept fur die

Glomeromycota wird durch entsprechende Pfeile hervorgehoben.

Die gezeigten

genetischen Distanzen stammen aus einer nicht-gebootstrappten Neighbour-Joining-

Analyse.
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Abbildung 11: Phylogenetischer Neighbour-Joining-Konsensusbaum der Glomeromycota. Die
Bootstrapwerte fiir die Neighbour-Joining-Analyse sind jeweils iiber den Asten angegeben.
Bootstrapwerte unter 60% sind nicht verzeichnet und fuhrten zur Zusammenfassung der
entsprechenden Aste in eine Polytomie. Das diskutierte Familienkonzept fiir die

Glomeromycota wird durch entsprechende Pfeile hervorgehoben.

Die gezeigten

genetischen Distanzen stammen aus einer nicht-gebootstrapten Neighbour-Joining-

Analyse.
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Die Glomus-Gruppe A kann wiederum in zwei weitere Gruppierungen aufgespalten
werden. Die GIGrAa (nach Schiller et al. 2001) besteht aus den Arten G. geosporum,
G. verruculosum, G. sp. WUM3, G. caledonium, G. mossae, G. coronatum, G. fragili-
stratum und G. sp. DAOM225952. GIGrAb umfasst die Arten G. proliferum, G. intra-
radices, G. sp. ,occultum like®, G. fasciculatum, G. vesiculiferum, G. coremioides , G.
sinuosum und G. manihotis | G. clarum. Die beiden letztgenannten Arten stellen
wahrscheinlich Synonyme dar. Eine weitere publizierte G. manihotis / clarum-Sequenz
(Isolat BR212) wird in den Analysen der weiter unten beschriebenen Glomus-Gruppe B
zugeordnet. Eine zuséatzliche morphologische und molekularbiologische Uberprifung
dieses Isolates war leider nicht méglich, da die Kultur nicht mehr verflgbar ist.

Eine weitere Untergruppe, GIGrAc mit der Art G. sp. ,macrocarpum” W3347 wurde nur
der ersten Analyse mit 65% statistisch unterstiitzt. In der mehr Arten enthaltenden
zweiten Berechnung wurde diese Abzweigung in einer Polytomie zusammengefasst
(Bootstrapwert 55%).Die Glomus-Gruppe B enthalt die Arten G. etunicatum, G.
lamellosum, G. sp. ,clustered® W3234, G. viscosum, G. sp. W3349, und das bereits
erwahnte G. sp. BR212 Isolat.

Neben den beiden Glomus-Gruppen A und B finden sich zwei weitere Gruppe von
Isolaten, die bisher nach morphologischen Kriterien der Gattung Glomus zugeordnet
wurden. Die eine, kurz als GIGrC bezeichnete, phylogenetische Gruppierung ist jedoch
nach der 18S rDNA Phylogenie nicht ndher mit den anderen Arten der ,Gattung"
Glomus verwandt. In diesem Zweig des Stammbaums befinden sich die Arten G.
trimurales (unpublizierte Sequenz; nur im zweiten Baum enthalten), G. fissuratum, G.
spurcum, G. versiforme und eine Art, die der Beschreibung von G. etunicatum
entspricht. Die Arten in dieser Gruppe teilen sich nur wenige morphologische
Eigenschaften, auRer dass sie leicht (ber die Sporenentwicklung und Sporen-
morphologie von anderen Arten auRerhalb der Gattung Glomus unterschieden werden
kénnen. GIGrC wird mit einer Bootstrap-Unterstitzung von 90 und 91% im Baum der
ersten Analyse (Abbildung 10) beziehungsweise 99% im zweiten Baum (Abbildung 11)
der Ordnung Diversisporales zugerechnet und ein gemeinsamer Ursprung mit der
Familie Acaulosporaceae scheint somit gesichert.

Auch die untersuchten Isolate von G. scintillans werden in der phylogenetischen
Analyse zur Ordnung Diversisporales gestellt und haben einen gemeinsamen Ursprung
mit der Familie der Gigasporaceae (Bootstrap-Unterstiitzung 99%). Es zeigt sich, dass
die Gattung Glomus sensu Morton und Redecker auf Basis der 18S rDNA
phylogenetisch in insgesamt vier Gruppen aufgeteilt ist, die alle durch vergleichbare
genetische Distanzen voneinander getrennt sind. Die bisherige Klassifizierung ist damit

nicht monophyletisch und bedarf einer Revision.
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Neben den zwei Glomus-Gruppen C und D umfasst die Ordnung Diversisporales ord.
nov. die beiden Familien Acaulosporaceae und Gigasporaceae. Die Auftrennung der
beiden Familien wird mit 90 und 91% (Abbildung 10) beziehungsweise 99% (Abbildung
11) in der 18S rDNA-Analyse unterstitzt.

Die Gigasporaceae umfassen zwei Gattungen: Scutellospora und Gigaspora, die sich
mit einem Bootstrap-Wert von 100% von der Glomus-Gruppe D abtrennen. In der
Gattung Scutellospora finden sich die Arten S. gilmorei, S. spinosissima, S. pellucida,
S. castanea, S. fulgida, S. weresubiae, S. heterogama, S. cerradensis, S. calospora, S.
nodosa, S. aurigloba, S. projecturata. Die Arten bilden in der zweiten Analyse insge-
samt vier interne Gruppen. Die phylogenetische Beziehung zwischen diesen Gruppen
und zu der Gruppe von Arten aus der Gattung Gigaspora kann jedoch nicht aufgelost
werden.

Die Gattung Gigaspora wird durch finf analysierte Arten reprasentiert, die in der
Analyse eine geschlossene phylogenetische Gruppe darstellt, welche sich mit 100%
statistischer Unterstiitzung von den Arten der Gattung Scutellospora separieren lasst.
Es sind dies Gi. candida, Gi. rosea, Gi. albida, Gi. gigantea und Gi. aff. margarita.

Die Familie der Acaulosporaceae wird durch zwei Gattungen reprasentiert:
Entrophospora und Acaulospora, die sich mit 100% Bootstrapp-Unterstitzung von der
Glomus-Gruppe C abspalten. Die analysierten rDNA-Sequenzen der Gattung
Acaulospora stammten von den Arten: A. longula, A. rugosa, A. spinosa, A. foveata, A.
laevis, A. undulata, A. lacunosa und A. sp. W3424; die Entrophospora-Arten werden
durch Sequenzen der Arten E. ,contigua“ und E. colombiana reprasentiert. Eine
genaue verwandtschaftliche Beziehung zwischen beiden Gattungen der Gigaspora-
ceae lasst sich in der vorliegenden Phylogenie nicht aufklaren. Zwar wird der Grof3teil
der Acaulospora-Arten mit 83% von den beiden Entrophospora-Arten abgetrennt, es
scheint aber, dass diese Gruppen einen gemeinsamen Ursprung mit einer bisher nicht
genauer beschriebenen Acaulospora-Art besitzen(A. sp. W3424).

Wahrend die Verwandtschaftsbeziehungen auf Gattungs- und Artebene mit der 18S
rDNA-Analyse hier in vielen Fallen nicht eindeutig geldst werden kdnnen, kann man im
Gegensatz dazu auf der Ebene der Familie die Notwendigkeit der Revision des
bisherigen taxonomischen Konzepts erkennen. Diese Neueinteilung basiert auf hohen
statistischen Absicherungen und vergleichbaren genetischen Distanzen zwischen den
gefundenen Gruppen und soll dazu dienen innerhalb der Glomeromycota, zu einer

natdrlichen Familienphylogenie zu gelangen.
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3.3.3 Diskussion

Der Ausgangspunkt fir die phylogenetische Analyse der Glomeromycota war die
Vermutung, dass die grofite Gattung dieser Pilzgruppe, Glomus, polyphyletisch ist und
die bisher benutzten Merkmale zur Klassifizierung nicht die natirlichen
Verwandtschaftsbeziehungen wiederspiegeln (Walker 1992). Auch bereits die ersten
Analysen von rDNA-Sequenzen der AM-Pilze zeigten unerwartet groRe genetische
Distanzen innerhalb der Gattung Glomus (Simon et al. 1993).

Im Verlauf der Arbeit kam es bereits zu einer Revision der Glomeromycota-Phylogenie
(Glomerales sensu Morton und Benny), wobei die beiden neuen Familien
Archaeosporaceae und Paraglomeraceae etabliert wurden. Diese urspriinglichen
Zweige der Glomeromycota konnten auf Basis der 18S rDNA erkannt werden (Sawaki,
Sugawara und Saito 1998, Redecker 2000), und gerade die genetischen Distanzen
zwischen diesen neuen Familien und den anderen Glomus-Arten dienten als Haupt-
argument zur Erneuerung der taxonomischen Struktur (Morton und Redecker 2001).
Daneben waren lediglich das Vorhandensein einer spezifischen Fettsdure, wobei
allerdings in der Untersuchung nur insgesamt funf Glomeromycota-Arten untersucht
wurden (Graham, Hodge und Morton 1995), und das schwache Farbeverhalten von
Pilzstrukturen in Wurzeln gegenuber Trypan-Blau, Argumente fir die Separation dieser
Familien von den Glomeraceae. Mit der Arbeit von Morton und Redecker (2001) wurde
auch die Glltigkeit der bis dahin gebrduchlichen morphologischen Merkmale zur
Einteilung der Familien in Frage gestellt. So sind die Sporen und die Art ihrer
Entwicklung bei den Paraglomus-Arten nicht von denen anderer Glomus-Arten zu
unterscheiden. Bei den Archaeosporaceae wiederum finden sich dimorphische Arten,
die bei der Sporenbildung Merkmale zeigen kdnnen, wie sie bis dahin ausschlieBlich
den Acaulosporaceae zugerechnet wurden (sporenbildender Sacculus, siehe Tabelle 2

und Abbildungen 2 und 22). Sie bilden aber auch typische ,Glomus*-Sporen.

Die Familie Archaeosporaceae und Ge. pyriformis

Die Familie Archaeosporaceae sensu Morton und Redecker erscheint nach der 18S
rDNA-Phylogenie als kein giltiges, monophyletisches Taxon. Die Analysen zeigen,
dass Ge. pyriformis (Geosiphonaceae) ohne Zweifel einen gemeinsamen Ursprung mit
den Arten der Familie Archaeosporaceae besitzt (Bootstrapwerte 99%-100% in beiden
Stammbaumen), obwohl diese Tatsache im Protolog nicht bertcksichtigt wurde
(Morton und Redecker 2001, Redecker, Morton und Bruns 2000).

Dieses Ergebnis stellt die Eignung des morphologischen Charakters ,Arbuskelbildung®

(Tabelle 2, synapomorphes Merkmal) als Grundlage zur Definition der Glomeromycota



Ergebnisse und Diskussion 77

(= Glomales sensu Morton und Benny) in Frage. Es ist zurzeit nicht mdéglich eine
Aussage darliber zu machen, ob der intrazelluldare Arbuskel ein Merkmal ist, welches
sich konvergent bei den Glomeromycota entwickelt hat und somit eine Homoplasie
darstellt, oder ein symplesiomorpher Charakter vorliegt.

Zwar fehlt bisher der Beweis, dass Ge. pyriformis neben der Symbiose mit Cyano-
bakterien auch mit Pflanzen Symbiosen bildet und zur Arbuskelbildung fahig ist, dies
kann jedoch nicht als Begriindung zum Ausschluss dieser Art aus den Glomeromycota
herangezogen werden, da der Nachweis von Arbuskeln auch bei einigen AM-Pilzen
fehlt, die bisher nur aufgrund ihrer Sporenmorphologie dieser Gruppe zugerechnet
werden (Walker 1992).

Will man zu einer natirlichen Familientaxonomie innerhalb der Glomeromycota
kommen, dann ist das bestehende Konzept fiir die Familie Archaeosporaceae sensu
Morton und Redecker mit der Gattung Archaeospora nach dem jetzigen Erkenntnis-
stand zu revidieren. Bisher liegt ein paraphyletisches Taxon vor, da die gultige Familie
Geosiphonaceae eindeutig in diese Gruppe fallt.

Dies ware durch eine neue Familienstruktur innerhalb der Ordnung Archaeosporales
zu erreichen, welche aus drei taxonomischen Einheiten besteht: Die Archaeospora-
ceae mit der Gattung Archaeospora und der bisher einzigen Art Ar. trappei, die
Geosiphonaceae mit Ge. pyriformis, und einer neu zu beschreibenden Familie mit
einer neuen Gattung, welche die derzeitig als Ar. leptoticha und Ar. (A. ?) nicolsonii
beschriebenen Arten beinhaltet. Fir diese Neuordnung bedarf es aber der Aufdeckung

weiterer Merkmale, damit eine formale Beschreibung maoglich ist.

Phylogenie der Gattung Glomus

Selbst nach der Abtrennung der beiden Familien Archaeosporaceae und Para-
glomeraceae zeigen sich in unseren Analysen bei den AM-Pilzen, die bisher den
Glomeraceae zugeordnet wurden, weitere Gruppierungen, die untereinander gene-
tische Distanzen zeigen, welche vergleichbar sind zu denen der Familien Acaulo-
sporaceae oder Gigasporaceae.

Mit den gefundenen Daten kann man die Gattung Glomus sensu Morton und Redecker
in insgesamt vier weitere phylogenetische Gruppen aufteilen (GIGrA-D), um zu einem
natirlichen System beziiglich der Familienstruktur der Glomeromycota zu kommen.
Wahrend die beiden Glomus-Gruppen A und B sich zusammen von den restlichen AM-
Pilz-Arten als monophyletische Einheit abgrenzen, und damit das urspringliche
Familienkonzept firr die Arten in dieser Abzweigung erhalten werden kann, besteht fir
die beiden monophyletischen Gruppen GIGrC und GIGrD die Notwendigkeit zur
Aufstellung einer neuen taxonomischen Klassifizierung mit mutmaflich zwei neuen

Familien. Da dieses Konzept jedoch bisher ausschlieRlich auf der Analyse der 18S
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rDNA-Sequenzen beruht, bedarf es weiterer morphologischer, biochemischer oder
molekularbiologischer Daten, damit die Familien auch formal aufgestellt werden

konnen.

Die Glomus-Gruppen A und B:

Bereits die ersten molekularen Studien zur AM-Pilz-Phylogenie, basierend auf der 18S
rDNA, zeigten, dass ein G. etunicatum-lsolat unerwartet grof3e genetische Distanzen
zu anderen Pilzen der Familie Glomeraceae aufwies und eventuell verschiedenen
Familien bestehen (Simon et al. 1993). Da in dieser Arbeit jedoch nur insgesamt zwolf
AM-Pilzarten bertcksichtigt wurden, kam es zu keiner formellen Veranderung der
bestehenden Familienstruktur nach Morton und Benny (1990). Fir das Isolat G.
etunicatum UT316 konnte bereits bei einer friiheren Analyse eines 550 bp 18S rDNA-
Fragments in unserem Labor gezeigt werden, dass es zu einer eigenstandige Gruppe
mit verschiedenen Glomus-Arten gehort, die als GIGrB bezeichnet wurde (Schifler et
al. 2001). Diese Gruppe war abgetrennt von den ebenfalls erkennbaren Zweigen der
GIGrA und C. Eine genauere Auflésung zwischen den Gruppierungen war jedoch
wegen der Kirze des untersuchten Fragments nicht méglich.

Mit den hier und in Schwarzott, Walker und SchiRler (2001) gezeigten Daten, die auf
der Analyse des fast vollstandigen 18S rRNA-Gens beruhen, ist nun eine bessere
Auflésung der phylogenetischen Verhaltnisse moglich. Dabei stellt sich die GIGrB als
Schwestergruppe zur GIGrA dar, die den grofdten Teil der bisher untersuchten Glomus-
Arten sensu lato umfasst. Die GIGrA kann weiter in zwei eindeutig voneinander
getrennte Untergruppen aufgetrennt werden (GIGrAa und b). Eine dritte Untergruppe,
GIGrAc, welche durch G. sp. 3347 reprasentiert wird, kann vermutet werden, ist aber
nicht eindeutig abgesichert.

In GIGrA bilden alle untersuchten Sequenzen der G. clarum- /| manihotis-Arten eine
eigene Gruppe, wodurch die Vermutung unterstitzt wird, dass es sich bei den
Artnamen um Synonyme handelt. Die wirkliche ldentitdt des Isolats G. sp. BR212,
welches urspriinglich bei INVAM als G. manihotis | clarum gefihrt, konnte nicht geklart
werden, da das Isolat nicht mehr verfligbar ist und damit keine morphologische und
molekularbiologische Nachuntersuchung mehr moglich war. Die eindeutige Abtrennung
dieses Isolats von den anderen G. clarum / manihotis — Isolaten in den Analysen legt
jedoch nahe, dass die urspriingliche Zuordnung falsch war. Wahrend sich in der GIGrA
verschiedene Gruppen von lIsolaten voneinander abgrenzen lassen, findet sich in
GIGrB eine grol3e Gruppe, die aus G. lamellosum-, G. etunicatum- und G. claroideum-
Isolaten besteht, die mit der 18S rDNA-Analyse nicht eindeutig voneinander
unterschieden werden kénnen. Zum einen besteht die Mdglichkeit, dass es sich auch

hier um synonyme Beschreibungen handelt und die benutzten morphologischen
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Merkmale keine phylogenetische Giiltigkeit besitzen, zum anderen, dass sich diese
Gruppe erst vor kirzerer Zeit phylogenetisch aufgetrennt hat und die Evolutionsrate
der 18S rRNA zu gering ist, um die verwandtschaftlichen Beziehungen aufzulésen. Fir
eine Analyse auf Gattungsebene eignen sich dabei die schneller evolvierenten ITS-
Bereiche (Abbildung 23, Anhang), wahrend die 18S rRNA vor allem verlassliche
Information auf der Ebene von Ordnungen und Familien liefert (Ben Ali et al. 2001,
Bruns, White und Taylor 1991, Gehrig et al. 2001, Olsen und Woese 1993, Soltis und
Soltis 2000).

Dagegen ist die Phylogenie der beiden grolRen Gruppen GIGrA und B mit der
angewandten Methode abgesichert, wenn man die gefundenen Distanzen mit denen
der Familien der Acaulosporaceae beziehungsweise Gigasporaceae vergleicht. Um die
Arten in diesen Gruppen in eine verbesserte natirliche Phylogenie einzuordnen, kann
man aus den erzielten Ergebnissen die Errichtung einer weiteren Familie innerhalb der
Ordnung Glomerales fordern. Dazu bedarf es jedoch der 18s rDNA-Sequenz des
Belegexemplars fir die Gattung Glomus, G. microcarpum. Trotz mehrerer Versuche,
aus Herbarmaterial die 18S rDNA-Sequenz zu charakterisieren (siehe Tabelle 6),
stellten sich alle bis zum Abschluss der Arbeit gewonnen 18S rDNA Fragmente als
Basidio- oder Ascomyceten-Kontaminationen heraus. Auch der Versuch die Sequenz
dieser Kontaminanten durch die Verwendung gruppenspezifischer Primer in der 2.
PCR (nested PCR) auszuschlieRen (Gloma 1 und 2, Schiler et al. 2001) fihrte zu
keinem Erfolg. Weiterhin war kein Isolat in Kultur zur Verfiigung, um eine erneute
morphologische und molekularbiologische Klassifizierung der Typ-Art durchzufihren.
Damit ist es zurzeit nicht mdglich, Daten zur Aufstellung einer gesicherten

Familientaxonomie flir diese beiden Glomus-Gruppen zu erhalten.

Die Glomus-Gruppe C: .Diversisporaceae“ fam. ined.

Im Gegensatz zu den Gruppen A und B zeigt sich fir die Gruppe C eine eindeutige
Notwendigkeit fur die Errichtung eines neuen taxonomischen Konzepts innerhalb der
Glomeromycota-Familienstruktur. Die Arten in dieser Gruppe, G. trimurales, G.
fissuratum, G. spurcum, G. versiforme und ein Pilz (W2423), welcher der Beschreibung
von G. etunicatum entspricht, gehéren nach der 18S rDNA-Phylogenie nicht zu den
Glomeraceae. Diese Arten sollten damit eine neue Einordnung auf Gattungs-,
Familien- und Ordnungsebene erfahren, wie es fiir die Arten der Paraglomerales und
Archaeosporales durchgefihrt wurde (Morton und Redecker 2001, SchuRler,
Schwarzott und Walker 2001).

GIGrC reprasentiert eine Schwestergruppe zu den Acaulosporaceae. Wahrend die
statistische Unterstiitzung in der ersten verdffentlichten Analyse (Schwarzott, Walker
und SchiRler 2001, siehe auch Abbildung 10) nur bei 66% in der Neighbour-Joining-
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Analyse und 82% in der Maximum-Parsimony Analyse lag (Abbildung 10), findet die
Gruppe in der mehr Arten umfassenden, zweiten Neighbour-Joining-Analyse
(Abbildung 11) eine Unterstltzung von 99%. Aber schon die bereits in der ersten Ana-
lyse unterstiitzte Zuordnung der Arten in den Zweig Acaulosporaceae | Gigasporaceae
/ GIGrC zeigte, dass die Gattung Glomus nicht monophyletisch ist. Die Bootstrapwerte
liegen je nach Analyse zwischen 90 und 99% (Abbildung 10 und 11). Aus diesem
Grund wurde die Errichtung einer neuen Familie, Diversisporaceae fam. ined., auf
Basis der molekularen Daten vorgeschlagen.

Die molekularen Daten bieten bisher die einzige Mdglichkeit, die Arten dieser Familie
zuzuordnen. Die 18S rDNA zeigt dabei einige spezifische Sequenzmotive wie zum
Beispiel GTGAGATGRRTCTCTACCTTC (korrespondiert mit der homologen Position
677 von Saccharomyces cerevisiae J01353), die entsprechend der Beschreibung von
Paraglomus (Morton und Redecker 2001) als Merkmal fiir die vorgeschlagene Familie
genutzt werden koénnen. Allerdings sind die Arten in dieser Gruppe morphologisch
untereinander und zu Acaulospora so unterschiedlich, dass die gesicherte Einflhrung
einer neuen Familie — wenn mdglich - weiterer morphologischer, biochemischer oder
molekularbiologischer Daten bedarf. Daher werden zurzeit morphologische Unter-
suchungen von Dr. C. Walker durchgefiihrt, damit eine formale Beschreibung der
neuen Familie ,Diversisporaceae“ und fur die darin enthaltene neue Gattung, welche
die Arten der GIGrC enthalt, mdglich wird.

Die Glomus-Gruppe D - eine weitere Familie innerhalb der Diversisporales?

Neben den ,Diversisporaceae”, fir deren Existenz schon seit langerem molekulare
Daten sprachen (Schiler et al. 2001) konnten in der Arbeit 18S rDNA Sequenzen
charakterisiert werden, welche die Existenz einer weiteren Familie in der
Glomeromycota-Phylogenie nachweisen und die These von Walker (1992) bezlglich
Polyphilie innerhalb der Gattung Glomus unterstiitzen. Bereits in dieser Veroffent-
lichung wurde vermutet, dass G. scintillans aufgrund von morphologischen Merkmalen
eher der Familie Gigasporaceae zugeordnet werden musse, und nicht in die Definition
von Glomus passe.

In den Jahren 2001 und 2002 konnten in der Nahe von Darmstadt (,Griesheimer
Sand") zusammen mit Dr. C. Walker Sporen dieser Art in groRer Menge isoliert
werden. Neben den Sporen von diesem Standort (Belegexemplare: W3793, W3862,
D1 Sample3) wurden zusatzlich Sequenzen von Sporen dieser Art aus einer Kultur in
Polen (W3849) untersucht. Die phylogenetische Analyse ergab dabei eine eindeutige
Zuordnung dieser Art zu der Ordnung Diversisporales mit 99% Bootstrap-
Unterstitzung und einen vermutlichen gemeinsamen Ursprung mit den Gigasporaceae

(92% statistische Unterstiitzung). Hier finden sich wiederum genetische Distanzen,
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welche die Errichtung einer neuen Familie und Gattung innerhalb der Diversisporales
unterstiitzen. Aber auch fir diese Art stehen bisher nur Sequenzmuster zur Unter-
scheidung von anderen Gruppen zur Verfligung, und abgesicherte morphologische

Daten fehlen.

Die Familie Gigasporaceae

Diese Familie mit den zwei Gattungen Scutellospora und Gigaspora wird auch in allen
18S rDNA-Analysen als monophyletisch bestatigt. In diesem Fall stimmen die
molekularen Daten mit der Phylogenie nach Morton und Benny (1990) iberein.

Die Familie ist besonders dadurch gekennzeichnet, dass die Sporen terminal an einer
speziellen zwiebelformigen Zelle (bulbous cell) gebildet werden. Dieses Merkmal
scheint einen Charakter darzustellen, der diese Gruppe sicher von vermutlich Glomus-
ahnlichen Vorfahren abhebt (Morton 1990). Auch das Vorkommen der sogenannten
Helferzellen (auxilliary cells) scheint ein gultiges Merkmal zur Abtrennung dieser
Familie von den anderen AM-Pilzen zu sein, nicht jedoch zur Definition von Unter-
ordnungen (siehe 3.2.3).

Zur Unterscheidung der beiden Gattungen in dieser Familie wurde angegeben (Morton
1990, Morton und Benny 1990), dass keine Autapomorphien bei Gigaspora vorliegen,
die in der Gattung Scutellospora nicht auch zu finden sind. Dahingegen wird die
Entwicklung eines Keimschildes (germination shield) und eine differenziertere Struktur
bei der Entwicklung der Sporenwande als Hinweis gesehen, dass sich die Gattung
Scutellospora von Gigaspora ableitet. Mit der vorliegenden 18s rDNA-Analyse kann
keine derartige Hierarchie nachgewiesen oder bestatigt werden. Zwar bilden die unter-
suchten Scutellospora Arten vier abgesicherte Gruppen, die zu der Gruppe der Giga-
spora-Arten vergleichbare genetische Distanzen zeigen, aber wo der Ursprung der

einzelnen Zweige liegt kann bisher nicht sicher gesagt werden.

Die Familie Acaulosporaceae

Wie die untersuchten Arten der Gigasporaceae, bilden alle 18S rDNA-Sequenzen der
Acaulosporaceae eine geschlossene Gruppe und bestatigen damit die Monophylie
dieses Taxons. Andererseits ist durch die Errichtung der phylogenetisch urspring-
licheren Familie Archaeosporaceae das definierende Hauptmerkmal flr diese Gruppe:
~oporenbildung auf oder innerhalb des Halses eines spezialisierten, sporenbildenden
Sacculus®, (Tabelle 2) als symplesiomorph anzusehen, und kann somit nicht zur Be-
schreibung des Taxons herangezogen werden.

Die verwandtschaftlichen Beziehungen innerhalb der Familie kann hier nicht weiter
aufgeklart werden. Die beiden Entrophospora Arten bilden einen Zweig mit den

meisten der untersuchten Acaulospora-Arten, der einen Ursprung mit einer nicht
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genauer beschriebenen Art, A. sp. W2423, bildet. Ob die Bildung der Spore innerhalb
des Halses des sporenbildenden Sacculus ein ausreichendes Merkmal ist, um die
Gattung Entrophospora von Acaulospora (Sporenbildung seitlich des Sacculushalses)
abzuheben, bleibt zweifelhaft. Bemerkenswert ist, dass von der Typ-Art der Gattung E.
infrequens bisher keine Einzelkulturen bekannt sind, sondern ein Auftreten immer nur
in Kulturen beobachtet werden konnte, die auch andere AM-Pilze enthielten. Nach
Aussage von C. Walker ist auch die Beschreibung der Gattung Entrophospora nach
morphologischen Kriterien nicht abgesichert, da fir die Typart E. infrequens kein
eindeutiger Nachweis fiir Mykorrhizierung vorhanden ist. Damit stellt sich die Frage, ob
es sich hier wirklich um eine eigenstdndige Gattung innerhalb der Glomeromycota
handelt oder ob lediglich eine morphologische Variation von Acaulospora Arten
vorliegt, die ihre Ursache zum Beispiel in einem Befall durch Mykoparasiten hat.
Wahrend der Arbeit gelang es nicht, Sequenzen von Entrophospora Arten zu
charakterisieren. Der groflte Teil der erhaltenen Sequenzen stellte sich als Konta-
minationen heraus, die von Basidio- oder Ascomyceten stammten. In zwei weiteren
Fallen wurden Sequenzen gefunden, die anderen AM-Pilzfamilien zu zurechnen waren
(siehe Tabelle 6 und 3.1). Dieses Resultat wurde auch bei der Analyse der grof3en
ribosomalen Untereinheit (LSU) von E. infrequens beschrieben, und daraus der
Schluss gezogen, dass Entrophospora ribosomale Gene verschiedener Linien der AM-
Pilze enthalt. (Rodriguez et al. 2001). Allerdings stammten die analysierten Sporen alle
aus gemischten AM-Pilzkulturen, beziehungsweise von Freilandproben. Aus den
Sporen wurden in der Arbeit von Rodriguez genau solche ,Kontaminations“-Sequenzen
isoliert, die mit Arten in den Kulturen korrelierten. Auerdem fanden sich auch
Sequenzen, die zu den typischen Bodenpilzen der Gattung Rhizopus passten.

Die einfachste Erklarung fiir diese Ergebnisse, welche auch fir die beiden gefundenen
AM-Pilzsequenzen aus Entrophospora-Sporen in dieser Arbeit gilt, ware an den
Sporen anhaftende DNA, die bei der Isolation zur Kontamination gefiihrt hat. Auch
dass E. infrequens-Sporen keine typischen AM-Pilzsporen sind, sondern die
Morphologie durch Befall mit einem Mykoparasiten entsteht, ist eine wahrscheinlichere
Erklarung als das Vorkommen von Genen aus verschiedenen AM-Pilzgruppen. Diese
Moglichkeit wurde auch bereits bei der Beschreibung fir die Gattung Entrophospora
diskutiert (Ames und Scheider 1979, Schifler, Schwarzott und Walker 2003).

Eine weitere Untersuchung dieser beiden Gattungen auf 18S rDNA- und ITS-Ebene ist
ndtig, um eine Absicherung der phylogenetischen Beziehungen zwischen diesen
Gruppen zu erhalten. Kirzlich konnte von C. Walker ein vermeintliches Entrophospora
infrequens- Isolat aus einer Einzelsporenkultur gewonnen, aber bis zum Abschluss der

Arbeit molekularbiologisch noch nicht genauer analysiert werden.
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3.4 Entwicklung spezifischer Primer fur die Archaeosporales

3.41 Ergebnisse

Die phylogenetischen Ergebnisse, wie auch einige morphologische Daten (SchuBler et
al. 1994, Schiller et al. 1996), zeigen, dass der Pilz Ge. pyriformis den Glomero-
mycota zugeordnet werden kann. lhm fehlt aber nach der morphologischen
Charakterisierung der AM-Pilze das Merkmal ,Bildung arbuskularer Mykorrhizen* und
die Symbiose wird, soweit bekannt, nur mit Cyanobakterien gebildet. Darum wurde
versucht, spezifische molekulare Sonden zu entwickeln, um das Vorkommen von Ge.
pyriformis auch in Bryophyten oder héheren Pflanzen mittels PCR nachweisen zu
kénnen. Diese Versuche wurden in Kombination mit spezifischer Farbung von Hyphen
(Chitinfarbung, 2.2.21) durchgefiihrt, um eine zuséatzliche morphologische Analyse
neben den molekularbiologischen Ergebnissen zu ermoéglichen. Dazu wurden Primer
aus dem Sequenzalignment fir die phylogenetischen Untersuchungen abgeleitet,
sowohl mit Spezifitat fir die Ordnung als auch mit Spezifitat fiir die bisher einzige Art
der Familie Geosiphonaceae, Ge. pyriformis.

Neben der Spezifitat war ein zweites Kriterium bei der Entwicklung, mit den Sonden ein
maoglichst grolRes Fragment der 18S rDNA zu amplifizieren. Damit sollte es mdglich
werden, eventuell vorhandene Sequenzen von bisher noch nicht bekannten Isolaten
aus diesen Gruppen (Archaeosporales beziehungsweise Geosiphonaceae), die bei der
Anwendung der Primer an Freilandproben gefunden werden, auch phylogenetisch zu

analysieren.

Vorgehensweise bei der Primerentwicklung

a) Ermittlung von spezifischen Sequenzmotiven

Zunachst wurden die Sequenzen im Alignment nach den phylogenetischen Gruppen
sortiert und zwar derart, dass die Sequenzen, von denen die Primer abgeleitet werden
sollten oben angeordnet sind. Anschlielend kann man mit dem Alignment Programm
im Menu Setup -> Display mit der Funktion ,Equal with 1st as dots“ die Sequenzen so
darstellen, dass alle mit der ersten Sequenz identischen Basen der weiter unten
stehenden Motive durch Punkte ersetzt werden. Dadurch lassen sich auf einfache
Weise variable Abschnitte der 18S rDNA finden, die zur Entwicklung der Sonden
geeignet sind. Ein Beispiel dazu ist in Abbildung 13 gegeben.

Wichtig war bei der Auswahl auch, dass vor allem die 3’-Enden von Motiven ahnlicher

Sequenzen abweichen, weil damit die Spezifitdt in der PCR erhoht wird. Zusatzlich
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wurden die Sequenzmotive der Primer nach ihrer Schmelztemperatur (Tm) aus-
gewahlt, der in einem mdglichst schmalen Bereich liegen sollte, damit die Sonden
untereinander in verschiedenen Kombinationen verwendet werden kdnnen.

Die danach ausgewahlten Primermotive wurden anschlieBend auf komplementéare

Ruickfaltung (Hairpin-loops) Gberprft.

1} Archeo1a
2) ¢l _Geosiph
3) o1 _Ar.lept
4) 69 Ar.traW
5) ¢1 P.occul
6) 90 P.hrasi
7) . brasil R

Abbildung 13: Motiv des Primers Archeo 1a. Alle Sequenzen der Archaeosporales-Gruppe (2.
Ge. pyriformis-Konsensussequenz, 3. Ar. leptoticha-Konsensussequenz, 4. Ar. trappei
17634) sind an dieser Stelle identisch. Die Abweichung von diesem Motiv liegt in der
Gruppe der Paraglomerales (hier 5. P. occultum-Konsensussequenz, P. brasilianum
J301862 und P.brasilianum AJ012203) zwischen funf Basen (P. occultum) und zwei
Basen (P. brasilianum).

b) BLAST-Analyse der gefundenen Sequenzmotive

Mit den gefundenen Sequenzmotive wurde zur Absicherung der Spezifitdt noch
zusatzlich ein BLAST Vergleich mit Sequenzen in Onlinedatenbanken durchgefiihrt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Dadurch kdnnen zusatzliche Sequenzen, die
nicht im Alignment vorkommen, beziehungsweise passende Motive anderer bekannter
Gene, ausgeschlossen werden.

Insgesamt wurden auf diese Weise drei Archaeosporales-spezifische PCR-Primer
(Archeo 1a, Archeo 5b, Archeo 6a) und zwei Ge. pyriformis-spezifische Primer (Geo
223 und Geo 2561) abgeleitet, die zunachst an klonierter 18S rDNA in der PCR
getestet wurden (siehe Abbildung 14 und Tabelle 5).

Archeo 5b
5! 1373-1393
—

!
Geo A1 Archeo 1a Archeo 6a Geol1 3
6-26 101-123 1384-1403 1746-1769
—> // - —
—_— > /7 < <
Geo A2 Geo 223 Geo2561 ART4
17-39 40-63 1688-1706 1769-1789

Abbildung 14: Lage der spezifischen Archaeosporales | Geosiphonaceae Primer. Neben den
spezifischen Primern ist auch die Lage der universellen 18S rDNA-Primer GeoA1 / GeoA2
/ Geo11 / ART4 angegeben. Die Lage der Primer auf der 18S rDNA ist jeweils unter dem
Namen angegeben [bp] und bezieht sich auf die S. cerevisiae—Sequenz (J01353).
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Erprobung der Primer an klonierten Sequenzen

a) Primertest mit gereinigter DNA

Die abgeleiteten Primer wurden anschlieBend an klonierten Sequenzen auf ihre
Spezifitdt hin Gberpriift. Dazu wurde DNA, die nach Punkt 2.2.16 aus Ubernacht-
kulturen gewonnen wurde, als Template eingesetzt (0,5 ng, siehe auch Tabellen 13
und 15). Zur Ermittlung der optimalen Annaelingtemperatur kam ein Temperatur-
gradient wahrend der Reaktion zum Einsatz. Als Beispiel ist in Abbildung 15 das
Ergebnis mit der Primerkombination Archeo 1a / Archeo 6a angegeben.

Abbildung 15: Test der Primer Archeo 1a / Archeo 6a. Als Template-DNA wurden verwendet:
A) Ar. trappei aus Klon pWD103.3.8, B) Ge. pyriformis aus Klon pWD205.1.1, C) P.
brasilianum aus Klon pWD178.1.1, D) Ar. leptoticha aus Klon pwWD147.1.1 und E) P.
occultum aus Klon pWWD117.1.1. Als Annaelingtemperaturen wurden 1) 57,4°C; 2) 58,3°C;
3) 59,9°C und 4) 61,3°C gewahlt. M = Marker 1. Die Markerbanden mit der Grée 1400bp
und 1150bp sind exemplarisch an der ersten Gelbahn angezeigt (siehe auch Tabelle 4).
0,8% Agarosegel.

In Abbildung 15 ist gezeigt, dass die Primer Archeo 1a / Archeo 6a nur Archaeo-
sporales Templatesequenzen in der PCR amplifizierten und beide Sequenzen der
Paraglomerales (P. brasilianum und P. occultum) keine Reaktion zeigten. Als optimale
Annaelingtemperatur, die auch in allen folgenden Versuchen benutzt wurde, konnte
58,3°C ermittelt werden, da hier Ge. pyriformis noch sicher amplifiziert wird. Zwar

waren auch Produkte bei 59,9°C und 61,3°C sichtbar, da hier aber optimale
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Bedingungen bezlglich der DNA-Reinheit und Konzentration vorlagen, wurde die

niedrigere Annaelingtemperatur bei Versuchen mit Pflanzenmaterial angewendet.

b) Primertest mit aufgereinigter DNA und zusatzlicher, pflanzlicher DNA

Bei diesen Vorversuchen zur Spezifitat wurde zusatzlich pflanzliche DNA in den PCR-
Ansatz gegeben, die mit der Dynabeadsmethode aus 40 mg Wurzelmaterial isoliert
wurde (siehe Punkt 2.2.3.2). Als Pflanze diente steril angezogene Dactylis glomerata.
Von dieser Dynabeads-DNA-Isolation wurden 4 pl eingesetzt. Zunachst wurde eine
geschachtelte PCR mit den universellen Primern durchgefiihrt (Tabellen 9, 10, 11 und
12) und aus diesen Ansatzen 1 pl in der Reaktion mit den spezifischen Primern

eingesetzt.Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 16 A) und B) angegeben.

Abbildung 16: PCR mit Archaeosporales Primern und zugesetzter pflanzlicher DNA. A = Ar.
trappei + pfl. DNA, B = Ge. pyriformis + pfl. DNA, C = P. occultum + pfl. DNA, Pfl. = nur
DNA aus Dactylis glomerata. A) Archeo 1a / Archeo 6a, T,=58,3°C. B) Archeo 1a /
Archeo 5b. T,: 1=58,3°C, 2= 59,1°C. M = Marker 1. 0,8% Agarosegel.

Auch in den Versuchen mit zugesetzter DNA aus Pflanzen konnte die Spezifitat der
untersuchten Primer bestatigt werden. In allen Versuchen wurde die Ge. pyriformis-
Sequenz mit der Archeo 1a / Archeo 6a Primerkombination weniger stark amplifiziert
als die von Ar. trappei und Ar. leptoticha. Auch tritt noch eine unspezifische Bande auf,
die etwas kleiner als die erwartete Bande von ~1,3 kbp ist (Abbildung 16A). Durch
Einsatz des Primers Archeo 5b mit Archeo 1a in einer weiteren, nachfolgenden PCR
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hat man jedoch die Méglichkeit, die Empfindlichkeit zu verbessern, und zusatzlich wird
durch den Einsatz von Archeo 5b die Spezifitit der PCR bezlglich der
Archaeosporales noch weiter erhoht (siehe 2.2.5). Die Spezifitdt der beiden Ge.
pyriformis-Primer wurde zusatzlich an Geosiphon-Blasen Uberprift, die aus unsterilen
Kulturen stammten. In diesen Kulturen trat haufig ein nicht ndher bestimmter Pilz auf,
womit die Moglichkeit gegeben war, die Primer auch gegen Pilze zu testen, die in
Gegenwart von Ge. pyriformis existieren. Aus den unsterilen Geosiphon-Kulturen
wurden dazu zwischen drei und fiinf Blasen enthommen, ohne eine weitere Reinigung
von Erde oder sonstigem anhangendem Material durchzufiihren. Die DNA aus diesen
Blasen wurde nach der Dynabeadsmethode isoliert und die 18S rDNA auch hier
zunachst mit universellen Primern amplifiziert, wie sie auch fir die Amplfikation aus
Einzelsporen benutzt wurden. Von den Produkten aus der universellen PCR wurden
0,5 ul in der Reaktion mit den spezifischen Primern Geo223 und Geo2561 eingesetzt.
Zur Uberpriifung der Sperzifitat wurden die amplifizierten Fragmente kloniert und der
Ursprung der DNA von insgesamt acht Klonen durch Sequenzierung Uberprift. Dabei
wurde ausnahmslos 18S rDNA von Ge. pyriformis nachgewiesen.

C) Identifikation der PCR-Fragmente mittels RFLP

Wie unter Punkt 2.2.14 beschrieben, kann mittels RFLP eine erste Identifikation
amplifizierter Fragmente stattfinden, ohne dass zunachst eine Sequenzierung
vorgenommen wird. In den Vorexperimenten mit spezifischen Primern konnte gezeigt
werden, dass nur 18S rDNA der Archaeosporales mit den Primern Archeo 1a / Archeo
6a, beziehungsweise Archeo 1a / Archeo 5b, amplifiziert wird (Abbildung 15 und 16).
Danach wurden die Sequenzen der Klone, die in diesen Vorversuche benutzt wurden
mit dem Online-Analyseprogramm NEBcutter V1.0 der Firma New England Biolabs,
Inc. (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) auf spezifische Restriktionsfragment-
muster untersucht. Dazu werden die Vollangensequenzen aus dem Alignment auf die
von den speziellen Primern amplifizierte Fragmentlange verkirzt. Die DNA-Abschnitte
kénnen dann Online nach Restriktionsschnittstellen von verschiedenen Restriktions-
endonukleasen untersucht werden, wobei das Programm zu erwartende Fragment-
muster in Form einer Tabelle sowie einem virtuellen Gel anzeigt. Dies wurde mit den
Daten der Klone pWD205.1.1 (Ge. pyriformis), pWD108.3.8 (Ar.trappei), pWD147.1.1
(Ar. leptoticha), pWD178.1.1 (P. brasilianum) und pWD117.1.1 (P. occultum) durch-
gefihrt. Das Restriktionsenzyme Hae Ill erwies sich in der Analyse als geeignet,
Bandenmuster zu generieren, welche die Unterscheidung der bekannten Archaeo-
sporales-Sequenzen maoglich machen. Das Ergebnis der Onlineanalyse ist in Tabelle

20 dargestellt. Die drei untersuchten Arten der Archaeosporales lassen sich danach
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Uber das jeweils grote Fragment gut voneinander unterscheiden. Zum Vergleich ist
zusatzlich das Muster fiir die nah verwandte P. occultum-Sequenz auf-gefihrt, die sich
Uber die Bande der Grole 306 bp von den Archaeosporales sicher unterscheiden
lasst. Gleiches gilt flr P. brasilianum, wo die Sequenz eine typische Bande bei 305 bp
zeigt.

Tabelle 20: Analyse von Restriktionsschnittstellen. In den einzelnen Tabellen zu den

analysierten Sequenzen wird die zu erwartende zahl an Fragmenten, deren Position auf der
Sequenz und die entsprechende Lange angegeben. Durch Pfeile sind zur Identifikation

geeignete BandengroRen angegeben. A) Ar.

trappei (pWD103.3.8),

(PWD205.1.1), C) Ar. leptoticha (pWD147.1.1) und E) P. occultum (pWD117.1.1)

# Ends Coordinates liﬁ;ﬁ‘h A) Ar‘ trappe"
1| Haelll-Haelll 379-1171 793 | €
2| (LefiEnd)-Haelll 1-164 1 6d
3 Haelll-Haelll 228-378 151
Haelll-
2172
+ (RightEnd) 1172-1298 127
5 Haclll-Haeclll 165-227 63
# Ends Coordinates [&"]r;ﬁth B) Ge pyn'formfs
] Haelll-Haelll 539-1174 636 | €—
2| (LefiEnd)-Haelll 1-163 163
3 Haelll-Haelll 379-538 160
-1 Haelll-Haelll 228-378 151
- Haelll- -
| 8 {RightEnd) 1175-1301 127
I 0O Haclll-Haelll 164-227 64
# Ends Coordinates [i‘;lﬁ"' C) Ar. leptoticha
1 Haclll-Haelll 578-1169 592 | €—
2| (LeftEnd)-Haelll 1-161 161
3 Haelll-Haelll 376-535 160
4 Haelll-Haelll 225-375 151
Haelll-
(RightEnd) 1170-1296 127
(] Haeclll-Haclll 162-224 63
7 Haelll-Haelll 536-577 42
# Ends Coordinates Ii‘::;g)“’ | D) P. occultum
] Haelll-Haelll 612-1165 554
2 Haelll-Haelll 223-528 306 | €—
3| (LeftEnd)-Haelll 1-158 158
Haelll- i
; _172¢
4 (RightEnd) 1166-1291 126
5 Haelll-Haelll 529-601 73
&) Haelll-Haelll 159-222 64
7 Haelll-Haelll 602-611 10

B) Ge. pyriformis
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Zur Uberpriifung der in Tabelle 20 gezeigten Analyse wurden die Archaeosporales-
Sequenzen aus den Vorversuchen (Abbildung 15) mit Haelll geschnitten und auf
einem 2% Agarosegel aufgetrennt. Auf die gleiche Weise wurden auch die Banden,
welche in dem Versuch mit zugesetzter pflanzlicher DNA und Archeo 1a / Archeo 5b

auftraten (Abbildung 16 B) untersucht, und zur zusatzlichen Absicherung sequenziert.
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Abbildung 17: Restriktion der Archaeosporales-Sequenzen mit Haelll. A) Geschnittene DNA-
Fragmente aus dem in Abbildung 15 dargestellten Versuch. B) Geschnittene DNA-Frag-
mente aus dem in Abbildung 16B dargestellten Versuch. A = Ar. trappei, B = Ge.
pyriformis, C = Ar. leptoticha. M = Marker, jeweils links Marker 1, jeweils rechts Marker.
2% Agarosegel

Auf dem Gel in Abbildung 17A kdnnen die drei Archaeosporales Sequenzen eindeutig
Uber die groRen Banden voneinander unterscheiden werden. Auch das Gel in Ab-
bildung 17B zeigt ein Muster, dass mit Bild 17A und der in diesem Versuch einge-
setzten Template-DNA Ubereinstimmt. Das Ergebnis aus Abbildung 17B wurde dabei

auch in der anschlielienden Sequenzierung bestatigt.

Anwendung der Primer bei Pflanzenmaterial vom Geosiphon-Fundort

Nach den Tests der spezifischen Primer wurde versucht, das Vorkommen von Ge.
pyriformis in Pflanzen vom natirlichen Standort des symbiotischen Konsortiums zu
untersuchen. Ge. pyriformis kommt in der Natur in einer typischen Pflanzengemein-
schaft, die vor allem durch Moose gekennzeichnet ist, vor. Die Geosiphon-Blasen sind
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dabei in direkter Nachbarschaft mit dem Hornmoos Anthoceros, dem Lebermoos
Blasia und dem Laubmoos Dicranella zu finden.

Von einer Erdscholle, die vom natirlichen Standort im Spessart stammte, wurden
verschiedenen Pflanzenproben entnommen und entsprechend 2.2.3 gereinigt. Mit der
DNA-Isolationsmethode nach Redecker (2000, siehe auch 2.2.3.1) wurde versucht das

Pflanzengewebe in seiner Struktur so zu erhalten, dass anschlieBend mit einer

Lektinfarbung ein zusatzlicher mikroskopischer Nachweis des Pilzes mdglich ist
(2.2.21).

Abbildung 18: Pflanzenproben vom Geosiphon-Standort. BIWU1 und BIWU2= Wurzelstiicke
von Juncus bufonis, LB1 und LB2 = nicht bestimmtes Laubmoos und Anth1 und Anth2 =
Anthoceros punctatus. Aus diesen Proben wurde die DNA fur die in Abbildung 19 und 20
dargestellten Experimente isoliert. Die Abbildungen sind nicht maRstabsgerecht.
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Diese DNA-Isolationsmethode lieferte jedoch kein geeignetes Template fir die PCR.
Es wurde keine Amplifikation mit den universellen Primern GeoA1 / ART4 (1. PCR) und
Geo A2/ Geo 11 (2. PCR) erzielt, die immer zuerst durchgefiihrt wurde, um die Menge
an 18S rDNA flr die Reaktionen mit spezifischen Primern zu erhéhen. Dabei wurden
zwischen 1 und 4 ul des 1:10 beziehungsweise 1:100 verdinnten Extraktes eingesetzt.
Auch die sich anschlieRenden PCR-Ansatze mit spezifischen Primern, bei denen
jeweils 1 pl der 2. PCR eingesetzt wurde, zeigten in keiner Primerkombination ein
Produkt. Damit war es nicht mdglich, einen gleichzeitigen Nachweis von Pilzmaterial
mittels PCR und Farbung an einem Pflanzenstiick vorzunehmen.

Aus diesem Grund wurde in den weiteren Versuchen die DNA Isolationmethode mit
Dynabeads (2.2.3.2) benutzt, die Pflanzenstiicke nach dem Reinigen mittels Skalpell
geteilt und eine Halfte in der Lektinfarbung eingesetzt. Ein Schema der

Vorgehensweise ist in Abbildung 19 gezeigt.

Reinigung der Pflanzenprobe

Aufteilen der Pflanzenprobe

DNA—ISOIEW\‘ Lektinfarbung

v

3 GeoAl1* 1. PCR 5
i “ART4 ¥
* Universelle Primer
3 GeoA2+ 2 PCR 5
5 +Geo11 ¥
Archaeosporales-Primer Geosiphon-Primer
3.PCR 3.PCR
3 Archeo 1a » 5 > Geo223+ 5
5 * +Archeo 6a ¥ 5 +Geo2561F
4 PCR
3 Archeo 1a » 5
s “*+Archeo 5b%

Abbildung 19: Nachweis von Archaeosporales-Arten |/ Ge. pyriformis in Pflanzen mittels
nested-PCR und Lektinfarbung. Diese Vorgehensweise wurde bei der DNA-Isolation mit
Dynabeads angewandt. Die Lage der Primer auf dem 18S rRNA Gen ist Abbildung 14 zu
entnehmen.

In Abbildung 20A ist das Ergebnis der 2. PCR mit den universellen 18S Primern Geo
A2 /| Geo11 gezeigt. Auch hier konnte eine sichtbare Amplifikation der 18S rDNA nicht
in allen Fallen erreicht werden. Trotzdem wurden von allen Ansatzen 0,5 ul in der

folgenden PCR mit spezifischen Primern eingesetzt. Die Ansatze mit Geo223 und
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Geo02561 zeigten keine Ergebnisse (ohne Abbildung). Mit der Primerkombination
Archeo 1a und Archeo 6a konnte jedoch bei den Proben, die aus den beiden
Wurzelstiicken von Juncus bufonis (BIWU1 und 2) stammten, DNA-Fragmente
amplifiziert werden. Beide Produkte wurden kloniert und eine Restriktionsanalyse
durchgefiihrt. Alle untersuchten Klone zeigten dabei identische Bandenmuster und bei
jeweils vier Klonen der beiden Klonierungen wurde eine Sequenzierung durchgefihrt.
Alle acht Sequenzen zeigten im BLASTsearch, dass sie von Ge. pyriformis stammten
und stimmten Uber die gesamte Sequenz mit bereits vorhandenen Daten in unserem

Alignment Uberein.
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Abbildung 20: PCR-Experiment mit Pflanzenproben vom Geosiphon-Standort (siehe Abbildung
18). A) zeigt das Ergebnis der 2. PCR mit universellen Primern (GeoA2 / Geo11). B) zeigt
das PCR-Ergebnis mit den Primern Archeo 1a / Archeo 6a. Von jeder DNA-Extraktion
wurden jeweils zwei Reaktionen durchgefihrt. M = Marker 1. 0,8% Agarosegel.

Das Experiment wurde mit weiteren Pflanzenproben wiederholt. Dabei wurden zwei
neue DNA-Isolationen von Anthoceros (Anth2) sowie des Laubmooses (LB2) durch-
geflhrt und zusatzlich je zwei erneute Ansatze aus den Isolationen Isolationen BIWU1
und LB1 in der PCR eingesetzt. LB1 zeigte in der PCR mit universellen 18S Primern
keinerlei Produkt und wurde bei den Reaktionen mit spezifischen Primern
ausgeschlossen (Abbildung 21 A). Mit den drei positiven Proben wurden Experimente
mit den Geosiphon-spezifischen Primern und den Archaeosporales-Primern Archeo 1a
/ Archeo 6a durchgefuihrt. In diesem Fall zeigte die Probe Anth1, die im ersten

Experiment keine Reaktion ergab, in jeweils einem Ansatz bei beiden Primerpaaren
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positive Reaktionen mit DNA-Frag-menten der entsprechenden Gréfe (Abbildung 21
B). Beide DNA-Banden wurden kloniert und jeweils zwei Klone sequenziert. Auch hier
ergaben die analysierten Sequenzen eine eindeutige Zuordnung zu Ge. pyriformis.

Die vom zweiten Stlck der Pflanzenproben angelegten Chitinfarbungen zeigten jedoch
bei der Untersuchung mittels Fluoreszenzmikroskopie, dass neben dem Vorkommen
von Hyphen innerhalb der Pflanzen trotz Reinigung mit Natriumpyrophosphat und
Ultraschall in allen Fallen Pilzmaterial aufien an den Proben anhaftete. Damit ist nicht
gesichert, ob die amplifizierte 18S rDNA von Ge. pyriformis tatsachlich aus den
Pflanzen extrahiert wurde oder anhaftendes Material fir die positiven Ergebnisse

verantwortlich ist.
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Abbildung 21: PCR Experiment mit Pflanzenproben vom Geosiphon-Standort (siehe Abbildung
18). A) zeigt das Ergebnis der 2. PCR mit universellen Primern (GeoA2 / Geo11). B) zeigt
in der oberen Reihe das Ergebnis der PCR mit den Primern Archeo 1a / 6a und in der
unteren Reihe das mit den Primern Geo223 / Geo2561. Von jeder DNA-Extraktion wurden
jeweils zwei Reaktionen durchgefihrt. M = Marker 1. 0,8% Agarosegel.

Das Ergebnis aus der Lektinfarbung konnte nicht fotografisch dokumentiert werden, da
die digitalen Bilder bei einem technischen Defekt zerstért wurden und die Proben

bereits so ausgebleicht waren, dass keine neuen Bilder angefertigt werden konnten.

3.4.2 Diskussion

Der Nachweis von nicht kultivierbaren, beziehungsweise morphologisch schwer unter-
scheidbaren Organismen wurde in den vergangenen 15 Jahren zunehmend mit Hilfe

molekularer Sonden und PCR Methoden durchgefiihrt. Der Nachweis mittels PCR wird
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dabei in vielen Fallen mit Methoden kombiniert, bei denen ein spezifischer Nachweis
ohne Sequenzierung des amplifizierten Fragments mdglich ist, wie zum Beispiel
Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE), Restriktionsfragment Langen-
polymorphismus (RFLP) oder Einzelstrang-Konformationspolymorphismus (SSCP)
(Kjoller und Rosendahl 2000, Kowalchuk, De Souza und Van Veen 2002, Renker et al.
2003, Van Elsas et al. 2000). Eine der neuesten Entwicklungen ist der Nachweis
mittels Real Time PCR, bei der durch Kombination von spezifischen Primern und
Fluoreszenzfarbstoffen das Vorkommen bestimmter Sequenzen direkt wahrend der
PCR nachgewiesen werden kann (Filion, St-Arnaud und Jabaji-Hare 2003).

Bei den AM-Pilzen werden diese molekularbiologische Ansatze seit der
Veroffentlichung der ersten rDNA Sequenzen auf verschiedenen taxonomischen Ebe-
nen verfolgt und versucht, auf diesem Weg Zusammenhange mit morphologischen,
Okologischen und physiologischen Daten herzustellen (Chelius und Triplett 1999, Di
Bonito, Elliott und Jardin 1995, Helgason et al. 1998, Helgason, Fitter und Young 1999,
Sanders, Clapp und Wiemken 1996, Simon, Lalonde und Bruns 1992).

Dabei wurden Sonden flr verschiedene taxonomische Ebenen der AM-Pilze
eingesetzt, von denen bei einigen mittlerweile bekannt ist, dass sie nicht die ge-
winschte Spezifitdt besitzen, da zum Zeitpunkt ihrer Entwicklung zu wenig Sequenz-
daten verfligbar waren. Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass der Primer VANS1
(Simon, Lalonde und Bruns 1992), der firr die Glomeromycota spezifisch sein sollten,
nur fir eine kleine Gruppe dieser Pilze anwendbar ist und damit nicht alle Arten von
AM-Pilzen in Diversitatsstudien nachgewiesen werden kénnen. Auch der haufig in
Diversitatsstudien genutzte Primer AM1 schliet nach seiner Sequenz gerade die
urspringlicheren Gruppen der Glomeromycota aus (SchiBler et al. 2001).

Mittlerweile wird vermehrt der Ansatz verfolgt, Primer auf niederen taxonomischen
Ebenen, wie Ordnungen oder Familien zu entwickeln, und dann in Diversitatsstudien
verschiedene Kombinationen dieser Primer einzusetzen (Redecker 2000). Mit diesen
Primern ist es zum einen mdglich, die Gefahr von Kontaminationen durch nicht-AM-
Pilze zu reduzieren, und gleichzeitig neue Sequenztypen zu finden, die auf bisher
unbekannte Arten Hinweis geben.

In der vorliegenden Arbeit wurden Primer fir die Ordnung Archaeosporales und fiir die
Familie Geosiphonaceae auf Basis einer vorangegangenen, umfangreichen phylo-
genetischen Analyse der 18S rDNA entwickelt. Ihre Spezifitdt konnte in Vorversuchen
an Sequenzen von passenden und nahe verwandten Arten Uberprift werden, die bei
den phylogenetischen Analysen der rDNA erhalten wurden. Auch gegenlber
zugesetzte pflanzliche DNA wirkten die Primer diskriminierend. Dieses artifizielle
Vorgehen bezlglich der pflanzlichen DNA sollte zusatzlich an Wurzelmaterial getestet

werden, welches mit den entsprechenden Pilzarten inokuliert wurde, da die



Ergebnisse und Diskussion 95

Verhéltnisse zwischen pflanzlicher und pilzlicher DNA sowie PCR-inhibierende
Komponenten einen Einfluss auf den Erfolg der PCR haben. Die Zusammensetzung
und Qualitédt der Template-DNA kann zum Beispiel eine Rolle bei der Ermittlung der
optimalen Annealingtemperatur (héhere oder niedrigere Stringenz der Reaktion) und
der bendtigten PCR-Zyklen spielen. Bei den Versuchen an Pflanzen vom Geosiphon-
Standort wurden keine unerwiinschten Sequenzen amplifiziert, aber auch nur Ge.
pyriformis nachgewiesen. Durch Versuche mit Wurzeln, die mit verschiedenen
Archaeospora-Arten besiedelt sind, misste zusatzlich iberprift werden, ob Sequenzen
bestimmter Arten aus dieser Gruppe bevorzugt amplifiziert werden, was der Absich-
erung von Ergebnisse bei der Anwendung im Feldversuch dient. Damit ware es dann
maoglich, das gemeinsame Vorkommen der Arten aus dieser Gruppe im Freiland zu
untersuchen, neue Arten nachzuweisen, und Riickschliisse auf deren Okologie sowie
Verbreitung zu ziehen.

Als hilfreiche Methode zur Unterscheidung der Sequenzen hat sich die Anwendung von
RFLPs erwiesen. Durch die Selektion mittels spezifischer Primer wird von vorneherein
ein Teil der moglichen Kontaminationen ausgeschlossen, so dass ein schnellerer
Vergleich mit bekannten Mustern mdoglich ist. Der Einsatz spezifischer Primer in
Kombination mit dem RFLP erlaubte eine eindeutige Unterscheidung der bisher
bekannten Arten aus der Gruppe der Archaeosporales und ermdglicht damit eine
Identifizierung ohne aufwendige Sequenzierung.

Fir das urspriingliche Ziel, Ge. pyriformis in Pflanzen nachzuweisen, zeigte sich, dass
dies von der Primerspezifitdt her moglich ist. Wurden in der PCR mit DNA von
Pflanzenproben Produkte erhalten, stammten diese ausschlieRlich von Ge. pyriformis,
was durch Datenbankabgleich bestatigt wurde. Allerdings bestehen methodische
Probleme beziglich der Frage, ob Ge. pyriformis innerhalb der Pflanzengewebe
vorkommt. Dies gilt vor allem fiir die Reinigung der verwendeten Gewebe. Hier besteht
die Gefahr, dass die Ultraschallbehandlungen und das Waschen mit Natriumpyro-
phosphat gewebezerstérend wirken, was sich beim Nachweis von Pilzstrukturen in
Pflanzenproben mittels Lektinfarbung nachteilig auswirkt. Auch gelang es bisher nicht,
aulden anhaftendes Pilzmyzel sicher zu entfernen. An allen gefarbten Pflanzenstiicken,
die entsprechend der Proben gereinigt wurden, welche der DNA-Gewinnung dienten,
konnte Pilzmaterial auch an der Oberflache der Gewebe gefunden werden. Damit ist
nicht ausgeschlossen, dass der Nachweis von Ge. pyriformis bei Juncus bufonius und
Anthoceros punctatus aufgrund von auf’en anhaftendem Pilzmaterial positiv ausfiel.
Auch der Ansatz, die Pflanzenproben gleichzeitig zur DNA-Extraktion und zum
Nachweis von Pilzstrukturen mittels Lektinfarbung nutzen zu kénnen, war nicht
erfolgreich. Mit dieser Methode wurden gerade sehr weiche Gewebe, wie die von

Anthoceros punctatus, bei der Extraktion mit erhitzter NaOH stark zerstort, wahrend
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gleichzeitig nicht geniigend Template fir die PCR gewonnen werden konnte. Diese
Methoden bedirfen damit weiterer Optimierung.

Aufgrund der gemachten Erfahrung besteht grundsatzlicher Zweifel, in wie weit der
Nachweis von AM-Pilzen in Wurzeln mittels PCR die wirkliche Besiedelung wiedergibt.
Mit dem Einsatz dieser Technik sollen die Probleme umgangen werden, die beim
morphologischen Nachweis Uber Sporenvorkommen auftreten, da diese temporar
auftreten und nicht in jedem Fall die aktuelle Besiedlung von Wurzeln wiedergeben.
Auch der Nachweis von AM-Pilzen Uber angefarbte Wurzeln, der maximal bis zur
Familienebene moglich ist, ist fur Diversitatsstudien nicht zufriedenstellend und sollte
mittels PCR-Nachweis besser abgesichert werden. Allerdings werden in den meisten
solcher Arbeiten keine oder nur sehr einfache Reinigungsschritte fir das
Wurzelmaterial, wie Waschen mit destilliertem Wasser, angegeben (Chelius und
Triplett 1999, Kjoller und Rosendahl 1999, Turnau et al. 2001) und das
Hauptaugenmerk auf das Funktionieren der molekularen Sonden gelegt. Lediglich bei
Kowalchuk, De Souza und Van Veen (2002) wurde die auch in dieser Arbeit benutzte
Reinigung von Wurzeln mittels Natriumpyrophosphat angewandt. Wie sich gezeigt hat,
scheint auch diese oxidative Reinigung keine vollstandige Sicherheit bei der Ent-
fernung anhaftender Kontaminationen zu gewahrleisten. Dies sollte bei allen Aussagen
zum Nachweis von AM-Pilz-Diversitat in Wurzeln bertcksichtigt werden. Ein Ansatz,
dieses Problem zu umgehen, ware zum Beispiel der Einsatz der bestehenden
molekularen Sonden bei Techniken wie in situ-Hybridisierung oder in situ-PCR, bei
denen ein direkter Nachweis innerhalb des untersuchten Gewebes maoglich ist. Bei
beiden Methoden ist jedoch die Zuganglichkeit der untersuchten Gewebe fir die
Sonden von grofier Bedeutung, ohne dabei die Gewebemorphologie zu zerstéren. Das
gleichzeitige Vorkommen von pflanzlicher wie pilzlicher Gewebe bedarf dabei sehr
wahrscheinlich umfangreicher Optimierungsschritte (Sterflinger, Krumbein und
Schwiertz 1998) und ist bisher bei den AM-Pilzen lediglich an isolierten Sporen
angewendet worden (Bago, Piché und Simon 1998). Die in dieser Arbeit entwickelten
Primer kénnten dabei als Grundlage fiir solche Experiment dienen.

3.5 AbschlieBende Diskussion

Die vorliegende Arbeit und die daraus entstandenen Veréffentlichungen stellen die
bisher umfangreichste Untersuchung zur Phylogenie der AM-Pilze auf molekular-
biologischer Ebene dar. Insgesamt konnten mit der hier beschriebenen Methode zur
Extraktion und Amplifkation von 18S rDNA aus Einzelsporen die entsprechenden
Sequenzen von 63 beschriebenen AM-Pilzarten analysiert werden. Zusatzlich wurden
die Sequenzen von 7 unbeschriebenen Arten charakterisiert. Dies entspricht >40%
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aller bekannten AM-Pilzarten. Da von allen untersuchten Sporen Belegexemplare
angelegt wurden, ist es moglich, die Ergebnisse aus den phylogenetischen Analysen
mit morphologischen Merkmalen in Beziehung zu setzen. Dies ermdglicht die
Reevaluation des bisherigen taxo-nomischen Systems, welches hauptsachlich auf
morphologischen Merkmalen basiert und nach den bisherigen molekularbiologischen
Daten nicht die natirlichen Verwandt-schaftsverhaltnisse der Glomeromycota wieder-
gibt. Diese Anndherung an ein naturliches System ermoglicht es weiter, Daten aus
physiologischen, 0kologischen und molekularbiologischen Untersuchungen mit-
einander in Beziehung zu setzen, und damit neben der reinen Systematik auch
evolutionsbiologische Fragen aufzuklaren.

Aus der hier vorliegenden Arbeit resultierte, dass die AM-Pilze ein eigenes Phylum
neben den Chytridiomycota, Zygomycota, Basidomycota und Ascomycota reprasen-
tieren. Damit wird die willklrliche Zuordnung zu den Zygomycota aufgrund zweifel-
hafter Daten zur Sporenbildung aufgeldst, und es ergibt sich ein wahrschein-licher
gemeinsamer Ursprung mit den hdheren Pilzen der Phyla Asco- und Basidio-mycota.
Auch das Merkmal Arbuskelbildung scheint kein geeignetes Mittel zur taxo-nomischen
Zusammenfassung dieser Pilze zu sein, da Ge. pyriformis eindeutig einer, wenn auch
vermutlich urspriingliche, Gruppe der AM-Pilze (Archaeosporales) zuzuordnen ist.
Dieses Ergebnis liefert neue Daten zur Interpretation der Besiedlung des Landes durch
Pflanzen, da symbiotische Beziehungen zwischen Pilzen dieser Gruppe und
photoautotrophen Organismen nicht auf Pflanzen beschrankt sind, sondern auch mit
Cyanobakterien eingegangen werden kénnen, die entwicklungsgeschichtlich alter sind
(Hoehler, Bebout und Des Marais 2001, Pirozynski und Malloch 1975, Schifler und
Kluge 2001).

Die Frage, ob die AM eine konvergente Entwicklung von verschiedenen Pilzlinien
darstellt (Morton 2000) konnte verneint werden, da in der molekularen Phylogenie alle
untersuchten Pilze, die das Merkmal Arbuskelbildung zeigten, einer monophyletischen
Einheit zu zuordnen sind. Die bisherige Unterteilung der AM-Pilze in die Unter-
ordnungen Glomineae und Gigasporineae und deren vermutliche getrennte Entstehung
ist hier nicht nachzuvollziehen und die Giiltigkeit der zur Definition benutzten morpho-
logischen Merkmale zweifelhaft.

Aus der Beschreibung eines neuen Phylums fir die bisher zur Ordnung Glomerales (=
Glomales) gezahlten AM-Pilzen und Ge. pyriformis ergab sich die Aufstellung dreier
neuer Ordnungen. Die urspriingliche Ordnung Glomerales bleibt erhalten und umfasst
den grofdten Teil der bisher beschriebenen Glomeromycota-Arten. Daneben bestehen
die Ordnungen Paraglomerales und Archaeosporales, welche urspriingliche Linien
reprasentieren, und die Ordnung Diversisporales. Die taxonomischen Einheiten

Phylum und Ordnungen wurden nach dem Internationalen Code flr botanische
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Nomenklatur (Greuter et al. 2000) formal beschrieben und veréffentlicht (Schifler,
Schwarzott und Walker 2001).

Aus der molekularbiologischen Untersuchung der Gattung Glomus ergab sich, dass
diese Gruppe nicht monophyletisch ist. Die untersuchten Pilze aus dieser Gattung
bildeten insgesamt mindestens vier voneinander getrennte Gruppen (Glomus A-D), die
genetische Distanzen zueinander zeigen, wie sie auch zwischen den nicht nur
morphologisch, sondern auch molekularbiologisch abgesicherten Familien Acaulo-
sporaceae und Gigasporaceae bestehen. Die beiden Glomus-Gruppen A und B sind
Schwestergruppen und es ist zunachst keine neue Beschreibung einer neuen Familie
noétig, solange die Zuordnung der Typ-Art fir die Gattung Glomus (Familie Glomera-
ceae), G. microcarpum, unklar bleibt. Fir die beiden Gruppen C und D muf® dagegen
die Aufstellung neuer Familien gefordert werden. Eine formale Beschreibung dieses
vorgeschlagenen neuen Familienkonzepts bedarf weiterer Daten, da bisher auller
bestimmten Sequenzmotiven keine gesicherten morphologischen Anhaltspunkte zur
Unterscheidung dieser ,Glomus®-Gruppen bestehen (Schwarzott, Walker und Schu3ler
2001).

Neben den genannten Anderungen auf Familienebene, welche die Glomeraceae sensu
Morton und Benny (1990) betreffen, muss auch fir die Ordnung Archaeosporales eine
Revision gefordert werden, da Ge. pyriformis aus der Familie Geosiphonaceae bei der
Beschreibung der Familie Archaeosporaceae nicht berlcksichtigt wurde, aber nach
den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit in diese Gruppe fallt. Damit ist die
Familie Archaeosporaceae als paraphyletisches Taxon anzusehen.

In Abbildung 22 ist in Form eines einfachen Kladograms, welches lediglich die gemein-
samen Urspriinge der einzelnen Glomeromycota-Gruppen ohne genetische Distanzen
angibt, die Verteilung morphologischer Merkmale nach Morton und Benny in Bezug zur
molekularen Analyse gezeigt. Die Ergebnisse zur AM-Pilz-Phylogenie und die daraus
entstandenen Taxonomie auf Basis der 18S rDNA widerspricht in grof3en Teilen den
Befunden nach morphologischen Daten, die Grundlage der bisherigen Systematik war.
Wahrend die Sporenmorphologie auf Artbene ein (in den meisten Féllen) geeignetes
Mittel zur Unterscheidung darstellt, scheinen die Strukturen, welche zur Einteilung
hdherer Taxa dienen, nicht die natirlichen Beziehungen wiederzugeben.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch versucht mittels spezifischer Primer zu klaren,
ob das Merkmal Arbuskelbildung zur Definition der AM Pilze Gultigkeit besitzt. AulRer
diesem Merkmal bestatigen alle bisherigen Untersuchungen die Zuordnung von Ge.
pyriformis zu dieser Gruppe, lediglich die Mykorrhizierung von Pflanzen durch diesen
Pilz konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Der Ansatz, einen Nachweis mittels
PCR und spezifischer Lektinfarbung lieferte dabei keine eindeutigen Ergebnisse, da

vor allem methodische Probleme keine gesicherten Aussagen zulassen. Mit der
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Entwicklung von spezifischen Primern fir diesen Pilz ist jedoch die Grundlage gelegt
worden, um dies mit Methoden wie in situ-PCR in Zukunft weiter untersuchen zu

konnen.
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Abbildung 22: Klassifizierung der Glomeromycota und die Verteilung ausgewahlter morpho-
logischer Merkmale nach Morton und Benny (1990) innerhalb der taxonomischen
Einheiten. 1 = intrazellulare Arbuskel, 2 = Vesikel, 3 = Helferzellen, 4 = glomoide Sporen-
bildung (Sporenbildung an der Basis steriler Hyphen), 5 = acaulosporoide Sporen-bildung
(sporenbildender Sacculus), 6 = gigasporoide Sporenbildung (zwiebelférmiger Zelle), () =
Merkmal ist nicht gesichert nachgewiesen. Siehe auch Tabelle 2 und Abbildung 2.

Neben den Anderungen in der Taxonomie ergibt sich aus dem entstandenen
Datenmaterial auch die Méglichkeit, qualitative Aussagen bei molekularen Diversitats-
studien zu machen, in welchen ,AM-Pilz-spezifische* Primer zum Einsatz kommen
(Helgason et al. 1998). Die in der EMBL Datenbank hinterlegten Sequenzdaten aus
dieser Arbeit ermoglichen dabei die Zuordnung im Freiland gefundener Sequenzen
mittels phylogenetischer Berechnung und dem Vergleich gefundener Sequenzmotive.
Aus diesen Ergebnissen ist es dann wiederum moglich, die dkologischen Zusammen-
hange zwischen Pflanzen- und AM-Pilz-Gemeinschaften aufzudecken und detaillierter
zu interpretieren. Auch ist es mdglich, mit dem Datenmaterial spezifische Sonden fir
bestimmte taxonomische Gruppen zu entwickeln und damit deren Verbreitung zu

Uberprifen.
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Die Kombination von morphologischer Bestimmung anhand von Sporen und
molekularer Analyse der Phylogenie, wie sie in dieser Arbeit zusammen mit C. Walker
durchgefiihrt wurde, ermdglicht auch riickwirkend die Absicherung der Sequenzen aus
Datenbanken, da die Sporenmorphologie an den Belegexemplaren Uberprift werden
kann, falls es zu Diskrepanzen zwischen verschiedenen Analysen kommt. Zwar ist die
18S rDNA nicht in allen Fallen geeignet, bis auf Artebene zu differenzieren, kann aber
Hinweise auf falsche Ergebnisse liefern. So konnte zum Beispiel bei einer Nach-
untersuchung das Isolat W3213, welches urspriinglich als S. nodosa geflihrt wurde,
aber in der phylogenetischen Analyse S. calospora BEG 32 / W3290 zugeordnet war,
im Nachhinein als S. calospora BEG32 Isolat identifiziert und der Fehler bei der Be-
zeichnung der Pilzkultur korrigiert werden (Abbildung 11).

Ein weiterer Fortschritt, der durch die erarbeitete Datenbasis erzielt wurde, sind
zuverlassige Ergebnisse bei der BLAST-Suche. Gerade die alleinige Analyse von
Sequenzen mittels BLAST birgt die Gefahr, dass die Ergebnisse Daten zugeordnet
werden, die in Wirklichkeit von Kontaminanten stammen, welche falsch annotiert
wurden. Auch koénnen falsche Schliisse gezogen werden, wenn zu der geblasteten
Sequenz keine Daten von naheren Verwandten vorhanden sind. Solche Fehler sind
also abhangig von der Absicherung der Daten mittels phylogenetischer Analyse und
damit von der Menge an verfligbaren Sequenzen einer phylogenetischen Einheit
(SchiRler, Schwarzott und Walker 2003). Die Daten aus dieser Arbeit helfen, auf der
18S rDNA Ebene solche Missinterpretationen bei den Glomeromycota zu vermeiden,
beziehungsweise aufzudecken.

Neben einer, den natirlichen Verhaltnissen angenahernden Phylogenie liefert die
Arbeit damit die Maoglichkeit einer abgesicherten Identifikation von AM-Pilzen auf
molekularer Basis. Die Sequenzdaten und die klonierten 18S rDNA-Fragmente bilden
zudem eine Basis flr die Entwicklung und Erprobung weiterer molekularbiologische
Ansatze zur ldentifikation dieser ©kologisch wichtigen Pilzgruppe im Freiland und

Labor.

3.6 Ausblick

Der Ansatz, die Glomeromycota umfangreich auf molekularer Ebene zu untersuchen,
hat neue Erkenntnisse zur naturlichen Phylogenie dieser Pilze ergeben. Bisher wurde
etwa >40%der bekannten Arten auf 18S rDNA Ebene analysiert und es ergibt sich ein
wesentlich komplexeres Bild der Verwandtschaftsbeziehungen als es bisher bekannt
war (Morton und Benny 1990, Morton und Redecker 2001). Es ist zu erwarten, dass
gerade bei Pilzen, die bisher der Gattung Glomus zugesprochen wurden, weitere
phylogenetische Gruppen gefunden und neue Familien beschrieben werden missen.

Dazu ist eine genaue Zuordnung der Typ-Art dieser Gattung, G. microcarpum, not-
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wendig, die bisher anhand des verfligbaren Herbarmaterials nicht gelang. Auch die
Gattung Entrophospora und deren genaue phylogenetische Position muss auf
molekularer Ebene weiter untersucht wird. Gerade von dieser Gattung konnten zum
Abschluss der Arbeit von C. Walker noch weitere Isolate gewonnen werden, die nun in
unserem Labor verfiigbar sind.

Obwohl die 18S rDNA Phylogenie mit hohen statistischen Werten auf der Ebene des
Phylums, der Ordnungen und Familien unterstiitzt wird, sollte eine Uberpriifung der
Ergebnisse durch weitere molekulare Marker, wie zum Beispiel des Elongationfaktor 1-
o Gens (EF-1a) durchgefiihrt werden. Ein in vielen Studien benutzter Teil dieses Gens
konnte noch wahrend der Entstehung der vorliegenden Arbeit fliir Ge. pyriformis von
mir charakterisiert werden. Allerdings ist dies bisher die einzige verfligbare Ef-1a-
Sequenz bei den Glomeromycota, so dass bisher noch keine klaren phylogenetischen
Aussagen auf Basis dieses Gens gemacht werden kénnen. Durch solche weiter-
gehenden Untersuchungen und ihre Einbindung in Projekte wie das Research Coordi-
nation Network in Biological Sciences: A Phylogeny for Kingdom Fungi (Deep Hypha,
http://ocid.nacse.org/research/deephyphae/index.php) sollte es mdglich werden, die
Evolutionsgeschichte der Pilze sowie die Entwickung von Okosystemen besser zu
verstehen. Dabei wird zusatzlich die Grundlage zur ldentifikation weiterer Spezies
gelegt.

Mit Hilfe der Daten wird es moglich, die haufig nicht kultivierbaren und morphologisch
schwer unterscheidbaren Organismen aus dem Reich Fungi auf Basis sogenannter
.Molekularer Barcodes" (Hebert et al. 2002, Floyd et al. 2002) anzusprechen. Die
phylogenetische Analyse von DNA-Sequenzen, die Zuordnung von Sequenzmotiven
zu taxonomischen Einheiten und ihrer Verfigbarkeit in Datenbanken macht es mdglich,
biologische Diversitat leichter zu erkennen. Die hauptsachlich auf Morphologie
basierende Identifikation von Arten wird im Allgemeinen nur von wenigen Spezialisten
beherrscht und ist limitiert durch die Fahigkeit des Menschen morphologische
Variationen zu erkennen, und sich daran zu erinnern. Dies fiihrt zu dem neuen Ansatz
in Zusammenarbeit mit der klassischen Taxonomie sogenannte ,Molekulare operative
taxonomische Einheiten® (molecular operational taxonomic unit, MOTU) zu
beschreiben, die es mdglich machen, auch ohne Verflgbarkeit von Lebendmaterial
und zeitaufwendiges Erlernen der Morphologie, die Diversitat in Okosystemen zu
erkennen (Floyd et al. 2002, http://www.barcodinglife.com). Gerade auch bei den
Glomeromycota sind nur noch wenige Experten in der Lage die Arten morphologisch
zu unterscheiden, weswegen die mit der vorliegenden Arbeit begonnenen Vereinigung
von morphologischem Wissen und molekularer Daten fortgefiihrt werden sollte,

solange dieses Wissen noch verfiigbar ist.
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Auf Grundlage der gefundenen Sequenzen kénnen dann Methoden zur schnellen
Identifikation im Freiland entwickelt werden, die unabhangig von aufwendiger
Sequenzierung sind. Eine Mdéglichkeit ware zum Beispiel die Entwicklung sogenannter
Mikroarrays, die auf Basis von Oligonukleotid-Hybridisierung arbeiten, welche als ,high
throughput Systeme eine schnelle Analyse der Diversitat in Okosystemen erméglichen
(Small et al. 2001)

Das neu aufgestellte taxonomische Konzept ermoglicht es weiterhin, zusatzliche
Erkenntnisse zur physiologischen Bedeutung der arbuskuldren Mykorrhiza zu
gewinnen, wobei Ge. pyriformis als mdglicher Modellorganismus fir die Glomero-
mycota dienen kann. Da bei dieser Symbiose nur ein Eukaryont zugegen ist, wird es
moglich relativ einfach pilzspezifische mMRNA zu isolieren, da Nostoc als Prokaryont
keine mRNA mit poly-A-Schwanz besitzt. Die gewonnene mRNA kann anschlie3end in
cDNA umgeschrieben werden und differentiell exprimierte Pilzgene k&nnen mit
Methoden wie DDRT-PCR (Differential Display Reverse Transcription PCR) oder
substraktiver Hybridisierung identifiziert werden, die wichtig bei der Aufnahme und dem
Metabolismus von Phosphat und weiteren physiologischen Vorgangen in der AM sind.
Auf dieser Grundlage koénnten die entsprechenden Gene bei anderen AM-Pilzen
identifiziert werden, was bisher wegen der obligat symbiotischen Lebensweise dieser
Pilze und der damit immer gleichzeitig vorhandenen pflanzlichen mRNA methodisch
nur schwer moglich ist (Schifler und Kluge 2001).

Um die bisher gefundenen verwandtschaftlichen Beziehungen von Ge. pyriformis
innerhalb der Glomeromycota auf morphologischer und molekularer Ebene weiter
abzusichern, sollte auch auch der noch unbeantworteten Frage, ob Ge. pyriformis mit
anderen photoautotrophen Organismen -neben Nostoc- Symbiosen bilden kann, weiter
nachgegangen werden (Kluge et al. 2002).

Mit den genannten Anséatzen in Verbindung mit den Ergebnissen aus der vorliegenden
Arbeit wird es méglich, das Wissen Uber Evolution, Funktion und Verbreitung der

Okologisch und 6konmisch wichtigen AM-Symbiose weiter zu vertiefen.
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5 Anhang

Abkurzungen

A Adenin

AM arbuskulare Mykorrhiza

Amp Ampicillin

bp Basenpaare

C Cytosin

CcdB “Kontrol of cell leath”-Gun

chrDNE chromosomale Dusoxyribonucleinsdure
DNI Desoxyribonukleinsauru

dNTP's]Desoxyrybonukleosid-5'-triphospxate

EDTA Ethylendiamin-tetra-Essigsaure
EMBL EuropeanOMolecular Biolowy Laborutory
G Guanin

h Stundm

IPTG Msopropyl-3-D-thiogalaktopyranosyd
Kana Kanamycin

lac Z R-Galaktosidase-Gen

LSU large subunit / groRe ribosomale Untereinheit = 28S rRNA
m Milli (x10-3)

M Molar

m Mikro (x10-6)

min Minute

PCR Polymerase-Kettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

T Thymin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
u Units

viv Volumenprozent

w/v Gewichtsprozent

x-Gal 5-Brom-3-Chlor-3-Indoyl-p-D-Galaktosid
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Lage der verwendeten Primer auf dem 18S rRNA-Gen

1GS ITS1)- ITS2 1GS
— 18S 5,88 288 —
NS1 Geo NS1 Archeo 5b Geol10
20-39 83-114 13731393 1747-1769
— E— — +—
Geo A1 Archeo 1a NS3 Archeo Ba Geol1
6-26 101-123 533-574 1384-1403 17461769
—_— — —_— p — +—
JE N —— r " — <
Geo A2 Geo 223 Gloma 1 ?;;azigl . 1.*\%1:;-: 789
17-33 4063  50-73 <
> NS 8
Gloma 2 17691788
50-72

Abbildung 23: Genmodell der ribosomalen Untereinheiten und Lage der in der Arbeit ver-
wendeten PCR-Primer auf dem 18S rDNA-Gen. IGS= nicht-codierender ,Intergenic
spacer”, ITS1 und 2 = nicht-codierende ,Internal transcribed spacer‘. Die Sequenzmotive
der Primer sind der Tabelle 5 zu entnehmen. Die Zahlenangaben [bp] unter den Primer-
namen entsprechen der Position auf dem 18S rDNA-Gen von S. cerevisieae (J01353)
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